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RESUMO

INTRODUGAO: Apesar da disponibilidade de antimicrobianos eficazes, a tuberculose
(TB) ainda é uma séria ameacga a saude. A mortalidade é ainda maior em pessoas
vivendo com HIV. Novas terapias sdo necessarias para reduzir o tempo necessario
para curar a TB e diminuir as taxas de mortalidade nessa populacdo. A N-acetilcisteina
(NAC) é um precursor da glutationa e demonstrou recentemente, in vitro, apresentar
atividade antimicobacteriana. OBJETIVO: Testar a hipotese de que a NAC é segura,
bem tolerada e secundariamente eficaz como terapia adjuvante em individuos
hospitalizados coinfectados com TB/HIV. METODOS: Foi realizado um estudo
randomizado, de grupo paralelo, em centro unico, de dois bragos, em pacientes
hospitalizados acima de 18 anos de idade, com TB pulmonar confirmada
microbiologicamente e infeccdo por HIV. Um brago foi tratado com rifampicina,
isoniazida, pirazinamida e etambutol (RIPE) em doses padrdo (grupo controle) e um
segundo brago em que NAC 600 mg de 12/12 horas foi adicionada ao esquema RIPE
por oito semanas (grupo NAC). RESULTADOS: Um total de 21 e 18 pacientes foram
incluidos no grupo controle e no grupo NAC, respectivamente. Os eventos adversos
nao foram diferentes. Tendéncias na conversao da cultura ao final de 8 semanas foram
observadas no grupo NAC (p=0,083). A NAC reduziu o estresse oxidativo e aumentou
os niveis de glutationa. CONCLUSAO: Nossos resultados sugerem que, na populagao
mais critica de pacientes coinfectados TB/HIV, os eventos adversos nao foram
diferentes entre os grupos. A NAC reduz o estresse oxidativo e aumenta os niveis de
glutationa. Talvez isso possa contribuir para acelerar a conversdo da cultura, com
potencial impacto no prognéstico e na transmissdo. Registro do ensaio clinico
NCT03281226.

Palavras Chaves: Tuberculose; HIV; N-acetilcisteina



ABSTRACT

INTRODUCTION: Despite the availability of effective antimicrobials, tuberculosis (TB)
is still a serious health threat. Mortality is even higher in people living with HIV who are
diagnosed with TB. New therapies are needed to shorten the time required to cure TB
and decrease fatality rates in this population. N-acetylcysteine (NAC) is a glutathione
precursor and has shown recently in experimental setting to present anti-mycobacterial
activity. OBJECTIVE: To test the hypothesis that NAC is safe, well tolerated and
secondarily efficacious as adjunctive therapy in hospitalized individuals with HIV-
associated TB. METHODS: We performed a randomized, parallel group, single-center,
open study trial of two arms, in hospitalized patients over 18 years of age, with
microbiologically confirmed pulmonary TB in HIV infection: one arm with rifampicin,
isoniazid, pyrazinamide and ethambutol at standard doses (Control Group), and a
second arm in which NAC 600 mg bid for eight weeks was added (NAC Group).
RESULTS: A total of 21 and 18 patients were enrolled to the Control Group and NAC
Group, respectively. Adverse events were not different. Trends in culture conversion at
the end of 8 weeks was seen in the NAC group (p=0,083). NAC reduces oxidative stress
and increases glutathione levels. CONCLUSIONS: Our findings suggest that in the
more critical population of patients with HIV-associated TB, adverse events were not
different between groups. NAC reduces oxidative stress and increases glutathione
levels. This may contribute to fasten culture conversion, with potential impact on

prognosis and transmission. Clinical Trials Registration NCT03281226.

Keywords: Tuberculosis; HIV; N-acetycysteine
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RESUMO LEIGO

A N-acetilcisteina (NAC) € uma medicacéo liberada no Brasil e € comum o uso nas
pessoas com doencas pulmonares. Estudos recentes mostram que essa medicagao
possui outras propriedades e pode auxiliar no tratamento da tuberculose (TB), que
atualmente é a doenca infeciosa que mais mata no mundo e que acomete com
frequéncia pacientes que vivem com HIV. Esse estudo utilizou comprimidos de NAC
em conjunto com o tratamento padrdo para TB pulmonar, em individuos internados
com HIV, considerados pelo médico como doentes graves. Os resultados mostraram
que nao houve diferenga entre os grupos quanto aos efeitos colaterais e que a NAC
talvez possa diminuir o tempo em que o exame da tuberculose fica positivo, podendo
assim, contribuir para a cura e reducao de transmissdo da TB. Com a realizacdo de
mais estudos, é possivel que essa medicagdo, com poucos efeitos colaterais, possa

ser usada junto com os remédios para TB, no futuro.
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1. INTRODUGAO

1.1. Agente etiolégico e transmissao

A Tuberculose (TB) é uma doencga infeciosa, de carater crénico, causada por
bacilos pertencentes ao complexo Mycobacterium tuberculosis (Mtb), que pode infectar
varias espécies de animais, sendo Mtb o principal agente causador da TB em humanos
(1). Embora primariamente seja um patdgeno pulmonar, o Mtb pode causar doenga em

quase todas as partes do corpo, quadro clinico conhecido como TB extrapulmonar (2).

Mtb € um bacilo aerdbico, imoével, ndo-esporulado, ndo-encapsulado. Ele cresce
com mais sucesso em tecidos ricos em oxigénio, como os pulmdes. Sua parede celular
€ complexa, rica em lipideos e formada por acidos micélicos, o que a torna hidrofdbica,
€ uma vez corada com corantes basicos, nao pode ser descorada com solucido de

alcool e acido, propriedade chamada bacilo alcool-acido resistente (BAAR) (3).

A transmissao da doencga ocorre mais comumente de pessoa a pessoa pelo ar,
via aerossois produzidos por individuos infectados ao tossir, falar, cantar ou espirrar.
Devido ao seu pequeno tamanho, as particulas podem permanecer no ar por alguns
minutos ou horas, apos a expectoragao por pessoas doentes (4). Essas particulas de
aerossol contendo o bacilo, que ficou conhecido como bacilo de Koch, por ter sido
descoberto por Robert Koch (1882), sédo inaladas por individuos saudaveis e, desta

forma, alojam-se nos alvéolos pulmonares (3).

A infecgcdo por Mtb pode ser contida pelo sistema imune do hospedeiro (TB
latente) ou cursar com o adoecimento (TB ativa). Embora o risco de adoecer tenha
diversos aspectos envolvidos, a probabilidade anual de desenvolver TB ativa é
pequena, com um risco estimado de vida em torno de 10%, com aproximadamente
metade desse risco ocorrendo nos primeiros dois anos apdés a infecgéo (5,6). A infeccao

pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV) é o fator de risco mais importante para



um individuo adoecer e estima-se que esse risco seja 20 - 40 vezes maior quando

comparado a pessoas néo-infectadas por HIV (7).

1.2. Breve histérico da tuberculose

Especula-se que o género Mycobacterium tenha se originado ha mais de 150
milhdes de anos (8). Ao longo de toda a histéria da humanidade, TB vitimou milhares.
Na Idade Média, a TB ganglionar, conhecida como escréfula, foi tratada como o “toque
real” e milhares de acometidos foram tocados com a ideia de que um monarca poderia
curar um sudito apenas com o contato de suas maos (9). Durante os séculos XVIII e
XIX, a TB ganhou proporgdes epidémicas e ganhou o apelido de “capitdo entre esses

homens da morte” (10).

Robert Koch, nome que deu origem ao bacilo de Koch, assim ficou famoso por
ter sido capaz de isolar, cultivar e inocular o bacilo em animais de laboratério. Foi em
1882 que esse cientista registrou um marco na histéria da TB. Em 1905, ele recebeu o

prémio Nobel de Medicina (11).

No século XIX surgiu a ideia do tratamento da TB em estabelecimentos
fechados, os sanatorios, onde os doentes deveriam permanecer. Sanitarium, vem da
palavra sanitas, que do latim significa saude, saudavel (12). A terapia medicamentosa
teve inicio em 1943, com a descoberta do acido para-amino-salicilico e da tiacetazona,
que culminou em 1945, na produgao dos primeiros tuberculostaticos (anti-TB). Em
1944, foi isolada a estreptomicina, primeiro anti-TB com agao bactericida (10). Neste
mesmo ano, um paciente que recebeu o tratamento foi declarado curado da doenca.
Em 1951, a isoniazida foi testada. Ela foi seguida pelo desenvolvimento da pirazinamida
(1952), cicloserina/terizidona (1952), etionamida (1956), rifampicina (1957),
capreomicina (1959) e etambutol (1962) (13,14). A rifampicina revolucionou o
tratamento da TB, mas logo a monoterapia foi desencorajada e surgiram as

combinagdes terapéuticas, uma estratégia utilizada até hoje. Posteriormente, foram



surgindo outros anti-TB e mais recentemente foram aprovadas a delamanida e a

bedaquilina, para o tratamento de Mtb resistente (15).

1.3. Cenario epidemiolégico

1.3.1. Tuberculose no mundo

Em 2017, 10 milhdes de pessoas desenvolveram TB ativa, acometendo 5.8
milhées de homens, 3.2 milhdes mulheres e um milh&o criancas. Houve casos em todas
as faixas etarias, mas no geral, 90% ocorreram em adultos com idade igual ou superior
a 15 anos. A TB é uma das dez principais causas de morte no mundo e € a principal
causa de morte em pessoas com HIV. Dos 10 milhdes de individuos que adoeceram
em 2017, 1,6 milhdes morreram (incluindo 0,3 milhdo de pessoas com HIV). Mesmo
com esses humeros elevados, estima-se que 54 milhdes de vidas foram salvas através

do diagndstico e tratamento, entre os anos de 2000 e 2017 (16).

1.3.2. Tuberculose no Brasil e no Estado do Amazonas

O Brasil esta entre os paises que concentram mais de 80% dos casos de TB no
mundo (16). S6 em 2018 foram registrados 72.788 casos novos, sendo que 72,7% dos
casos novos pulmonares apresentaram confirmacao laboratorial. Em 2017, foram 4.534
obitos pela doenca, correspondendo a um coeficiente de mortalidade de 2,2 6bitos/100
mil habitantes (17).

O Estado do Amazonas, localizado na regido norte do Brasil, € dividido em 62
municipios, tendo uma populacao estimada em 3.483.985 habitantes em 2011, 52%
vivendo na capital, Manaus (18). Aproximadamente 70% dos casos registrados de TB
no estado sao residentes da capital (19). Em 2018, o Amazonas foi o estado com maior
coeficiente de incidéncia (72,9 casos/100 mil habitantes) (17). Casos de TB foram
registrados na populagdo amazénica desde o século XIX, época em que a doenga era

a segunda principal causa de morte (20).



1.3.3. Tuberculose na populagao HIV

Apds o surgimento da Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (Aids), houve um
aumento mundial no numero de casos de TB. O HIV é o principal fator predisponente
para desenvolvimento da TB (7). Sé em 2018, havia aproximadamente 37,9 milhdes de
pessoas vivendo com HIV, com 1,7 milhdes de pessoas sendo infectadas recentemente
e 770.000 mortes por Aids. Entre os 10 milhdes de pessoas que desenvolveram TB em
2017, 9% estavam vivendo com HIV. Estima-se que 49% das pessoas que vivem com

HIV e TB desconhecem a sua coinfecgéo (21).

Um estudo realizado em Manaus, Amazonas, revelou que a TB foi a principal
causa de o6bito (28%) entre os 129 doentes com Aids autopsiados (22). Em 593
autopsias de individuos com HIV realizadas na Africa Subsaariana, as doencas
infecciosas foram o principal diagnéstico post mortem, sendo a TB a mais comum e
variando de 20 a 54% (23). TB continua sendo a principal causa de morte nessa

populagao, representando cerca de um em cada trés mortes relacionadas a Aids (21).

