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RESUMO

O diagndstico de tuberculose latente (TBIL) em pacientes com artrite
reumatoide (AR) ganhou especial importancia com o advento do uso dos agentes anti
necrose tumoral (anti-TNF-a) e o surgimento de casos de tuberculose ativa nesses
pacientes. A prova tuberculinica (PT), teste utilizado hd mais de um século no
diagnostico de TBIL, apresenta valor limitado entre os pacientes com AR. Novos
exames que se baseiam na producdo e liberacdo de interferon-gamma (IFN-y) vém
sendo estudados, mas ainda ndo tém seu papel bem estabelecido neste grupo de
pacientes. No presente trabalho é realizada uma revisao sobre o uso dos anti-TNF-o e
seu papel no desenvolvimento da tuberculose, a utilizacdo da PT para o diagndstico de
TBIL nos pacientes com AR e 0s novos testes para o diagnéstico de TBIL ilustrado com
um caso de uma paciente que desenvolveu tuberculose ap6s o inicio do uso do anti-
TNF-a. Segue-se um estudo de comparagdo do diagnostico de TBIL em um grupo de
pacientes com AR através da resposta imune celular, frente a prova tuberculinica,
T.SPOT-TB e medida da producao de IFN-y pela citometria de fluxo ap6s estimulo com
Hspx e através de alteracdes tomograficas compativeis com TBIL. Observou-se que a
resposta a PT foi menor nos pacientes com AR (13,5%) do que a resposta esperada para
populacdo geral. Observou-se ainda que o T.SPOT-TB identificou um maior nimero de
pacientes com TBIL em relacdo a PT (36,8%). A producdo de IFN-y em resposta ao
Hspx ndo foi estatisticamente diferente entre os grupos considerados como TBIL (PT
e/ou T.SPOT-TB positivos) ou NAO TBIL (PT e T.SPOT-TB negativos). E, finalmente,
a tomografia computadorizada de alta resolucéo apresentou alteragdes compativeis com
TBIL em 52,9% dos pacientes estudados, inclusive entre oito dos onze pacientes com
PT e T.SPOT-TB negativos. Conclusdo: A PT isoladamente é insuficiente para o
diagnostico de TBIL. O T.SPOT TB apresentou maior numero de resultados positivos
em relacdo a PT mas foi negativo em grande porcentagem de pacientes com alteracdes
tomogréaficas bastante sugestivas de TBIL. A TCAR é um exame acessivel na maior
parte dos grandes centros e deve ser incorporada na estratégia diagndstica de TBIL em

pacientes com AR.



ABSTRACT

The diagnosis of latent tuberculosis (TBIL) in patients with rheumatoid arthritis
(RA) has got special importance with the advent of anti tumor necrosis factor (anti-
TNF-a) and the arise of cases of active tuberculosis in these patients. The tuberculin
skin test (TST) is a test used for more than a century on the diagnosis of TBIL but has
limited value in patients with RA. New tests that are based on the production and
release of interferon-gamma (IFN-y) have been studied but its role has not yet been well
established in this group of patients. This paper shows a review about the use of anti-
TNF-o and its role on the development of tuberculosis, the use of the TST for the
diagnosis of TBIL in patients with RA and new tests for diagnosis of TBIL. The review
is illustrated with a case of a patient who developed tuberculosis after starting the use
of anti-TNF-a. In the sequence, a study comparing the diagnostic TBIL in a group of
RA patients by cellular immune response, compared to TST, T.SPOT-TB and
measurement of IFN-y by flow cytometry after stimulation with Hspx and through
computed tomography changes consistent with TBIL. It was observed that the response
to TST was lower in RA patients (13.5%) than the expected response to the general
population. We also observed that the T.SPOT-TB identified a greater number of
patients with TBIL compared to PT (36.8%). The IFN-y in response to Hspx was not
statistically different among the groups considered TBIL (TST and / or T.SPOT-TB
positives) or NO TBIL (TST and T.SPOT-TB negatives). Finally, HRCT showed
changes consistent with TBIL in 52.9% of patients, including eight of the eleven
patients with TST and T.SPOT TB negatives. Conclusion: The TST alone is not
appropriate for the diagnosis of TBIL. The T SPOT TB showed a higher number of
positives results compared to TST but was negative in a large percentage of patients
with CT changes highly suggestive of TBIL. HRCT is accessible in most major centers

and should be incorporated in the diagnostic strategy of TBIL in patients with RA.



1 INTRODUCAO / REVISAO DA LITERATURA

A tuberculose (TB) continua sendo um problema mundial de satde publica, que
afeta predominantemente a faixa economicamente ativa da populacdo. Apesar de uma
pequena redugéo da incidéncia em todo mundo, o aumento absoluto da populagéo fez a
incidéncia estimada mundial aumentar de 9,3 milhdes de casos em 2007 para 9,4
milhGes em 2008, com uma prevaléncia mundial estimada em 11,1 milhdes de casos
(164cas0s/100.000 pessoas). A maioria dos casos é proveniente da Asia e Africa.
Apesar de o Brasil ser ainda um dos 22 paises responsaveis por 90% dos casos de TB no
mundo, até o ano de 2007, ocorreu em nosso pais uma queda de 26% na incidéncia e de
32% na mortalidade por tuberculose (WHO 2009). Em 2007 foram notificados mais de
87 mil casos no Brasil, 756 casos novos em Goiads e 195 em Goiania (Ministério da
Saude, DATASUS 2009).

Vérias diretrizes vém sendo divulgadas por érgdos internacionais com o objetivo de
deter a epidemia de tuberculose. Entre elas, destaca-se 0 “Segundo Plano Global para
Acabar com a TB no Mundo (2006-2015)” da parceria Stop TB, sob as recomendacdes
da Organizacdo Mundial de Saude que se baseia principalmente nos seguintes
componentes: ampliacdo e aperfeicoamento da estratégia DOTS; manuseio da
associacdo TB/HIV, manuseio da TB multirresistente e outros desafios; fortalecimento
dos sistemas de saude; engajamento de provedores de assisténcia global; apoio dos
portadores de TB e das comunidades; e promogéo de pesquisas (WHO 2009).

No Brasil, pela alta incidéncia da doenca, a estratégia de controle baseia-se,
principalmente, na busca de casos de TB em atividade, seja através da busca passiva
(investigacdo nos pacientes sintomaticos que buscam o sistema de saude), seja através
da busca ativa (questionamento ativo sobre sintomas respiratorios em pacientes sem
queixas espontaneas, principalmente em grupos com maior risco de adoecimento)
(Conde e cols 2009, Ministério da Saude: Fundacdo Nacional de Saude 2002). No
entanto, em algumas situagdes, o diagndstico e tratamento da tuberculose latente (TBIL)
assumem grande importancia, pelo maior risco de adoecimento que esses pacientes
apresentam. Estdo neste grupo pacientes HIV positivos, contatos recentes de pacientes
com TB ativa, candidatos a transplante ou transplantados e outros pacientes com
imunossupressdo por alguma doenga associada (diabetes, silicose, neoplasias,

insuficiéncia renal em hemodialise, etc.) ou pelo uso de drogas imunossupressoras
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(corticoides em doses altas e agentes inibidores do fator de necrose tumoral-alfa)(Conde
e cols. 2009).

Com o advento do uso dos agentes anti-fator de necrose tumoral-alpha (anti-TNF-a.)
em pacientes com AR, doencas inflamatdrias intestinais e outras doengas auto-imunes,
casos de tuberculose pulmonar e extra pulmonar passaram a ser notificados nesses
pacientes (Gardam e cols. 2003), fazendo com que os profissionais envolvidos na
prescricdo dessas medicagdes e no tratamento da tuberculose voltassem sua atencao
para a importancia do diagnostico da TBIL neste grupo.

Assim, o entendimento do real valor dos exames ja utilizados para o diagndstico de
TBIL em grupos especificos de pacientes e o desenvolvimento de novos testes e
estratégias diagnosticas sdo de fundamental importancia.