1.4. Diagnéstico da coinfecgao TB/HIV (TB pulmonar)

O diagnéstico inicial da TB pulmonar deve ser feito com a suspeita clinica
precoce, mas nem sempre a sintomatologia classica de tosse, dor toracica, dispneia,
hemoptise, febre, suores noturnos e perda de peso vai estar presente. Pode ocorrer até
do paciente ser oligoassintomatico ou assintomatico (24). O quadro tipico de TB
pulmonar é geralmente visto com contagem de linfocitos CD4" acima de 200
células/mm? (25). O diagndstico € auxiliado por um exame de imagem do térax, mas
lesbes cavitarias sdo incomuns em doentes com imunossupressdo grave, sendo

necessario um alto indice de suspeita para o diagndstico oportuno (26).

O diagndstico microbiolégico € feito através da microscopia da amostra
respiratoria que busca por BAAR. A baciloscopia tem sensibilidade baixa e variavel (30
— 60%), mas por ser um recurso facil e barato, € amplamente utilizado (27). O teste

rapido molecular atua como uma ferramenta diagndstica inicial, informando



simultaneamente a susceptibilidade a rifampicina. O Xpert MTB/RIF® foi aprovado pela
OMS em dezembro de 2010, e fornece o resultado em menos de duas horas e pode
detectar até 100 unidades formadoras de colbénia (UFC), melhorando a sensibilidade
para pacientes com baixa carga bacilar, quando comparado a baciloscopia (28). Ele
nao substitui o exame padréo ouro, que € a cultura de Mtb com teste de sensibilidade
aos anti-TB. Em individuos coinfectados TB/HIV, a cultura em meio liquido (MGIT®)
pareceu demonstrar superioridade quando comparada ao meio solido Lowenstein-
Jensen (LJ), com maior rendimento e menor influéncia pela contagem de células CD4*

em relacdo a positividade da cultura (29).

1.5. Tratamento da tuberculose

Embora o esquema de primeira linha para tratar TB seja semelhante na
populacdo ndo HIV, o tratamento da TB com terapia antirretroviral (TARV) envolve
desafios, incluindo o momento ideal para iniciar os antirretrovirais, numero de
comprimidos, tolerabilidade, poucas opc¢bes terapéuticas devido a interacoes
medicamentosas de antirretrovirais com a rifampicina e risco da sindrome de
reconstituicado imune. Apesar da TB ser uma doenca potencialmente curavel e a TARV
melhorar a sobrevida, a mortalidade é alta em pessoas com HIV diagnosticadas com

TB durante uma internacdo hospitalar (30,31).

A OMS (2010) recomenda que o tratamento dos casos novos de TB
(independente do HIV) seja com o esquema de primeira linha que € composto por dois
meses (fase intensiva com 60 doses) de rifampicina, isoniazida, pirazinamida e
etambutol (RIPE), e no minimo quatro meses (fase de manutengcédo com 120 doses) de
rifampicina e isoniazida (RI), sendo seis meses o periodo minimo de tratamento (32).
O Ministério da Saude do Brasil adota conduta semelhante a OMS e disponibiliza os
comprimidos em dose fixa combinada, de acordo com o peso (33). O sucesso no
tratamento e alcance da cura dependerd da melhora clinica, radiologica e
microbiolégica. Sem tratamento adequado, em média, 45% das pessoas HIV negativas

e todas as pessoas HIV positivas morreréo (34).



1.5.1. Tratamento adjuvante da tuberculose

Apesar dos esforgos para controlar a TB, desafios sao enfrentados no tratamento
da doenga. Sao alguns deles: a) preocupagao com o surgimento e desenvolvimento de
espécies multirresistentes (MDR-TB) e extensivamente resistentes ao anti-TB (XDR-
TB); b) falta de vacinas eficazes para controlar a infeccéo; c) longa duragcéo do
tratamento que atualmente tem tempo minimo de seis meses; d) toxicidade
medicamentosa. Avangos sd0 necessarios para o desenvolvimento de regimes mais
curtos, com menos comprimidos, mais eficazes, mais seguros e com melhor
tolerabilidade (35).

Além dos novos antimicrobianos, estudos estdo sendo feitos com terapias
direcionadas ao hospedeiro, com intuito de melhorar a resposta imune, modular a
inflamagéao para reduzir o dano nos tecidos dos 6rgaos-alvo e melhorar a efetividade
do tratamento antimicrobiano na eliminagéo da infec¢do (36). As terapias com esse fim
sdo chamadas de terapia adjuvante e o emprego desses agentes em combinagdo com
os antibidticos pode ser uma abordagem promissora para as controlar doengas
infecciosas e obter melhores desfechos (37,38). N-acetilcisteina (NAC), medicacao

investigacional desse estudo, é um exemplo de terapia adjuvante no tratamento da TB.

1.6. Fisiopatogenia da tuberculose

Apos a inalagao de particulas infectantes, contendo bacilos vivos, esses passam
ao longo da traquéia, brénquios, bronquiolos e chegam aos alvéolos. Nas vias aéreas,
a mucosa respiratéria desencadeia a primeira linha de defesa. Os alvéolos sao
formados por células epiteliais do tipo | e Il, macrofagos, neutréfilos e células
dendriticas (39). Algumas destas células sdo capazes de realizar o processo de
fagocitose (ou endocitose), e por isso sdo chamadas de fagoécitos. Os macrofagos
alveolares sao importantes fagoécitos envolvidos na resposta imune inicial (ou inata) ao
Mtb. A fagocitose do bacilo envolve a participagao de diferentes receptores e quando

em ambiente intracelular, uma sequéncia de eventos é desencadeada resultando no



objetivo final que é a destruicdo do microrganismo. Dentre estes eventos, podemos
destacar. a fusdo do fagossomo com o lisossomo possibilitando que enzimas
proteoliticas em pH acido possam atuar sobre o microrganismo; producéo de produtos
quimicos com agao antimicrobiana como o peroxido de hidrogénio (intermediarios
reativos do oxigénio) e o 6xido nitrico (intermediarios reativos do nitrogénio), metais
toxicos como ferro, zinco e cobre; e morte celular por apoptose (40). O éxito na resposta
imune inicial dependera da capacidade microbicida dos fagécitos e da viruléncia da
cepa de Mtb (41).

As células dendriticas, apds a fagocitose do bacilo, migram do local da infecgéo
para o linfonodo mais proximo, onde apresentam os peptideos antigénicos do Mtb aos
linfocitos T auxiliares CD4*, através da expressao do receptor complexo de
histocompatibilidade (MHC) de classe Il (42). Esta interagdo celular representa a
ativagéo da resposta imune adquirida, o que faz com que os linfocitos migrem do tecido
linfonodal para o parénquima pulmonar, auxiliando os fagdcitos 14 presentes (43). Os
macrofagos também s&o células apresentadoras de antigenos, mas esse processo
ocorre no alvéolo pulmonar. O controle do Mtb depende principalmente do sucesso
dessa interagdo. O déficit de linfécitos T CD4* na Aids mostra a importancia destas
células no controle da TB. As ac¢des descritas sao requeridas para a producao de
citocinas, que sao proteinas com a fungao de modular a agao das células imunes. Elas
influenciam os linfécitos T CD4* naive a se diferenciarem em diferentes linhagens. A
interleucina-12 (IL-12) produzida por fagécitos, induz a linhagem Th1 e a produgéo de
interferon-gama (IFN-y), que é a principal citocina envolvida na resposta imune ao Mtb.
Outras células podem produzir IFN-y, mas sao esses linfécitos os principais produtores.
Ao contrario, a linhagem Th2 induzida pela producgao de IL-4, inibe a producéo de IFN-

Yy e consequentemente a ativagédo dos fagoécitos (41).

Quando a resposta imune Th1 predomina, ocorre a formagao de granulomas,
que séo células de defesa atuando conjuntamente na tentativa de conter a propagacao
dos bacilos, ja que ndo pode erradica-los, o que caracteriza a TB latente (44). Mediante

a sinalizagao celular adequada, os mondcitos se diferenciam em macréfagos, uma



etapa crucial na formagéo do granuloma e contencdo do Mtb (45). Na falha da vigilancia
imunoldgica, a doenga pode ser reativada e disseminada. Os bacilos tendem a se
concentrarem no centro do granuloma, que é frequentemente necrosado e contém
macrofagos rodeados por fibroblastos, neutrdfilos, células dendriticas e linfécitos. A
necrose € chamada de caseosa, do latim caseum, que significa queijo, pela
consisténcia macroscépica da necrose (46). Apesar do granuloma ter o intuito de conter
a propagacao do bacilo, alguns estudos sugerem que este ambiente de necrose

caseosa pode ser propicio para a multiplicagdo de Mtb (47).

A interferéncia nos mecanismos de defesa do hospedeiro € crucial para a
sobrevivéncia de Mtb no ambiente intracelular. Alguns bacilos sdo capazes de se
adaptarem a resposta imune, escapando das estratégias do hospedeiro (48). A inibicao
da fusdo do fagossomo com o lisossomo representa um dos principais mecanismos de
escape do bacilo a acdo das hidrolases lisossomais (49). O bloqueio permite aos
bacilos a sobrevivéncia intracelular e impede a apresentagdo de antigenos necessaria
para ativagao dos linfocitos (50). Outra forma de defesa do Mtb € poder neutralizar a
producdo de intermediarios reativos do oxigénio (51). Além destes mecanismos, uma
das taticas de evasao da resposta imune tardia € o estimulo da producgao de IL-10 pelos
linfocitos T CD4", tendendo a uma resposta do tipo Th2, em que a secre¢ao de IFN-y

€ inibida, favorecendo ao Mtb (52).

As diferentes manifestacdes da TB refletem o equilibrio entre os mecanismos de
defesa do Mtb e do hospedeiro (41). Em mais de 90% das pessoas infectadas, Mtb esta
contido na forma latente, permanecendo o individuo saudavel (53). Se a contengéo e
eliminacdo dos bacilos ndo forem suficientes, ha uma disseminacéo linfatica até o
linfonodo satélite, de onde podera haver uma disseminagcado hematogénica, causando

as diferentes formas extrapulmonares da TB (54).

1.6.1. O papel da glutationa e da N-acetilcisteina



A glutationa é um tripeptideo sintetizado por meio da adicdo sequencial de
cisteina ao acido glutamico, seguido pela adi¢édo de glicina (y-glutamilcisteinilglicina). O

grupo sulfidrila (-SH) da cisteina € o componente ativo (55).

COO-

[ Glicina

=0 Glutationa Acido
| glutémico
| Cisteina
HN N-Acetilcisteina
c=0 Glicina

| Acido glutamico Cistelna

Figura 1: Glutationa e seus precursores. Adaptado de Pietro Ghezzi, 2011 (55).

Esse tripeptideo esta presente na maioria das células do organismo humano e
desempenha diferentes fungdes, dentre elas a manutencao da viabilidade celular. Um
dos mecanismos utilizados para morte intracelular de microrganismos é a produgao de
substancias oxidantes como os intermediarios reativos do oxigénio e do nitrogénio.
Durante este processo é necessario também a sintese simultdnea de antioxidantes, a
fim de proteger as células do hospedeiro contra os efeitos toxicos desse mecanismo
bactericida. A glutationa € um dos mais importantes antioxidantes produzido pelo
hospedeiro. O desequilibrio entre substancias oxidantes e antioxidantes é denominado
estresse oxidativo, e leva a redugdo dos niveis de glutationa e seus precursores
(56,57). Tem sido descrita a agdo da glutationa na modulagdo do sistema imune,
particularmente nos linfécitos. Niveis baixos podem inibir as citocinas envolvidas na

resposta Th1 e induzir a apoptose dos linfécitos T CD4* (58,59).