1.1. Mycobacterium tuberculosis

A tuberculose inicialmente foi uma doenca de mamiferos inferiores e seu agente
etiologico, o Mycobacterium tuberculosis (M.tuberculosis), provavelmente precedeu o
desenvolvimento do homem na Terra. Tornou-se uma doenca endémica quando o
homem comecou a viver em vilas e a trabalhar com agricultura. Existem evidéncias da
existéncia da doenca desde as primeiras civiliza¢cbes. Com o crescimento desordenado
de cidades da Europa entre os anos 1600 e 1700 a tuberculose tornou-se epidémica, de
forma que em alguns locais, até 25% de todas as mortes foram atribuidas a doenca, que
foi entdo denominada “a grande praga branca” (Bates e Stead 1993).

O M.tuberculosis foi descoberto por Robert Kock em 1882. Pertence a um
complexo denominado Complexo Mycobacterium tuberculosis que é composto
também por outras espécies: M. bovis subsp. bovis, M. africanum e M. microti, além da
cepa vacinal M. bovis BCG. Tem sido proposta a inclusdo de novas espécies neste
complexo, como M. canettii, uma variante de M. tuberculosis encontrada na regido da
Somalia (Van Soolingen e cols. 1997), M. caprae, agente etiologico de tuberculose em
caprinos (Aranaz e cols. 2003), e M. pinnipedii, que causa tuberculose em ledes
marinhos, mas que também pode infectar o homem (Cousins e cols. 2003). O M.
tuberculosis é um bacilo ndo formador de esporos, sem flagelos, ndo produtor de
toxinas. E uma espécie aerobica estrita e intracelular facultativo, capaz de sobreviver

no interior de celulas fagocitarias. Diminuigdes na concentracdo de oxigénio do
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ambiente resultam em substancial reducéo na sua taxa de crescimento (Goodwin e Des
Prez 1983). Em comparacdo a outras bactérias possui um alto contetdo lipidico (mais
de 25% comparado com 0,5% nos gram positivos e 3% nos bacilos gram negativos).
Sua parede € constituida principalmente por acidos micolicos (acidos graxos de cadeia
longa), que ligados aos peptideoglicanos, formam uma barreira periférica hidrofobica
capaz de se ligar e reter a fucsina durante a coloracdo de Ziehl-Nielsen e mantém o
corante apds lavagens com solugdes de alcool e acido ( Fraser e Paré 1999). Seu tempo
de geracdo é longo, podendo variar de 14 a 20 horas dependendo do meio de cultura
empregado.

A capacidade de adaptacdo do M.tuberculosis a periodos prolongados de
dorméncia nos tecidos, confere-lhe a capacidade de causar infeccdo latente no
hospedeiro (Wayne 1994).

1.2. Antigenos do Mycobacterium tuberculosis

Muitas das proteinas que sdo produzidas pelo M. tuberculosis atuam como
antigenos, estimulando a resposta imune do hospedeiro que foi infectado. A
importancia desses antigenos para o diagndstico da tuberculose e para analises
epidemioldgicas tem sido reconhecida ha muitos anos (Andersen e cols. 2000).

Os primeiros antigenos utilizados eram provenientes de filtrados de culturas de
M. tuberculosis e de BCG. Pelo grande nimero de antigenos em comum com outros
microorganismos, ensaios utilizando esses filtrados apresentavam baixa especificidade
(Daniel e Debanne 1987). O Purified Protein Derivative (PPD) é um preparado de
antigenos a partir da precipitacdo de proteinas de culturas de M.tuberculosis mortas
pelo calor, que resulta em uma mistura de antigenos complexos que contém varias
proteinas em diferentes estagios de desnaturacdo (Andersen e cols. 2000). Vem sendo
utilizado ha mais de um seculo na realizacdo da prova tuberculinica e também na
deteccdo in vitro de interferon-gamma (IFN-vy) secretado por linfocitos sensibilizados.

A busca por antigenos cada vez mais especificos foi possivel apos o
sequienciamento do genoma do M.tuberculosis e o0 reconhecimento das regifes de
diferenga. Dois antigenos importantes, muito estudados na atualidade sdo o CFP-10
(Culture filtratate protein 10-kDa) e o ESAT-6 (Early Secreted Antigenic Target 6-
kDa). Ambos sdo produzidos na RD1(regido de diferenca 1), presente na maioria das
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micobactérias patogénicas e ausentes na cepa vacinal do Mycobacterium bovis (Cockle
e cols. 2002).