Embora alguns outros antioxidantes como vitamina C e vitamina K possam
neutralizar diretamente os radicais livres, eles ndo repdéem a cisteina necessaria para

a sintese de glutationa (57). A administracdo de glutationa ndo é considerada eficaz
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devido a sua fraca biodisponibilidade e sua limitada capacidade de atravessar a
bicamada fosfolipidica de células. Do mesmo modo, a cisteina sofre rapida oxidacao

para o seu dissulfureto, cistina, que tem pobre solubilidade.

NAC teve seu primeiro beneficio relatado durante os anos 1960, quando mostrou
ser um agente mucolitico eficaz em individuos com fibrose cistica. Posteriormente, um
novo papel surgiu ao investigar seu potencial terapéutico na intoxicagdo por
acetaminofeno. A clivagem do grupo acetilo torna a cisteina disponivel para posterior
incorporagao na sintese da glutationa (figura 1), diminuida na lesdo hepatica causada
pelo acetaminofeno. Esse mecanismo faz com que NAC exergca um efeito antioxidante
indireto, o que despertou nos anos 1980 um interesse em estudar o efeito dela nas
doengas que cursam com estresse oxidativo (60). Diferentes linhas de pesquisa
abordaram o tema. O estudo PANTHEON prop6s NAC como composto adjunto no
tratamento da doenga pulmonar obstrutiva crénica (DPOC), a fim de evitar
exacerbagdes no quadro clinico do paciente, sendo seu uso preconizado a longo prazo

(por um ano), com doses diarias de 1.200 mg do composto (61).

TB e infeccdo por HIV também sdo doengas que cursam com um estimulo
inflamatdrio crénico, com constante formacao de radicais livres que, em excesso,
podem gerar o estresse oxidativo celular e sistémico. Os efeitos de NAC em ambas
populagdes séo estudados. Alguns autores mostraram que individuos com TB possuem
subniveis de glutationa (62-64). O mesmo ocorreu em um modelo de animais
infectados com o Mtb, sugerindo que o estresse oxidativo foi devido, em parte, a defesa
antioxidante pobre do hospedeiro. A suplementacdo de NAC diminuiu a carga
bacteriana no baco e a gravidade da necrose no pulmao (65). Também foi visto que

NAC é capaz de provocar melhora na resposta granulomatosa contra o Mtb (45).

O equilibrio entres as substancias oxidantes e antioxidantes desempenha um
papel critico na indugao da producao de IL-12, envolvida na resposta Th1 e sugere que
o uso de NAC pode ser util para um melhor controle imunoldgico da TB (66). IL-6 € uma

citocina proé-inflamatoria gerada em resposta a fatores que levam ao dano tecidual. A
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reducao dessa citocina foi vista quando utilizada NAC in vitro, sugerindo que isso possa

ajudar na regulacéo negativa de danos as células hospedeiras (45).

Beneficios adicionais da NAC em individuos com TB estdo relacionados ao
possivel efeito protetor hepatico as drogas anti-TB (67) e ao efeito antimicrobiano direto
demonstrado in vitro. O tratamento com NAC em culturas de Mtb reduziu a atividade
metabdlica bacteriana apds 5 dias de tratamento, ndo sendo constatada alteracéo
(aumento ou redugado) na carga bacteriana durante o periodo do experimento. Esses
achados sugerem que a NAC tenha agao bacteriostatica direta no crescimento do
bacilo (68). Embora a NAC ndo seja um antibidtico, ela possui propriedades
antimicrobianas e também tem sido testada em biofilmes bacterianos de patégenos

clinicamente relevantes (69).

Niveis diminuidos de glutationa foram relatados em pacientes com HIV em
glébulos vermelhos, células natural killer (NK), macréfagos e linfocitos T, e
correlacionam-se com o controle diminuido da infec¢ao por Mtb (70,71). Isso porque as
células NK e os macrofagos sdao componentes importantes no sistema imune inato, que
contribuem significativamente em individuos imunocomprometidos sem uma resposta
suficiente dos linfécitos T (72). Os baixos niveis de glutationa nos linfécitos T CD4*
guando comparados ao controle saudavel sdo restaurados apds suplementacgao in vivo
com NAC, favorecendo a producdo de citocinas envolvidas na resposta Th1. O
tratamento de células infectadas com o virus HIV com NAC diminuiu os niveis de IL-1,
fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a) e IL-6, e aumentou os niveis de INF-y (73).
Também observaram que a deplegao de glutationa em linfécitos esteve correlacionada
a niveis aumentados de TNF e radicais livres. O TNF € uma citocina pro-inflamatoria
associada a progressao do HIV e manutengdo do dano inflamatério (74). Espécies
reativas do oxigénio geradas no estresse oxidativo estdo envolvidas na ativagéo do
fator nuclear-kB que controla a transcricdo de genes para a replicagdo do HIV (75).
disso, o estresse oxidativo tem sido associado ao processo de envelhecimento por meio
de danos celulares e talvez seja uma explicagdo ao mecanismo pelo qual o HIV pode

levar ao envelhecimento prematuro (76).
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A incapacidade do sistema imune de individuos HIV em conter Mtb pode ser em
consequéncia dos baixos niveis de glutationa nos macrofagos (73). A restauragéo dos
niveis de glutationa reverteu a perda das fun¢des da imunidade inata, o que sugere um
novo mecanismo de controle de Mtb e um possivel complemento ao tratamento

antirretroviral (77).

Assim, a hipotese que pretendemos testar foi a de que NAC é uma medicagao
segura em pacientes com coinfeccdo TB/HIV, hospitalizados, por acreditar que s&o os
pacientes que mais poderiam se beneficiar da introducdo de mais uma opcéao
terapéutica, em funcao do seu risco aumentado de morte. Secundariamente, a eficacia
da terapia adjuvante com NAC foi avaliada, apesar no pequeno numero de pacientes

incluidos no estudo de seguranca.
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2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo primario

Avaliar seguranga e tolerabilidade da NAC como terapia coadjuvante no
tratamento da TB em individuos com HIV internados em instituicdo terciaria de
referéncia, na Amazoénia Brasileira.

2.2. Objetivos secundarios

2.2.1. Observar a taxa de conversao da baciloscopia e da cultura para micobactérias

nas primeiras oito semanas de uso da NAC;

2.2.2. Avaliar niveis de glutationa e o perfil de biomarcadores de ativagado imunologica

e inflamagao em individuos coinfectados TB/HIV, em uso ou ndo da NAC;

2.2.3. Comparar o padrao radiolégico nas primeiras oitos semanas de uso da NAC.
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3. METODOS

3.1. Descrigao do estudo

RIPENACTB foi um ensaio clinico unicéntrico, randomizado, de grupos

paralelos, aberto, ndo supervisionado, de fase Il.

3.2. Local do estudo

O estudo foi realizado na Fundacdo de Medicina Tropical Dr. Heitor Vieira
Dourado (FMT-HVD), localizada na Amazénia Ocidental Brasileira, na Cidade de
Manaus, capital do Estado do Amazonas. A FMT-HVD é uma instituicdo do Governo
do Estado do Amazonas, criada em 1974, sendo atualmente referéncia nacional e
internacional na assisténcia médica especializada, ensino e pesquisa em doencas
infecciosas e parasitarias. O complexo é dividido em unidade de internagao, unidade

ambulatorial, laboratérios de analises clinicas e geréncias de pesquisa.

3.3. Participantes

3.3.1. Critérios de elegibilidade

Pacientes internados na FMT-HVD, por decisao clinica, com:

e |dade maior ou igual 18 anos;

e Tuberculose pulmonar com teste rapido molecular para TB (TRM-TB) detectavel
e sensivel a rifampicina;

e Uso de esquema RIPE ha menos de 72 horas;

e Exame de HIV positivo;

e Previsdo de permanéncia hospitalar superior a vinte e quatro horas.



3.3.2.

3.3.3.

3.3.4.
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Critérios de nao-inclusao

Recusa em realizar o exame de HIV;
Gestantes, lactantes ou planos de engravidar durante o periodo do estudo;
TB extrapulmonar, sem acometimento pulmonar;

Nao ter condicdes de realizar a coleta de amostra respiratéria na visita DO, para

confirmag&o microbiolégica, mesmo que de forma induzida;
Alanina aminotransferase (ALT) basal maior que trés vezes a normalidade;
Uso de antibidticos da classe quinolona nos ultimos sete dias antes da inclusao;

Impossibilidade de acompanhamento clinico.

Critérios de exclusao

Cultura basal negativa para Mtb;
Mono, poli ou multirresisténcia ao Mtb, detectada no perfil de sensibilidade;

Necessidade de suspensdo do esquema RIPE, conforme decisdo da equipe

assistente ou do médico pesquisador;

Falta de adesao ao tratamento proposto por mais de sete dias consecutivos.

Calculo do tamanho da amostra

O objetivo principal desse estudo foi fornecer estimativas de seguranca e

tolerabilidade na populagao estudada. Heiko et al, mostrou que escolher mais de 150

eventos na fase Il parece ndo ser necessario, pois, o impacto nessas probabilidades

torna-se pequeno (78). Sendo um estudo de situagdo de desafio real, o tamanho de 50

individuos foi escolhido com base em demanda do centro, caracteristicas clinicas da

populagcdo estuda e viabilidade de execugdo dentro do tempo estimado de

recrutamento e acompanhamento.
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3.4. PROCEDIMENTOS DO ESTUDO

3.4.1. Recrutamento e alocagao do tratamento

O individuo potencialmente elegivel foi convidado a participar do estudo através
de TCLE aplicado por profissional designado. Na impossibilidade de entendimento, o
TCLE foi oferecido ao familiar mais proximo. Tendo consentido, os participantes
passaram por avaliagdo clinica e laboratorial. Em seguida, foram randomizados para
um dos grupos, na proporgao 1:1. A lista de randomizagéao foi gerada previamente ao
inicio do estudo, por computador, no formato de blocos, contendo cada um 25

participantes.

3.4.2. Procedimento de seguimento

3.4.21. Esquema das visitas

O protocolo RIPENACTB esta detalhado na tabela 1, sendo que na visita de

inclusdo (DO) foram aceitos os seguintes exames:

Beta-HCG (urina ou sangue): até sete dias;

e Hemograma, ureia, aspartato aminotrasferase (AST), ALT, bilirrubinas: até 24
horas;

e Teste rapido (ou sorologia) de HIV, hepatite B e C: até seis meses;

e Carga viral HIV e contagem de CD4+/CD8+: até seis meses;

e Radiografia de térax: até sete dias;

Durante a internacao e apds a alta hospitalar, os individuos foram acompanhados
pela equipe do estudo, que incluiu médico infectologista com experiéncia no manejo de
coinfectados TB/HIV. Em caso de auséncia, foi dada a tolerancia de sete dias uteis
para agendamento, caso contrario, foi considerado como impossibilidade de

acompanhamento. Visitas ndo programadas aconteceram conforme a indicagao
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meédica. Apos o término do tratamento da TB e dado o individuo como curado, ele foi
encaminhado ao ambulatério da FMT-HVD, para dar seguimento ao seu

acompanhamento com a equipe assistencial.

Tabela 1: Sumario da distribuicio das visitas e respectivos procedimentos realizados

Parametros DO | D7 | D14 | D28 | D42 | D56 | M4 | M6
Elegibilidade/TCLE X

Consulta médica X X X X X X X | X
Inicio NAC X

Término NAC X

Beta-HCG (urina) X

Creatinina sérica X

ALT/AST/Bilirrubinas X X X X X X
Hemograma X

Teste rapido HIV X

Teste rapido hepatite B X

Teste rapido hepatite C X

Carga viral HIV X X
CD4*/CD8* X X
Baciloscopia X X X X X X

TRM-TB* X

Cultura para micobactéria em X X X X X X

meios liquido e sdlido

Teste de sensibilidade X

Radiografia de toérax X X

Coleta de plasma EDTA**, soroe | X X X X X | X
PBMC*** para imunoensaios

*TRM-TB: teste rapido molecular para tuberculose
**EDTA: acido etilenodiamino tetra-acético;
***PBMC: peripheral blood mononuclear cells (células mononucleres do sangue

periférico).
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3.4.2.2. Coleta de registros e informagoes

Os dados clinicos e laboratoriais dos pacientes foram registrados em
documentos-fonte, no caso, o prontuario eletrénico (iDoctor®) de cada paciente, na
FMT-HVD.

3.4.2.3. Procedimentos laboratoriais

As amostras respiratorias foram submetidas a baciloscopia (BAAR), TRM-TB
(Xpert MTB/RIF®) e a cultura para micobactéria liquida (MGIT®) e sdlida (Loéwenstein-
Jensen). Foram coletadas amostras nas visitas DO, D7, D14, D28, D42 e D56, M4 e
M6. Elas foram processadas em até uma hora e rejeitadas se tivessem qualquer um
dos seguintes critérios: ndo possuir identificagdo ou estiver mal identificada; apresentar
vazamento; ou recipiente inapropriado. O teste de susceptibilidade antimicrobiana foi
feito na amostra basal, desde que tenha sido identificado Mtb. Toda equipe do
laboratério de TB foi cegada para o processamento das amostras. Na auséncia de
escarro espontaneo, foi feita a tentativa de escarro induzido. Durante o tratamento da
TB, pacientes que mesmo com a indugao nao tiveram producido de escarro, foram
considerados como n&o produtores de amostra respiratoria, o que foi julgado como um

desfecho clinico favoravel.

As amostras sanguineas destinadas a imunologia, hematologia e bioquimica
foram obtidas dos pacientes por puncio venosa, sendo coletados cerca de 15 mL de
sangue de cada paciente, durante as visitas do estudo. Os exames de hematologia e
bioquimica foram realizados no Laboratério de Analises Clinicas da FMT-HVD, por
meio de equipamentos automatizados (ABX PENTRA 60® e THERMO KONELAB 60%)
como parte do processo de avaliagdo de elegibilidade e avaliagdo de seguranca e
toxicidade da droga. A centrifugagéo e aliquotagem das amostras destinadas a analise
imunolégica foram realizadas no Laboratério de Imunologia da FMT-HVD e

posteriormente enviadas aos colaboradores, no Laboratério de Inflamagao e
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Biomarcadores da Fundagao Osvaldo Cruz, Salvador, Bahia, seguindo os regras da da

Associacéo de Transporte Aéreo Internacional (IATA).

Radiografias de térax postero-anterior e perfil (para pacientes que
deambulavam) ou anteroposterior (para pacientes acamados) foram feitas no setor de
radiologia da FMT-HVD, como parte de elegibilidade e avaliagdo do desfecho

radiolégico da TB.

3.5. INTERVENGOES

3.5.1. Tratamentos

Nas primeiras oito semanas, todos individuos receberam esquema RIPE (150
mg, 75 mg, 400 mg, 275 mg), com comprimidos de dose fixa combinados de acordo
com o peso, fornecidos por Farmanguinhos®, Rio de Janeiro, Brasil. O que diferiu entre
os grupos foi que no grupo NAC, além de esquema RIPE, os individuos receberam dois
comprimidos efervescentes, sabor limdo, contendo 600 mg de N-acetilcisteina
(Fluimucil®) cada, por oito semanas, baseado na mesma dose usada em um estudo
preliminar sobre o efeito do NAC na TB (79). Os comprimidos foram dissolvidos em 200
mL de agua antes da ingestdo e administrados via oral ou através do tubo nasoenteral,
de 12/12 horas.

ApOs oito semanas, ambos grupos deram inicio ao uso isolado de rifampicina
150 mg e isoniazida 75 mg (RI), com comprimidos de dose fixa combinados de acordo
com o peso, também fornecidos por Farmanguinhos®, Rio de Janeiro, Brasil. Esse
periodo foi chamado de fase de manutencgao e nao teve tempo pré-estabelecido, pois,
apesar de ter duracdo minima de quatro meses, poderia ser estendido conforme

indicagdo médica.

Tabela 2: Esquema de tratamento nos individuos do grupo controle
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Fase intensiva: 2 meses

20 - 35 kg

36 - 50 kg

> 50 kg

Rifampicina 150 mg + isoniazida 75
mg + pirazinamida 400 mg +
etambutol 275mg (comprimido em

dose fixa combinada)

2

comprimidos

3

comprimidos

4

comprimidos

Fase de manutencgao: cerca de 4 20 - 35kg 36 - 50 kg > 50 kg
meses
Rifampicina 150 mg + isoniazida 75 2 3 4

mg (comprimido em dose fixa

combinada)

comprimidos

comprimidos

comprimidos

Tabela 3 — Esquema de tratamento nos individuos do grupo NAC

Fase intensiva: 2 meses

20 - 35 kg

36 - 50 kg

> 50 kg

Rifampicina 150 mg + isoniazida 75
mg + pirazinamida 400 mg +
etambutol 275mg

(comprimido em dose fixa combinada)

2

comprimidos

3

comprimidos

4

comprimidos

N-acetilcisteina

(comprimido efervescente, sabor limao)

600mg de 12/12 horas

(independente do peso)

Fase de manutencgao: cerca de 4 20 - 35kg 36 - 50 kg > 50 kg
meses
Rifampicina 150 mg + isoniazida 75 mg 2 3 4

(comprimido em dose fixa combinada)

comprimidos

comprimidos

comprimidos
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3.5.2. Armazenamento e manuseio das medicagoes

Os medicamentos do estudo foram armazenados em local seguro e sob
condicbes fisicas adequadas. O acesso foi limitado ao pesquisador. A liberacao foi feita

durante as visitas, pelo médico infectologista, com registro no prontuario.

3.5.3. Aderéncia ao tratamento

Foram cobradas nas consultas médicas as embalagens dos medicamentos
dispensados e realizadas ligagbes telefénicas uma vez por semana com intuito de
enfatizar a adesdo ao tratamento. Enquanto os participantes estiveram internados foi

feito o tratamento diretamente observado.
3.5.4. Medicagoes concomitantes

Todas as medicacdes concomitantes recebidas durante o estudo foram
registradas em prontuario institucional. Ndo houve contraindicagc&o absoluta ou relativa
ao uso concomitante de nenhuma medicagao.
3.5.5. Tratamento apés o término do estudo

N&o houve estudo de extensdo planejado. Apds alcangada a cura de TB, os
individuos foram encaminhados ao ambulatério da FMT-HVD para dar continuidade ao
acompanhamento especializado.
3.5.6. Tratamento de superdose do medicamento em investigagao

Uma superdose para este estudo foi considerada como qualquer dose acima do

planejado. Até o momento ndo ha um antidoto especifico para NAC, mas n&o houve

ocorréncia de efeito adverso devido a superdosagem da NAC.
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3.6. INSTRUGOES DE SEGURANGA

A seguranca e a tolerabilidade dos tratamentos foram avaliadas a partir do
registro dos eventos adversos (EAs) e da classificagdo das avaliagdes laboratoriais e
dos sinais vitais. Para classificar a gravidade de todos os sintomas, achados do exame
fisico e resultados laboratoriais, foi utilizada a tabela para classificagdo da gravidade
dos eventos adversos em adultos, DAIDS, versao 2.0, 2014, uma ferramenta utilizada
com frequéncia em  ensaios clinicos com  HIV, disponivel em:
<https://rsc.niaid.nih.gov/sites/default/files/daids-ae-grading-table-v2-nov2014.pdf>
(80)

3.6.1. Definigées de Evento Adverso e Evento Adverso Sério

Foi considerado evento adverso (EA) qualquer ocorréncia médica ndo desejada
em um participante de estudo clinico a quem se administre um produto farmacéutico,
mesmo que essa ocorréncia nao necessariamente tenha relagcdo causal com o
tratamento. Foi considerado EA qualquer ocorréncia médica ndo desejada que, em

qualquer dose:

e Resultou em morte ou;

e Impbs risco a vida ou;

e EXxigiu a hospitalizagdo do paciente ou o prolongamento de uma hospitalizagéao
ja existente ou;

e Resultou em invalidez/incapacidade persistente ou significativa ou;

e Resultou em defeito de nascimento ou anomalia congénita ou;

e Constituiu um evento importante do ponto de vista clinico conforme julgamento

clinico.

3.6.2. Monitoramento dos eventos adversos
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Todos as alteragdes clinicas descritas em cada visita foram registradas como um
evento adverso, se incidentes ou agravadas durante o estudo, e se consideradas como

relacionadas ao medicamento do estudo.

3.7. DEFINIGAO DOS DESFECHOS ANALISADOS

3.7.1. Seguranga

3.7.1.1. Tolerabilidade clinica

Foram coletados dados sobre incidéncia e gravidade dos eventos adversos. Em
cada visita, o médico questionou ao paciente se ele apresentou qualquer evento

adverso desde a visita anterior.

3.7.1.2. Tolerabilidade biolégica do ponto de vista hepatico

Foram programadas as realiza¢des de avaliagdes bioquimica nas visitas DO, D7,
D14, D28, D42 e D56. Tais avaliacdes poderiam ser realizadas em qualquer outro dia

se 0 médico julgasse necessario para o cuidado do paciente.

A hepatotoxicidade foi definida como ALT e/ou AST maior que 3 vezes o limite
da normalidade, com a presenca de sintomas de hepatite ou maior que 5 vezes o limite
da normalidade, na auséncia desses sintomas; ou niveis totais de bilirrubina maior que
2 vezes o valor da normalidade, definicdo adaptada de (67). Os valores de referéncia
adotados foram 38 Ul/mL (AST), 44 Ul/mL (ALT) e 1,3 mg/dL (bilirrubina). Todos os

pacientes foram testados para hepatite B e C.

3.7.2. Efetividade

3.7.21. Conversao da cultura ou baciloscopia
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A conversdo da cultura ficou definida como a primeira amostra respiratéria
negativa em meio liquido (MGIT®) ou sélido (Léwenstein-Jensen), sem uma cultura
positiva subsequente. Também foram consideradas como conversdo -culturas
negativas seguidas por culturas contaminadas e a situagdo em que participante ndo
pudesse mais expectorar apds uma cultura negativa. A taxa de converséo da cultura
foi definida como o tempo decorrido desde a inclusdo até a primeira cultura negativa

(81). A mesma regra foi aplicada para a conversao da baciloscopia.

3.7.2.2. Padrao radiolégico

As radiografias de torax foram feitas em DO e na visita D56. A avaliagcado
comparativa foi realizada por um unico médico radiologista, cego para os grupos, que

avaliou os dois exames e os classificou em: (1) melhora ou sem alteragao, ou (2) piora.