O antigeno Hspx (Rv2031c, 16-kDa ou proteina a-cristalina) faz parte da familia
das proteinas de choque térmico, e age pelo menos em algumas circunstancias como
uma chaperonina, prevenindo agregacdo termicamente induzida de outras proteinas
(Chang e cols. 1996). E expresso durante a infecgio em humanos e pode ser identificado
na maioria dos pacientes com tuberculose. No entanto sua producdo parece estar
aumentada quando a bactéria passa a um estado de repouso metabdlico com diminuicéo
da replicacdo, como acontece em condicdo hostil (privacdo de nutrientes e oxigénio) e
diminuida se ela reverte para crescimento exponencial (Hu e Coates 1999, Yuan e cols.
1996). Ja foi demonstrado também que bactérias deficientes para o gene que codifica o
Hspx (Acr) tém sua capacidade de sobreviver dentro de macréfagos diminuida. Esse
achado sugere a importancia dessa proteina na viabilidade a longo termo do
M.tuberculosis, como acontece durante a laténcia, nas infeccbes assintomaéticas (Yuan e
cols. 1998).

1.3. Patogenia e resposta imune geral na tuberculose

Na grande maioria dos casos a tuberculose é adquirida por via inalatéria. O risco
de infeccdo relaciona-se com o grau de contagiosidade do individuo primariamente
infectado, a intensidade e natureza do contato e a adequada defesa do individuo exposto
(Fraser e Paré 1999). O grau de contagiosidade associa-se com variaveis como extensdo
da doenca pulmonar e presenca de cavitagOes, frequéncia e intensidade da tosse e
viruléncia do bacilo. E sabido, por exemplo, que individuos com presenca de BAAR no
escarro Sao mais contagiosos que aqueles com escarro negativo e que quanto maior o
ndmero de bacilos no escarro, maior € a contagiosidade (Liipo e cols. 1993). A
transmissdo ocorre quando um individuo com tuberculose pulmonar tosse, espirra, fala
ou canta e elimina goticulas contaminadas. As goticulas mais pesadas depositam-se no
chdo, enquanto as mais leves permanecem em suspensao no ar. Somente o nucleo seco
da goticula, também chamado nucleo de Wells, com didmetro inferior a 5 e contendo
um a trés bacilos, consegue atingir os bronquiolos (Kritski e cols. 2008, Fraser e Parée
1999). Particulas maiores sdo eficientemente excluidas do trato respiratério inferior
pelas barreiras fisicas da nasofaringe e trato respiratério superior. Uma vez que o bacilo

tenha atingido os alveolos, quatro desfechos podem ocorrer: (1) a resposta inicial do
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hospedeiro pode ser completamente efetiva e matar todos os bacilos de forma que o
paciente ndo terd4 chance de desenvolver tuberculose no futuro; (2) os bacilos podem
comecar a se multiplicar imediatamente ap6s a infeccdo causando doenca clinica
(tuberculose primaria); (3) os bacilos podem tornar-se dormentes e nunca causar doenca
(infeccdo latente) ou (4) os bacilos em laténcia podem eventualmente voltar a crescer e
multiplicar-se, resultando em doenga clinica (reativagdo) (Schluger e Rom 1998).