3.8. ANALISE ESTATISTICA

Todas as analises foram realizadas de acordo com o principio da intencido de
tratar. O teste do Qui-quadrado de Person foi utilizado para comparar as variaveis
categoricas entre os grupos estudados. A analise de regressao logistica foi usada para
testar associagdes com os principais resultados do estudo, e foi representada por Odds
Ratio (OR) e respectivos intervalos de confianga de 95% (IC95%). Diferengas com valor
de p<0,05 foram consideradas estatisticamente significantes. Os niveis das citocinas
foram comparadas usando o teste de Kruskall-Wallis junto ao método de multiplas
comparagdes de Dunn (comparagédo de 3 ou mais grupos). Analises hierarquicas de
grupo utilizaram o método de Ward para a formulagdo de mapas de calor (heat maps)
com bootstrap de 100x dos dados para representar o perfil geral de expressdo dos
biomarcadores indicados nos grupos de estudo. Os dendogramas representam a
distancia Euclidiana. Todas as comparag¢des univariadas com valor de p<0,05 foram
consideradas estatisticamente significantes. O perfil das correlagdes entre os
biomarcadores nos diferentes grupos foi analisado por rede das matrizes de correlagao

de Spearman (com bootstrap de 100x). Nas analises indicadas, apenas correlagbes
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fortes, definidas aqui por valores de Spearman >0,6 ou <-0,6 e valor de p<0,05 apds o
ajuste para varias medidas, usando o método de Holm-Bonferroni, foram incluidas na
visualizacéo de rede. Em tais analises, marcadores que exibiam perfis de correlacbes
semelhantes, foram agrupadas com base na modularidade (82). Os dados coletados
foram digitados em planilha de Microsoft Excel® 2016 (Microsoft Corporation, Redmond,
Washington, EUA) e as andlises estatisticas foram realizada no Stata® 13.0, GraphPad
Prism 7® (GraphPad Software Inc., San Diego, Califérnia, EUA), e JMP 12.0 (SAS,
Cary, Carolina do Norte, EUA).

3.9. CONSIDERAGOES ETICAS

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da FMT-HVD,
sob o CAAE 60219916.5.0000.0005. Além disso, esta registrado na base
www.clinicaltrials.gov sob o numero identificador NCT03281226 e seguiu as normas do
Consolidated Standards of Reporting Trials (CONSORT). Os individuos elegiveis a
participar foram abordados pela enfermeira do estudo, que aplicou TCLE e explicou
todos os procedimentos do ensaio clinico, enfatizando a liberdade de decidir participar
e 0 n&o-prejuizo em sua assisténcia no caso de desisténcia. Antes do consentimento,

foi dada a oportunidade de retirar duvidas médicas com o médico infectologista.
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4. RESULTADOS

41. Artigo 1: submetido a revista PLoS ONE em 07 de agosto de 2019, estando

em processo de revisao por pares.
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Abstract

Despite the availability of effective antimicrobials, tuberculosis (TB) is still a serious
health threat. Mortality is even higher in people living with HIV who are diagnosed with
TB. New therapies are needed to shorten the time required to cure TB and decrease
fatality rates in this population. N-acetylcysteine (NAC) is a glutathione precursor and
has shown recently in experimental setting to present in vitro and in vivo anti-
mycobacterial activity. We test the hypothesis that NAC is safe, well tolerated and
secondarily efficacious as adjunctive anti-TB therapy in hospitalized individuals with
HIV-associated TB. Patients were enrolled sequentially in a tertiary care center, in the
Brazilian Amazon. We performed a randomized, parallel group, single-center, open
study trial of two arms, in hospitalized patients over 18 years of age, with
microbiologically confirmed pulmonary TB in HIV: one with rifampicin, isoniazid,
pyrazinamide and ethambutol at standard doses (Control Group), and a second in which
NAC 600 mg bid for eight weeks was added (NAC Group). A total of 21 and 18 patients
were enrolled to the Control Group and NAC Group, respectively. Adverse events were
not different. Trends in culture conversion at the end of 8 weeks was seen in the NAC
group. Our findings suggest that in the more critical population of hospitalized patients
with HIV-associated TB, the use of NAC is safe and seems to fasten culture conversion,

with potential impact on prognosis and transmission.

Keywords. tuberculosis; pulmonary tuberculosis; HIV; Aids; N-acetylcysteine
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Introduction

Worldwide, tuberculosis (TB) is one of the top 10 causes of death. Despite significant
efforts to control the disease, World Health Organization (WHO) estimates that 920,000
people living with HIV developed TB worldwide in 2017. Globally, the best estimate is
that 10.0 million people (range, 9.0-11.1 million) developed TB disease in 2017: 5.8
million men, 3.2 million women and 1.0 million children (83). Treatment scheme of TB
in people with HIV is the same as in HIV-negative patients. The recommended regimen
for drug-susceptible disease is a combination of Rifampicin, Isoniazid, Pyrazinamide,
Ethambutol (RIPE) for 2 months, followed by at least 4 months of rifampicin and
isoniazid (84). Although it is a curable and treatable disease, TB is the leading cause of
death (40%), admission to hospital (18%), and in-hospital death (25%) in people living

with HIV (PLWH) (31,85).

Glutathione (GSH) is the main nonprotein thiol responsible for cellular
homeostasis and maintenance of the cellular redox balance (86). HIV infection is
associated with increased oxidative stress (OS). Intracellular GSH levels in
macrophages of HIV individuals are compromised, contributing to the loss of innate
immune function observed in these patients and an increase in the growth of
Mycobacterium tuberculosis (Mtb) (87). Agents that assist in the restoration of GSH
levels in macrophages isolated from individuals with HIV infection promote better control
of Mtb (77). N-acetylcysteine (NAC), a GSH precursor, is an agent that restores GSH
levels. T lymphocytes derived from HIV infected individuals are deficient in GSH, and

this deficiency correlates with decreased levels of Th1 cytokines and enhanced growth
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of Mtb inside human macrophages (74). NAC was shown to tailor macrophages to
induce enhanced Th1 response that may be helpful to control TB (66).NAC is included
in the list of essential medicines of WHO (88). It is widely used in patients with a wide
range of respiratory diseases due to its mucolytic and anti-oxidant activities, making it
attractive as a potential chronic obstructive pulmonary disease therapy (89). NAC
potentially protects against anti-TB drug-induced hepatotoxicity in individuals with TB
without HIV (67). NAC treatment in Mtb-infected human macrophages resulted in a
decrease of oxidative stress and enhanced anti-mycobacterial activity (68). In a model
of Mtb infection of mice, NAC treatment resulted in diminished mycobacterial loads in

lungs (68), highlighting the therapeutic potential of this drug.

NAC as an adjuvant appears to be an effective agent in terms of early
bacteriological and radiological improvement in treatment of pulmonary TB (79).
However, to our knowledge, no evidence exists for patients with HIV-associated TB,
and especially in those more complicated cases requiring hospitalization. Such clinical
trial play innovative and strategic role in WHO New Global Elimination Tuberculosis

Strategy (Pillar Il research strategy) (90).

Methods

Study Design
RIPENACTB Study was an open-label, single center, randomized, phase Il trial to test
whether NAC-containing treatment regimen was as safe as the standard regimen for TB

treatment in hospitalized patients with HIV, besides exploring efficacy upon respiratory



31

sample culture conversion. The study was conducted at Fundag¢éo de Medicina Tropical
Dr Heitor Vieira Dourado (FMT-HVD), a tertiary care reference institution for coinfection
TB/HIV in Manaus, Western Brazilian Amazon, from December 2016 to April 2018. This
is a reference public institution for infectious diseases in the Amazonas State, with ~150
beds available for hospitalization and 7 intensive care unit (ICU) beds, where all cases

of TB/HIV coinfection are referred to.

Study Participants

Either gender 18 years or older patients with pulmonary TB diagnosed through positive
Xpert-MTB/RIF and hospitalized (at clinician’s discretion) for more than 24 hours, were
eligible to be included in the study. Patients without HIV, with extrapulmonary TB only,
unable to collect respiratory sample, pregnant and lactating women, exposed to
quinolones in the last 7 days, and in use of anti-TB drugs for more than 72 hours or in
use of anti-TB drugs as second line drugs were not included in the study. Enrolled
patients were subsequently excluded if their baseline culture failed to grow Mtb or grew

a strain of Mtb that was resistant to any anti-TB drug.

Randomization and Study Treatments

Patients were randomized into Control Group or NAC Group in a 1:1 ratio using a
computer-generated randomization table. The groups received standard anti-TB
treatment with RIPE (150 mg, 75 mg, 400 mg, 275 mg), fixed dose tablets combined
according to weight, for eight weeks. RIPE was supplied by Farmanguinhos®, Rio de

Janeiro, Brazil. In addition, NAC group received two effervescent tablets containing N-
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acetylcysteine (Fluimucil®) 600 mg bid, for eight weeks, following the same dose used
in a preliminary study on the effect of NAC on TB (79). Tablets were dissolved in water

before oral ingestion or administration though the nasoenteral tube.

Patients and involved infectious disease physicians were aware of the treatments,
except laboratory team, to whom the study was blinded. While hospitalized, all the
medication was administered in a supervised way by the nursing team. After discharge,
patients were asked to take anti-TB drugs accordingly, and NAC only until eight weeks
was completed. During every visit to the clinics, patients were requested to bring
medication packages for tablet counting, as a proxy of adherence. Adherence was
considered low when patients did not take the medication for more than seven

consecutive days. The study was registered at Clinicaltrials.gov.

(https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT03281226)

Study Procedures

All participants underwent a baseline clinical evaluation, which included physical
examination, sputum (spontaneous or induced whenever sputum production was
considered insufficient) or tracheal aspirate in unconscious patients, CD4* lymphocyte
count, viral load, aspartate aminotransferase (AST), alanine aminotransferase (ALT),
bilirubins, screening of concomitant drug exposures and chest radiograph. Safety
assessments were performed at baseline and weeks 1, 2, 4, 6 and 8. Additional exams

were solicited whenever needed.
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Respiratory samples were submitted to smear Ziehl-Nielsen staining technique,
Xpert-MTB/RIF for Mtb, and sown in liquid culture BACTEC MGIT™ 960 and solid
culture Lowenstein-Jensen. Xpert-MTB/RIF for Mtb, even being more expensive, was

used as inclusion criterion because of its higher sensitivity (91).

Study Outcomes
The primary endpoint was clinical and laboratorial safety, and tolerability. Radiology
alterations recovery, respiratory specimen culture conversion rate on liquid and solid

media at the end of eight weeks of treatment were secondary endpoints.

Definitions

Culture conversion and rate of culture conversion

We defined culture conversion as the first negative respiratory sample (sputum or
tracheal aspirate) cultures on liquid or solid media, without an intervening positive
culture. Negative cultures followed by contaminated cultures were also regarded as
culture conversion. Culture conversion was also defined as a case where the participant
could not expectorate after one negative sputum culture. The rate of culture conversion

was defined as the time elapsed from day 1 to the first negative culture (81).

Radiology assessment
Chest radiography was performed at baseline and week 8. Comparative assessment

was performed by a single specialist in radiology, blinded to the group of enroliment,
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which evaluated both exams and classified them as: (1) improvement or no change, or

(2) worsening.

Hepatotoxicity

Hepatotoxicity was defined as ALT and/or AST increased more than 3 times the upper
limit of normal range with the presence of hepatitis symptoms, or increased up to 5 times
the upper limit of normal range in the absence of symptoms or total levels of
bilirubinemia greater than twice the upper normal limit, as described elsewhere (67).
Reference values adopted were 38 Ul/mL (AST), 44 Ul/mL (ALT) and 1.3 mg/dL

(bilirubins). All patients were tested for HBsAg and anti-HCV.

Adverse events

Adverse events were graded according to the modified toxicity events criteria of the
National Institute of Allergy and Infectious Diseases, Division of AIDS (DAIDS) Table for
Grading the Severity of Adult and Pediatric Adverse Event (Corrected Version 2.1, July

2017) (80).

Statistical Analysis

All analyses were performed according to the intention-to-treat principle. Differences in
categorical variables were achieved through Pearson’s chi-squared tests. Logistic
regression analysis was used to test associations with the major outcomes of the study,
and was represented by odds ratio (OR) and respective 95% confidence intervals (Cl).
Differences with P-value<.05 were considered statistically significant. The statistical

analyses were performed using Stata 13.0.
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Results

Between December 2016 and April 2018, 162 participants were assessed for eligibility,
and 50 underwent randomization (Figure 1). Out of those, 21 were included in the
Control Group and 18 in the NAC Group. Demographic and clinical characteristics of
participants were similar between the study arms, except that more males were included
in the control arm (Table 1). Overall, most of the included patients had CD4+ lymphocyte

counts under 200 cells/mm3.

As per protocol, no patient in the NAC Group had low adherence to NAC. Table
2 shows similar types of adverse events seen in both groups, and table 3 shows the

similar grading. No patient was positive for HBV or HCV.

Figure 2 shows the major outcomes related to the efficacy of the NAC arm.
Despite no statistical significance, the figure depicts the trends of improvement in all

parameters, in special culture conversion at week 8, the major endpoint of the study.

Discussion

This trial conducted with TB/HIV coinfected hospitalized patients aimed to estimate

whether the use of NAC together with RIPE was safe, and secondarily improved

respiratory specimen culture conversion, in an exploratory analysis.
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Hospitalized patients, used here as a proxy of clinical severity, were the targeted
population because of their increased likelihood of evolving to death, and therefore,
more prone to adhere to adjunctive therapy. Non-severe HIV/TB patients are already in
use of many drugs simultaneously, and any adjunctive therapy would compromise
adherence if a major benefit is not clearly seen by the patient. Therefore, we believe
that adjunctive therapy in HIV/TB coinfection must be designed to give priority to more
complicated patients. That requests that safety and efficacy studies are performed in

this population since the very beginning of the evidence generation process.

For non-severe TB patients, NAC has been pursued as an adjunctive drug to
decrease hepatotoxicity, a problem that still persists in ~25% of patients, impacting
adherence to RIPE and TB cure, ultimately (92). The only clinical trial in which NAC was
concurrently used in pulmonary TB, NAC was significantly associated to faster sputum
negativity, improved radiological response, weight, serum glutathione peroxidase level,

and amelioration of the deregulated immune response (93).

In PLWH, up to 30% of the patients experience hepatotoxicity, HIV infection
apparently being one predisposing factor (94). However, not only hepatotoxicity is an
expected effect of NAC adjunctive therapy in this population, but also culture
conversion, used routinely as a marker of TB clinical recovery, which is critical in patients
with immune deficiency, and increased risk of death. To date, however, no proof of
concept study has been performed targeting this high-risk population of PLWH and TB

coinfection. The selected dose of NAC was chosen based on the lack of immunological
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effect in PLWH using 600 mg qd (95), and the promising dose of 600 mg bid in TB

patients (93).

Safety was the major outcome of interest in our study, considering that TB/HIV
hospitalized patients are a special group of subjects under enormous stress, with very
low CD4* lymphocyte counts, and in use of many drugs with potential interactions.
During the eight weeks in which NAC was used in one of the arms, adverse events were
seen in similar proportions in both arms, gastrointestinal events being the most frequent
(Table 2). When the total number of events and grading were assessed, no significant
findings were seen, evidencing that NAC adjunctive to RIPE is as safe as RIPE by itself
in coinfected patients. No trends in decrease of hepatotoxicity in patients using NAC
was seen, suggesting that oxidative stress only partially explains liver damage in these

patients in use of RIPE.

In figure 2, although no statistically significance was seen in the exploratory
endpoints of efficacy, most of the 95% confidence intervals favor the use of NAC, and
the culture conversion was almost significant (P-value=0.083), evidencing some clinical
benefit. This finding suggests that NAC may be a particularly useful therapeutic option
in TB/HIV co-infected patients, who are generally at greater risk for delayed respiratory
sample culture conversion with standard treatment. Moreover, shortening the time to
culture conversion is an important step towards reducing TB transmission, in special in

the hospital setting.
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Major limitation of the trial was the reduced sample size, which did not allow for
a more robust statistical analysis. However, the universe of eligible patients seen in such
a reference unit is not much bigger, and the whole study recruited patients over 16
months. A multicentric approach will certainly be needed in further phase lll studies. It
is also known that more males present HIV/TB coinfection in Brazil (96), but in this
randomized trial, table 1 shows that more males were enrolled in the Control Group,
what may be explained by chance and the small sample size. No clear bias was
considered. Noteworthy to say that results found here may not be extrapolated to non-
severe patients seen in the outpatient clinics. Likewise, results are not applicable to
multidrug-resistant Mtb (97), a condition in which adjunctive therapies are also needed.
Some patients were already hospitalized in the ICU during enrollment, and therefore,
ICU hospitalization as an endpoint had limitation in the analyses. Data from our group
show high early mortality rate amongst TB/HIV coinfected ICU patients. The factors
predictive of mortality in this population were invasive mechanical ventilation,
hypoalbuminemia, and severe immunosuppression (98). Indigenous population was
also excluded from the analysis, but represents a major burden of the disease in the

Brazilian Amazon (18,99).

As the use of NAC in the HIV/TB population seems promising in terms of safety
and efficacy, our results indicate that RIPE plus NAC regimen is suitable for a larger
phase Il trial. It is worth mentioning that NAC has a well-known safety profile safety,
even in much higher doses (100), is tolerable in pregnant women, is quite economically
affordable, and requests no major medical supervision during the administration of oral

presentations mostly flavored. During oral administration, deacetylation reaction of NAC
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happens while passing along the small intestine as well as liver, thus its bioavailability
is only 4-10% decreased (101). The ongoing TB-SEQUEL cohort study
(ClinicalTrials.gov Identifier: NCT03702738) aims to evaluate similar endpoints, using a
higher dose of 1,200 mg bid of NAC in patients with TB, with and without HIV coinfection.
Therefore, in the near future, more evidence will be generated to support the use of this
safe drug in coinfected patients, still a major contributor to mortality in developing

countries.
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Legends

Figure 1. Flowchart of eligible, randomized and enrolled patients in the study.

127 patients positive for Mib (Xpert-MTB/RIF) in the service were assessed for eligibity,
(Dec 16 to Apr 18)

77 were not included:
23 were HIV negative
35 were not hospitalized
8 had rifampici it Mth
1 used quinolone in the last 7 days
8 unable to be followed-up
2 were unable to produce sputum

I 50 underwent randomization |

25 were assigned to control group | | 25 were assigned to NAC group

7 were excluded:
3 did not have positive culture at baseline
3 had drug resi bereulosis detected
1 withdrawal of consent

4 were excluded:
" 2 did not have positive culturc at bascline —
2 had drug resistant tuberculosis detected

21 were included in the intention-to- 18 were included in the intention-to-
treat analysis treat analysis

Figure 2. Major outcomes and respective 95% confidence intervals.

Status and outcome Group no. (%) Odds Ratio (95%Cl) P- value

Week 8 negative culture  Control 7 (33.3) < 3.14 (.85-11.67) 083
NAC 11 (61.1)

Week 8 negative smear  Control 10 (47.6) -— 91 (.26-3.20) 882
NAC 9 (50.0)

Radiological response Control 4(30.8) ¢ 1.88 (.35-9.98) 461
NAC 5 (45.5)

Discharge at 14 days Control 10 (58.8) —_— 1.07 (.26 - 4.49) 925
NAC 8(57.1)

Death Control 4(191 —_—— 1.63 (.36 -7.33) 521
NAC 5 527.8

R 00 0123465678 9101112

40 60 80
Frequency (%) Odds ratio



Table 1. Baseline characteristics of patients enrolled in both groups.

Control Group

NAC Group

54

Characteristic (n=21) (n=18) P-value
n (%) n (%)

Male sex 19 (90.5) 10 (55.6) 013

Age group, in years 971

<25 4 (19.1) 4 (22.2)

25-34 6 (28.6) 4 (22.2)

35-45 8 (38.1) 7 (38.9)

>45 3 (14.3) 3(16.7)

CD4* lymphocyte count 336

<50 cells/mm3 6 (28.6) 9 (50)

50-199 cells/mm? 12 (57.1) 8 (44.4)

>200 cells/mm? 3 (14.3) 1 (5.6)

Viral load 873

< 400 copies/mL 5 (23.8) 4 (22.2)

401-3,000 copies/mL 1(4.8) 1(5.6)

3,001-10,000 copies/mL 1(4.8) 0 (0.0)

10,001-100,000

copies/mL 3 (14.3) 4 (22.2)

>100,000 copies/mL 11 (52.4) 9 (50)

Hemoglobin<8g/dL 4 (19.1) 5 (27.8) 519

Albumins2.7mg/dL 4 (19.1) 8 (44.5) 090

Time between TB .549

diagnosis and ART in

naive patients

< 2 weeks 5 (55.6) 4 (50)

2 weeks - 8 weeks 3 (33.3) 4 (50)

> 8 weeks 1(11.1) 0 (0.0)

Concurrent 173

opportunistic infection

No 16 (76.2) 10 (55.6)

Yes 5 (23.8) 8 (44.4)

Concurrent .718

extrapulmonary TB 14 (66.7) 11 (61.1)

Disseminated TB (22 520

sites) 3 (14.3) 4 (22.2)

Years since HIV .138

diagnosis

<1 year 15 (83.4) 13 (62)

>1 year 8 (38.1) 3 (16.7)
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enrollment w ) 20
ART: antiretroviral therapy
Table 2. Major adverse events seen in both groups.
Adverse event Con(t;c;lﬁ;oup NA(gﬁQ;up
Gastrointestinal disorders
Gastric fullness 0 1(5.5)
Dysphagia 0 2(11.1)
Nausea 1(4.7) 3 (16.6) NS
Vomiting 2 (9.5) 4 (22.2) NS
Hepatotoxicity 7 (33.3) 10 (55.5) NS
Respiratory disorders
Dyspnea 0 1(5.5)
Other disorders
Pyrosis 0 1(5.5)
Pruritus 0 1(5.5)
Rash 1(4.7) 0
NS: Non-Significant
Table 3. Grading of adverse events seen in both groups.
Control Group NAC Group
(n=21) (n=18)
Number Number of Number of Comparing
of participants Number participants number of
Adverse event events (%) of events (%) participants
No events 6 (28.6) 2(11.1) NS
Any event, except
death 33 13 (61.9) 41 14 (77.8) NS
Grade 1 15 10 (47.6) 18 12 (55.6) NS
Grade 2 10 7 (33.3) 12 7 (38.9) NS
Grade 3 4 3 (14.3) 10 5 (27.8) NS
Grade 4 4 2 (9.5) 1 1(5.6) NS
Death 4(19.1) 5 (27.8) NS

NS: Non-Significant
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4.2. Resultados adicionais

Esse estudo teve como objetivo secundario a dosagem dos niveis de glutationa
e de mediadores inflamatorios. Esse processo esta sendo realizado em parceria com o
Dr. Bruno Benzerril Andrade (ID Lattes: 5853710848006520) e equipe, no Laboratério

de Inflamacéo e Biomarcadores da Fundacdo Osvaldo Cruz, Salvador, Bahia.