Nos alvéolos, a primeira defesa contra o M.tuberculosis é o macréfago alveolar.
Esta célula liga-se ao bacilo através de receptores de complemento (CR1, CR3 e CR4) e
de manose, e emite pseudopodos que se fundem distalmente ao bacilo internalizando-o
(Schlesinger 1996). Células dendriticas que também fagocitaram a micobactéria
migram, pelo sistema linfatico em direcdo ao linfonodo regional, originando o
complexo de Gohn. Alguns macrofagos infectados permanecem no tecido pulmonar. A
partir da fusdo do fagossomo e do lisossomo, antigenos podem ser processados, e
posteriormente apresentados aos linfécitos T auxiliares (CD4.), através do complexo
principal de histocompatibilidade de classe I, presente apenas em macrofagos, células
dendriticas e linfocitos B (também denominados células apresentadoras de antigenos).
Células CD4- do tipo 1 (Thl) desempenham a funcdo principal na resposta imune a
micobactéria. Contudo, células T-citotoxicas (CD8.), que reconhecem antigenos
oriundos do citoplasma (tumorais ou virais), também participam da resposta imune ao
M.tuberculosis. Células T CD8. sdo capazes de reconhecer fragmentos peptidicos
ligados a0 MHC classe I, moléculas expressas em praticamente todas as células
diferenciadas ou maduras do organismo (North e Jung 2004). Os linfécitos ativados
liberam citocinas e recrutam outros linfdcitos, macréfagos e fibroblastos. As citocinas,
moléculas produzidas e secretadas por diferentes células imunocompetentes apds algum
estimulo, sdo um componente central da defesa contra as micobactérias. Em todos os
estagios da resposta imune, as citocinas produzidas participam dos processos
regulatorios, assim como das fungdes efetoras. A principal citocina envolvida na
formacgédo do granuloma é o fator de necrose tumoral alpha (TNF-a), liberado pelos
macrofagos logo apos a exposicdo a antigenos do M. tuberculosis. O TNF-o recruta
neutrofilos e mondcitos circulantes a0 mesmo tempo em que outras citocinas, como 0
IFN-y produzido pelas células T e pelas celulas NK, potencializa as atividades

antimicrobicidas, ativando macrdfagos e células dendriticas (Flynn & Chan 2001).
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O reconhecimento da micobactéria e posterior secrecdo de IL-12 por macrofagos
sd80 processos iniciados antes da apresentacdo de antigenos do M.tuberculosis aos
linfocitos T. A IL-12 induz a produgdo de interferon-gamma(INF-y) em células NK, na
fase inicial da resposta imune, e também induz a ativacdo, diferenciacdo, producdo de
IFN-y ¢ expansdo de células Thl antigeno-especificas. Esse perfil de reacdo imune,
chamado resposta Thl, tem como objetivo final destruir o M.tuberculosis, formando
um granuloma fibrosado. A formagdo do granuloma contém o M.tuberculosis,
prevenindo o desenvolvimento de doenca ativa e, em individuos imunocompetentes,
contendo a infeccdo neste estagio (Teixeira e cols. 2007, Kaufmann 2004, North e Jung
2004). No entanto, estudos recentes sugerem que o granuloma, lesdo inflamatdria
crbnica marcadora de tuberculose, que tem sido considerada ao longo de décadas
necessaria para conter a infec¢do pelo M.tuberculosis, possa ter papel na promocao da
infeccdo (Rubin 2009, Davis e Ramakrishnan 2009). Se por um lado os macr6fagos
ativados sdo capazes de matar ou pelo menos de controlar 0 crescimento do
M.tuberculosis, por outro lado essas células fornecem um nicho inicial de crescimento
para o bacilo (Rubin 2009). Em recente estudo com embriBes de peixe zebra infectados
por M.marinum, Davis e Ramakrishnan demonstraram que o0s macrofagos infectados
pela micobactéria atraem macrdfagos ndo infectados que tornam-se infectados apés a
morte dos primeiros por apoptose, permitindo assim crescimento bacteriano continuo.

Entre os 2 bilhdes de pessoas infectadas pelo M.tuberculosis em todo o mundo,
8 a 9 milhGes desenvolverdo a doenga anualmente, 0 que mostra que a resposta imune

estimulada durante a infeccéo é eficaz na grande maioria dos individuos.

1.4. Diagndstico da tuberculose latente

O tratamento da tuberculose ativa € a principal prioridade dos programas de
controle, principalmente nos paises com alta prevaléncia da doenca. Por outro lado, a
identificagdo e tratamento, quando indicado, dos individuos com tuberculose latente,
também é uma importante medida de controle da doenga. Na maioria dos individuos ,a
infeccdo pelo M.tuberculosis é contida pelas defesas do hospedeiro, como ja descrito, e
a infeccdo permanece latente. No entanto a TBIL tem o potencial para evoluir para
doenca ativa em qualquer momento (Jasmer e Nahid 2002). Portanto, é de grande
importancia o diagndstico e tratamento da TBIL, principalmente em grupos de pacientes

16



que estdo em maior risco de adoecimento como: contatos recentes de caso bacilifero,
pacientes HIV positivos, imunossuprimidos por uso de medicagfes ou doengas,
candidatos a transplantes e outros (Conde e cols. 2009). Pela pequena quantidade de
bacilos existentes na TBIL, o tratamento da infeccdo latente requer menos drogas que o
tratamento da doenca ativa. O uso de uma Unica droga é suficiente. O tratamento da
TBIL diminui dramaticamente o risco de se desenvolver TB ativa (Dooley e Sterling
2005). O medicamento atualmente indicado é a isoniazida na dose de 5-10 mg/kg de
peso até 300 mg/dia por 6 meses. A possibilidade do diagnostico de TB doenca deve ser

sempre afastada antes de ser iniciado o tratamento da TBIL (Conde e cols. 2009).

1.4.1. Prova tuberculinica

Até recentemente, a prova tuberculinica (PT) era o Unico teste disponivel para o
diagnéstico da TBIL. Vem sendo usado desde 1910 e é o teste diagnostico mais antigo
ainda em uso até os dias atuais (Richeldl 2006). O método mais utilizado é o
intradérmico ou de Mantoux e a tuberculina utilizada é o PPD Rt 23(pretein-purified
derivative). Deve ser aplicada na face anterior do antebraco na dose de 0,1ml,
equivalente a 2 UT(unidades de tuberculina). A leitura deve ser realizada 72 a 96h ap6s
a aplicacdo através da medida da area de induracdo palpavel no maior diametro
transverso perpendicular ao maior eixo do antebraco. O resultado seve ser registrado em
milimetros (Ministério da Salde: Fundacdo Nacional de Saude 2002). O teste baseia-se
na reacdo de hipersensibilidade tardia aos componentes antigénicos que compde o
filtrado protéico purificado com migracdo de linfdcitos para o local de aplicacdo. O
Ministério da Saude, através de seu Guia de Vigilancia Epidemioldgica em Tuberculose
(Ministério da Saude: Fundacdo Nacional de Satde 2002) recomenda que a leitura deve
seguir 0s seguintes pontos de corte:

* Omm a 4mm — ndo reator
* Smm a 9mm — reator fraco.
* 10mm ou mais — reator forte

Sua interpretacdo, no entanto, depende do contexto clinico e em recente
publicacdo da Sociedade Brasileira de Pneumologia e Tisiologia (Conde e cols. 2009) a
recomendacdo é que a PT seja utilizada, como critério para tratamento da TBIL, da

seguinte forma:
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> 5mm — HIV positivos, contatos recentes de TB ativa vacinados ha mais de 2
anos, alteracdes fibroticas na radiografia compativel com TB prévia ndo tratada,
transplantados ou em uso de terapia imunossupressora (inclusive candidatos ao uso de
anti-TNF-a).

> 10 mm — contatos recentes (2 anos) de TB pulmonar vacinados com BCG
(Bacille de Calmete-Guérin) h4 2 anos ou menos, usuérios de drogas injetaveis,
pacientes com depressdo da imunidade por diabetes mellitus insulino dependente,
silicose, linfomas, neoplasia de cabeca, pescoco e pulméo, outros procedimentos como
gastrectomia, hemodialise, by-pass gastrointestinal, populagdes indigenas.

Uma das limitacGes do teste é a baixa especificidade. O PPD é obtido de um
caldo de cultura onde cresceram Mycobacterium tuberculosis, aquecido, filtrado e
diluido, que contém mais de 200 antigenos em comum com a vacina BCG e com a
maioria das micobactérias ndo tuberculosas. Outro problema é a baixa sensibilidade. Os
grupos de alto risco que precisam ser testados para um possivel tratamento da TBIL sdo
justamente 0s grupos em que se encontra um maior nimero de falsos negativos a PT
(Richeldl 2006).

1.4.2. Novos métodos diagnosticos de TBIL

Recentes avan¢os do estudo gendmico das micobactérias resultaram em dois
novos testes que detectam infec¢do tuberculosa pela medida in vitro da producdo de
IFN-y por células T em resposta a dois antigenos altamente especificos para
M.tuberculosis, mas ausentes na vacina BCG e na maioria das micobactérias néo-
tuberculosas (Lalvani 2007). Estes testes imunol6gicos baseiam-se no conceito de que
células T de individuos previamente sensibilizados por antigenos do M.tuberculosis
(células T de memdria) liberam IFN-y quando reestimuladas por antigenos especificos.
Ao contrario da prova tuberculinica, é realizado ex vivo, ou seja, através da cultura de
uma amostra de células do sangue periférico do paciente (Munk e cols. 2001).