Os resultados parciais ndo encontraram diferencas entre os medidores
inflamatdrios (figura 2). Foram feitas redes de correlagdes do tipo “spearman” e em
ambos os grupos nao foram encontradas correlagdes negativas. A NAC parece ter
afetado a relagdo entre os biomarcadores, com um boost inflamatério lido pelo aumento
da complexidade no D14 (figura 3), o que pode ter sido responsavel pela tendéncia de
negativagéo de cultura maior nesse grupo. Entretanto, torna-se necessario finalizar as
analises para concluir esse desfecho. O tratamento com NAC reduziu o estresse

oxidativo e aumentou os niveis de glutationa (figura 4).
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Figura 2: Alteragbes prospectivas em niveis de mediadores de inflamagdo em

pacientes com TB sob tratamento anti-TB, em uso de NAC (A) e sem NAC (B).
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Figura 3: Analise de rede das matrizes de correlagdo de biomarcadores em diferentes
pontos dos tratamento com e sem NAC.
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Figura 4: Medidas de peroxidagéo lipidica e glutationa.
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5. DISCUSSAO

Pacientes hospitalizados (entende-se como alguma gravidade clinica que levou
o médico assistente a indicar a internagéo) foram a populagao-alvo desse estudo por
terem maior chance de evoluir para obito e, portanto, acreditamos que fossem mais
propensos a se beneficiarem da intervencdo. Optamos por ndo incluir pacientes
tratados ambulatoriamente (n&o-graves), com a justificativa de que qualquer medicacéo
adicional a quem ja usa anti-TB, TARV e em alguns casos tratamento ou profilaxia de

doengas oportunistas, so seria valida se um grande beneficio fosse visto.

Para que uma terapia coadjuvante seja avaliada, estudos de segurancga e
eficacia sdo necessarios para o inicio do processo de geragdo de evidéncias. A
seguranca foi o principal desfecho de interesse, considerando que pacientes
hospitalizados com TB/HIV sdo um grupo especial de individuos com risco de interacao
medicamentosa. Os eventos adversos foram observados em proporgcées semelhantes
nos dois grupos. Nao houve diferenga estatistica quanto ao numero total de eventos e

suas graduagoes.

A hepatotoxicidade induzida por drogas anti-TB € uma das principais causas de
interrupcédo do tratamento durante o curso de tratamento da TB que causa
hospitalizagao (102). O risco relativo desse desfecho em individuos HIV é cerda de 4,
mas sobe para 14 quando o virus da hepatite C esta presente (103). A coinfeccdo com
o virus B e C ndo foi encontrada nesse estudo. A hepatotoxicidade geralmente ocorre
nos primeiros dois meses de tratamento, tempo pelo qual usamos NAC (104). Ao
contrario de alguns estudos feitos em murinos e individuos n&o HIV, ndo foi observado
no grupo NAC tendéncia em diminuir esse desfecho, sugerindo que o estresse oxidativo

deva explicar parcialmente o dano hepatico em coinfectados TB/HIV (67,105,106).

Esta em andamento o estudo TB-SEQUEL, com desfechos semelhantes, mas
com NAC na dose de 1.200 mg de 12/12h, em individuos HIV (CD4" >220 células).
(ClinicalTrials.gov Identifier: NCT03702738). No entanto, ndo ha ensaios clinicos
disponiveis com uso de NAC em pacientes internados com TB/HIV e, portanto, nenhum

comparador sera possivel. Porém, existem estudos de suporte que sugerem beneficios
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com uso de NAC. Um ensaio randomizado, placebo-controlado e duplo cego, feito com
48 pacientes com TB (ndo foi descrito se HIV positivos ou ndo), utilizou 1.200 mg de
NAC, por dois meses, e observou melhora radiolégica (redugao do infiltrado pulmonar
e do tamanho da cavitagdo) em 87,5% no grupo NAC em comparagédo a 33,3% no
grupo placebo. Também foi vista conversao precoce da baciloscopia no grupo NAC
(95,8%) comparada ao grupo controle (58,3%), ao final de 3 semanas (93). Os autores
sugerem que a influéncia sobre a baciloscopia possa ter sido alcangada pelo aumento
dos niveis de glutationa, que pode ter tido efeito direito no bacilo ou diminuido o
estresse oxidativo favorecendo uma resposta Th1, uma justificativa plausivel ja que em
outro estudo, a adicdo de NAC a cultura de neutrdfilos infectados com Mtb elevou os
nives de glutationa e causou a morte do bacilo (71). Outros achados interessantes
foram o aumento de peso e melhor reagéo a prova tuberculinica no grupo NAC, dois

desfechos que ndo foram feitos em nosso estudo (93).

Nao encontramos diferengas estatisticamente significativas nos desfechos de
eficacia, embora a maioria dos intervalos de confianga de 95% favorecem o uso de
NAC, em especial, a conversdo da cultura, com de p=0,083. Esse € o unico estudo com
coinfectados TB/HIV que utiliza o exame padrao-ouro na cura microbiolégica da TB,
que € a cultura para micobactérias. Em relacdo a tendéncia favoravel ao obito,
acreditamos que isso possa ser explicado pelo maior numero de pacientes com

infecgcbes oportunistas, hipoalbuminemia e CD4 abaixo de 50 células, no grupo NAC.

Nés mostramos que a NAC reduz o extresse oxidativo e aumenta os niveis de
glutationa (figura 4). A glutationa € um antioxidante que desempenha um importante
papel no aprimoramento das fungdes imunoldgicas. Pessoas com HIV tem niveis mais
baixos de glutationa no plasma, liquido epitelial do revestimento pulmonar, células
mononucleares do sangue periférico e outras células sanguineas (107-110). Essa
diminuicdo de glutationa em células mononucleares esta associada a um pior
prognostico. Herzenberg et al. mostraram que os niveis de glutationa sdo menores em
individuos com CD4+ abaixo de 220 células e que isso prever uma diminui¢do na
sobrevida. A probabilidade de sobreviver de 2 a 3 anos aumenta a medida que os niveis

de glutationa se aproximam do normal (111).
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A interagao entre Mtb e células granulomatosas do sistema imunoldgico inato e
adaptativo resulta na secrecdo constante de citocinas, mais notavelmente, fator de
TNF-a, -10, IL-6, IL-2, IL-12 e IFN-y (112,113). A NAC regula de maneira positiva a
producdo de citocinas pré inflamatérias e diminui a regulagcdo de citocinas anti-
inflamatadrias. Viora et al, demostrou que a NAC regula positivamente a secrecgéo de IL-
1B, IL-2, IL-12 e IL-15 (114). Niveis elevados de IL-10 durante o curso do HIV podem
contribuir para supressao imunoldgica, favorecendo infecgdes oportunistas, entre elas
a TB. A IL-10 é produzida por macrofagos infectados com Mtb e o tratamento com NAC
diminuiu os niveis dessa citocina (73). N6s ndo observados diferengas entre os
biomarcadores inflamatdrios (figura 2), mas na rede de correlagdes (figura 3), a NAC
parece ter afetado as relacdes entre eles, influenciando no ambiente inflamatorio e
talvez contribuido para a tendéncia da negativagcdo da cultura. Mais analises s&o

necessarias.

A principal limitagdo do estudo foi o tamanho reduzido da amostra, com perda
do poder estatistico, o que ndo permitiu uma analise mais robusta. No entanto, o
universo de pacientes elegiveis atendidos em uma unidade de referéncia ndo € muito
maior e o estudo todo recrutou por 16 meses. Ainda que pequena, acreditamos que
essa seja uma amostra peculiar, devido ao perfil dos individuos incluidos, que foram
em sua maioria pacientes com imunossupressao grave. Mais homens foram registrados
no grupo controle, o que pode ser explicado pelo acaso, pequeno tamanho da amostra
ou pelo fato desse sexo apresentar mais coinfeccdo TB/HIV no mundo e no Brasil
(96,116).

NAC é um medicamento aprovado pelo Food and Drug Administration (FDA) e
pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA). E uma droga estudada em
diferentes linhas de pesquisa e uma dose padrao ainda no foi bem estabelecida. Ainda
que tenhamos utilizado a mesma dose feita em estudos anteriores, isso € um assunto
ainda a ser definido. Utilizamos 600 mg de 12/12 horas, mas ha autores que utilizaram
em individuos HIV nao coinfectados com TB, de 800 mg/dia a 8.000 mg/dia, sem que
isso tenha aumentado os efeitos colaterais (100). Treitinger et al, criticou a dose de

600mg/dia, pois os pacientes HIV positivos ndo recuperaram os niveis de cisteina e
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glutationa, talvez devido a baixa disponibilidade de NAC, por dose insuficiente ou
porque a dose foi tomada apenas uma vez ao dia (95). O fato de ndo ter sido dosado

os niveis séricos da NAC é uma outra limitacdo do nosso estudo.

Nossos achados sugerem que NAC possa ser uma opgao terapéutica util em
pacientes graves, coinfectados TB/HIV, que apresentam risco de atraso na conversao
da cultura com o tratamento padrdo, retardando a cura microbiologica (115). Além
disso, acelerar o tempo de conversao da cultura € um passo importante para reduzir a
carga bacilifera e, portanto, a transmissdo da TB, especialmente no ambiente
hospitalar, local em que esses doentes costumam permanecer internados e nao raro
com limitagdes de recursos de biosseguranga. Apesar de ter sido um ensaio clinico
aberto e sem supervisdo, nenhum viés claro foi considerado pela equipe, mas uma

abordagem multicéntrica fase Il € necessaria.
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6. CONCLUSAO

Apesar de ser uma doenca potencialmente curavel, TB continua sendo um
problema de saude publica mundial e atualmente é a doenca infecciosa que mais mata
no mundo. O tratamento padrdo ainda que eficaz, enfrenta grandes barreiras para
alcancgar resultados melhores. A terapia adjuvante no tratamento da TB oferece uma
nova estratégia que inclui a ativagdo de mecanismos de defesa ou a melhoria de danos
aos tecidos, mas as evidéncias de ensaios clinicos randomizados ainda sdo escassas,
motivo pelo qual esse estudo tem relevancia. A NAC parece ser promissora, quando
mostra tendéncia favoravel na seguranga e em desfechos exploratérios de eficacia,
mas precisa de evidéncias mais robustas para que atinja pessoas que de fato irdo se
beneficiar. Mostramos que n&o houve diferenga entre os grupos de coinfectados
TB/HIV, quanto a segurangca e a tolerabilidade. Sendo essa populagdo a mais
vulneravel a adquirir e morrer por TB, acreditamos que os achados desse estudo

possam ser particularmente uteis para encorajar um ensaio fase Ill.
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8. ANEXOS

8.1. Termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE)

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)

Introducgao:

Vocé esta sendo convidado (a) a participar deste projeto porque tem suspeita de
tuberculose no ou porque recebeu esse diagndstico recentemente. A tuberculose é
causada por uma bactéria, tem cura, mas também pode ter complicagdes e, até
mesmo, levar a morte se nédo diagnosticada rapidamente e tratada corretamente. Os
sintomas da tuberculose séo tosse seca ou com catarro ha mais de duas semanas,
febre, suor a noite mesmo com ar-condicionado ou ventilador, emagrecimento,
cansaco, dor no peito e falta de ar. Por isso, todas as pessoas com esses sintomas

devem investigar se estdo ou ndo com tuberculose.

Para descobrir, € necessario examinar o catarro produzido pelos pulmdes. Para fazer
esse exame, é preciso escarrar em um pote, fornecido pelo hospital, e depois entrega-
lo no laboratério para que o técnico analise esse catarro no microscépio para ver se

tem ou ndo a bactéria da tuberculose

Descrigdo sumaria do projeto:

Este projeto visa estudar a melhor e mais rapida maneira de diagnosticar a tuberculose
por meio da coleta de catarro mais indicada para cada individuo e também estudar o

tratamento de pessoas que estdo em uso de medicamentos contra a tuberculose.

Queremos, dentre outras coisas produzir um sistema de pontuagao, chamado escore,
ele é realizado através de um questionario, perguntando seus sintomas e

caracteristicas sociais, além de avaliar seus exames de catarro, sangue, urina e
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imagem. Um dos escores € para ajudar no diagndstico e o outro para ajudar a decidir

se o0 paciente com tuberculose € mais grave ou nao.

Poderao participar deste estudo todos os pacientes abordados na Fundacido de
Medicina Tropical Doutor Heitor Vieira Dourado (FMT-HVD), seja ele, internado nas
enfermarias, unidade de terapia intensiva (UTI) adulto ou em atendimento ambulatorial.
Quando o paciente sozinho nédo puder decidir sua participagdo nesse projeto por
alguma limitagédo de saude, um familiar podera autorizar. Dependendo do método mais
adequado a vocé, a secrecado do pulmao (catarro) sera coletada mais de uma vez, ao
longo do seu tratamento.

Algumas pessoas nao conseguem produzir o catarro para o exame de laboratorio e
precisam de alguma ajuda. Caso vocé aceite participar, temos alguns métodos

diferentes para ajudar:

Escarro induzido é uma inalagao feita em jejum por pelo menos 2 horas. Essa inalagéo
fara soltar o catarro das paredes do seu pulmao e fara vocé ter vontade de tossir e

assim colocar o catarro para fora.

Mini BAL e aspirado traqueal sdo usados nos pacientes que estdao na UTl e com um
tubo na boca, a diferenca entre elas € que uma sera realizada com soro e a outra n3o.
Sera colocado uma sonda dentro do tubo que fica na boca, esta sonda sera ligada a
um sistema de sucgéo e quando essa sonda chegar ao pulmao ira sugar o catarro para
dentro de um frasco coletor, sera retirado nesse procedimento a quantidade igual ou
superior a meia colher de cha. Sera colocado em um frasco e os dois materiais serdao

encaminhados ao laboratério.

String test usa a secre¢ado do estdbmago para confirmar a presenga ou auséncia da
tuberculose. Para realizar esse exame vocé passara a noite em jejum, ao amanhecer,
daremos a vocé uma capsula enrolada com um fio de nylon para engolir, esta capsula

descera até seu estdbmago e o fio ficara preso no canto de sua boca com uma fita, vocé
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devera permanecer com a capsula por uma hora, apds esse tempo, a capsula tera sido

desfeita restando apenas o fio que sera puxado pela sua boca.

O seu tratamento contra a tuberculose sera com quatro remédios, chamados de
rifampicina, isoniazida, pirazinamida e etambutol. Para facilitar, chamamos esse
esquema de RIPE usando as letras iniciais de cada um. Vocé tomara o esquema RIPE
por dois meses, depois, na mudanga do segundo para o terceiro més, havera uma troca
e vocé seguira o tratamento apenas com dois remédios, rifampicina e isoniazida que,

para facilitar, chamamos de RI.

Esses remédios serdo tomados uma vez ao dia, em jejum ou duas horas apds o seu
café da manha. O numero de comprimidos dependera do seu peso, sendo ho maximo
quatro comprimidos. Essas medicagdes e o tempo de tratamento (no minimo seis
meses) é igualzinho o que recomenda o Ministério da Saude. Ou seja, participando ou
nao desse estudo, o tratamento da tuberculose sera feito da mesma forma como ocorre

em todo o Brasil.

Queremos ajudar a definir melhor as dosagens do tratamento contra a tuberculose,
talvez algumas pessoas precisem de mais ou de menos remédio para tratar a doenca.
E importante lembrar que remédio de mais pode causar efeitos adversos, prejudicando
orgdos como rim, figado e coracéo e, remédio de menos ndo mata a bactéria,
impedindo o paciente de melhorar. Por isso, vocé podera ser convidado a avaliar
quanto do remédio que pode tomar e se ele esta indo, de verdade, para o seu sangue.
Para isso serdo realizadas dezesseis coletas de sangue ao longo de quatro dias. Mas,
nao se preocupe, vocé nao recebera agulhadas o tempo todo. Essas coletas serdo
realizadas através de um acesso na sua veia, como ja € realizado no dia-a-dia da

internacgao, seja na UTI ou enfermarias.

Vocé também podera ser convidado a associar um novo remédio para ajudar no seu
tratamento. Sera associado a esse tratamento da tuberculose um medicamento

chamado Fluimucil®, que ja é usado e recomendado para outras doengas no pulmao e
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pode ajudar no tratamento da tuberculose, matando a bactéria mais rapido e
protegendo o seu figado. O comprimido do Fluimucil® é efervescente, ao coloca-lo em
um copo de agua ele ira se dissolver. E preciso toméa-lo de manha e a noite, por dois
meses. Ele tem um gostinho de limdo. Ndo sdo todos os pacientes que usardo essa
outra medicagao porque para tentar provar o beneficio dela, algumas pessoas irdo usar

e outras nao.

A sua participacao neste estudo:

Se concordar em participar deste estudo, para que o seu tratamento funcione e vocé
receba o diagndstico de cura, vocé deve comparecer a todas as consultas agendadas,
tomar corretamente todos os medicamentos que foram prescritos, além de realizar os
exames complementares solicitados. Importante ressaltar que nenhuma medicacao,

bem como nenhum exame, feito dentro deste projeto, gerara custo a vocé.

Além disso, se vocé for mulher e tiver potencial para engravidar, nés solicitaremos que
vocé fornega urina para fazermos um teste de gravidez no inicio do estudo.
Solicitaremos que vocé faca o teste nas demais visitas apenas se houver suspeita de
gravidez. Vocé ndo podera participar ou continuar no estudo se estiver gravida ou

amamentando.

Riscos e desconfortos:

A coleta de amostras de sangue pode resultar em uma pequena dor ou vermelhidao
associada com o uso da agulha. Todo o material usado sera novo, estéril e descartavel.
A coleta das formas alternativas e habituais de catarro podem causar algum
desconforto, como citado anteriormente, no entanto, sdo essenciais para o diagnéstico
da tuberculose e que de forma geral € bem tolerado. Todos os procedimentos serdo
realizados em local apropriado e vocé sera orientado (a) sobre como e onde obter as

amostras. Caso haja alguma duvida ou se vocé se sentir constrangido (a) com as
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coletas, podera pedir ajuda a equipe do estudo que tentara minimizar ao maximo o seu

desconforto.

O mini bal e o aspirado traqueal podem provocar queda de oxigénio, aumento ou
diminuicdo dos batimentos cardiacos ou da pressao arterial, lesdo na mucosa do
pulmdo com possiveis sangramentos e estreitamento temporario da passagem do ar
para os pulmdes. Caso acontegca alguma intercorréncia durante ou apds o
procedimento a equipe multiprofissional dessa unidade atendera prontamente com as

medidas protocoladas para a resolu¢ao do ocorrido.

Beneficios:

Vocé tera uma assisténcia integral durante a sua participagéo no projeto e ao mesmo
tempo podera contribuir para melhorar o conhecimento sobre o processo de

diagndstico, adoecimento, gravidade e cura da tuberculose no futuro.

Custos:

Ndo ha nenhum custo para vocé. Além disso, deve ficar claro que nao havera
remuneragao direta associada a sua participagéo. Entretanto, caso ocorra algum dano
permanente devido a sua participacado vocé tera direito a indenizacdo, sem contar a

garantia de assisténcia médica durante todo o periodo do projeto.

Uso do Material Coletado, Dados e Confidencialidade:

Todo material coletado sera mantido em local seguro. As suas informagdes
demograficas (exemplos: idade, sexo, onde nasceu, e outras perguntas) e informagdes
clinicas, obtidas durante o estudo através de entrevista, serdo utilizadas para analise
deste estudo e serdo armazenadas em um sistema de dados onde somente pessoas
autorizadas terdo acesso. Nenhuma das suas informagdes pessoais sera fornecida e

sua confidencialidade sera mantida.
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Vocé tem direito de saber os resultados obtidos com a utilizagdo do seu material e a
receber orientagdes quanto as consequéncias destes resultados, caso haja alguma.
Para isso vocé podera contatar o (a) pesquisador responsavel pelo estudo através do
e-mail no fim deste documento.

Vocé podera retirar o seu consentimento (desistir de participar do estudo) a qualquer
tempo, sem nenhum prejuizo para vocé ou seu tratamento. Para isso, vocé devera
formalizar sua desisténcia através de um documento assinado e datado por vocé ou
por seu familiar. A desisténcia sera valida a partir desta data e nés destruiremos todo

o0 seu material coletado.

Participacao voluntaria:

Vocé pode participar ou nao deste estudo. A sua participagao € voluntaria, cabe a vocé
decidir se quer ou nao participar. Nao estamos oferecendo nada em troca pela sua
participacdo. Caso aceite, vocé pode desistir de participar a qualquer momento
retirando o seu consentimento, sem nenhum prejuizo para vocé ou seu tratamento. Seu
familiar e/ ou vocé nao precisa explicar porque nao quer mais participar, deve apenas

comunicar a equipe do estudo.

Caso vocé tenha lido e entendido as informacdes neste termo de consentimento — ou
elas tenham sido lidas para vocé — e caso concorde ou autorize o seu familiar em
participar voluntariamente deste estudo. Caso nao tenha entendido muito bem, pode
ficar a vontade para esclarecer qualquer duvida, tome o tempo necessario para fazer
as perguntas que vocé quiser. A equipe do estudo explicara qualquer palavra ou

informagao que vocé nao entenda claramente.

Duas vias originais desse TCLE serdo assinadas por vocé e pelo pesquisador, uma
ficara com vocé e a outra com a equipe do estudo. Ao assinar este documento, vocé

nao abrirA mdo de nenhum direito legal. Sera também necessario que vocé e o
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pesquisador rubriquem todas as paginas, assegurando que todas foram lidas, o que

garante ainda mais a sua protegao.

Retirado do estudo:

A sua participacdo neste estudo serd interrompida caso vocé ndo siga oOs
procedimentos do projeto, se, na opinido do responsavel do estudo, for o melhor para
vocé, se o CEP decidir encerrar o estudo ou se vocé preencher os critérios de exclusao

do projeto.

Questoes:

Marcelo Cordeiro dos Santos, Pesquisador responsavel.

Fundacao de Medicina Tropical - Dr. Heitor Vieira Dourado. Geréncia de Tuberculose.
Avenida Pedro Teixeira, numero 25, bairro Dom Pedro.

E-mail: marcelocordeiro.br@gmail.com

Para emergéncias, telefones: Amanda Lia (92) 9 9322 7121, Cynthia Neves (92) 9 9116
4437, Izabella Safe (92) 9 9498 8610.

Comité de Etica em Pesquisa (CEP)

Av. Pedro Teixeira, numero 25, bairro Dom Pedro.

Horario de funcionamento: Segunda a sexta-feira, 08:00h as 14:00h.
E-mail: cep@fmt.am.gov.br

Telefone: (92) 2127-3572.

/ /
Nome do participante (letra legivel) ou digital (para analfabeto Data
ou impossibilitado de assinar no momento)
Assinatura do participante Hora




Nome do representante legal (letra legivel/ se aplicavel)

Data
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Assinatura do representante legal

Hora

/
Nome da testemunha imparcial (letra legivel/ se aplicavel) Data
Assinatura da testemunha imparcial Hora
/
Nome do profissional que aplicou o termo (letra legivel) Data
Assinatura do profissional que aplicou o termo Hora
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Carta de aceite do Comité de Etica em Pesquisa (CEP)

—

AAE: 60219916.5.0000.0005, que tem

r. Marcelo Cordeiro dos

Santos, a Instituiggo
fagso de Medicina Tropical Heitor Vieira Dourado-FMT-HVD e o

olegiado do Comité de Etica em Pesquisa da Fundagdo de Medicina Tropical
outor Heitor Vieira Dourado - CEP/FMT-HVD.

5 Manaus, 24 de setembro de 2019.
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¥ Fundagéo de Medicina Tropical " ra Dourado",
~ Av. Pedro Teixeira, 25 - D. Pedro - Manaus - AM
" Fone (+55)92 2127:3572, sep@fit.am.gov.br
] Prof Dr* e Martins
Comité de Efica em Pesquisa
FMT-HVD.
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