O primeiro teste imunolégico, o QuantiFERON, utiliza a tecnologia de ELISA
(enzyme-linked immunosorbent assay). Para realizar o ELISA, o sangue total do
paciente é incubado com os antigenos em uma placa por 24 horas. Se 0 paciente ja teve
contato com 0s antigenos previamente, as células T va@o reconhecé-los e passar a

secretar IFN-y. A placa é centrifugada e o plasma é transferido para uma placa de 96
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pocos previamente preparada com anticorpos anti IFN-y . A citocina é capturada por
esses anticorpos e esses conjuntos sdo subsequentemente detectados com outro
anticorpo conjugado a uma enzima que cataliza uma reagdo colorimétrica. A densidade
Optica de cada pogo é medida e a concentracdo de IFN-y é determinada em uma curva
(Lalvani 2007).

O QuantiFERON-TB © foi aprovado pelo FDA (Food and Drug Administration)
em 2001 como método de diagnostico de TBIL. Os linfocitos periféricos séo
estimulados por antigenos da micobactéria, preparados a partir do PPD. A concentragédo
de IFN-y secretada € determinada através de ELISA (enzyme-linked immunosorbent
assay). Esta primeira geracdo de ensaios imunoldgicos apresentava as mesmas
limitagdes da PT (pois utilizava antigenos do PPD): baixa especificidade apesar de alta
sensibilidade. O QuantiFERON-TB néo esta mais disponivel comercialmente ( Mazurek
e cols. 2005).

O QuantiFERON-TB-GOLD® (QTF-G) foi aprovado em maio de 2005 como
ferramenta diagnostica tanto para TBIL quanto para TB ativa. O teste utiliza como
antigenos o CFP-10 e o ESAT-6. Como descrito anteriormente estes antigenos estdo
presentes no M.tuberculosis e ausentes na vacina BCG e na maioria das micobactérias
ndo tuberculosas, o que confere uma maior especificidade ao teste se comparado a PT e
a0 QuantiFERON-TB® . O exame oferece vantagens como resultado em 24h apés a
coleta, visita Unica ao laboratério e ndo esta sujeito a erros de leitura, como a PT. No
entanto, erros na coleta do sangue e na realizacdo do teste podem diminuir sua acuracia
(Mazurek e cols. 2005). Em recente revisdo sistematica, analisou-se resultados de 22
estudos de sensibilidade com QTF-G e QTF-G In Tube que incluiram somente
pacientes com tuberculose confirmada microbiologicamente. Entre os estudos, trés
foram conduzidos em paises com alta taxa de tuberculose. Os resultados de
sensibilidade ndo foram consistentes, 76%(95% CI, 72% a 80%) e a sensibilidade dos
testes foi menor nos paises com alta taxa de tuberculose. Na mesma meta-analise foram
comparados estudos de especificidade. Dezesseis estudos foram incluidos, todos
conduzidos em paises com baixa prevaléncia de TB, em individuos saudaveis, sem
exposicdo conhecida a tuberculose . O resultado foi bastante consistente, 98% de
especificidade (Cl, 96% a 99%) na analise total dos estudos, 99%(Cl, 98% a 100%)
para o QuantiFERON em populagdes ndo vacinadas com BCG e 96%(Cl, 86% a 100%)
em populagbes vacinadas, mostrando uma excelente especificidade dos testes

QuantiFERON em populages com essas caracteristicas.Vale ressaltar que esta meta-
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analise excluiu estudos que envolviam somente pacientes imunossuprimidos (Pai e
cols. 2008).

O outro teste que se baseia na liberacdo de IFN-y é o ensaio de ELISPOT
(enzyme linked immunospot), no qual o nimero de células produtoras de IFN-y pode
ser quantificado. No ELISPOT, células mononucleares do sangue periférico (PBMC)
que incluem células T, sdo separadas, lavadas, contadas e entdo incubadas com os
antigenos em uma placa previamente preparada com anticorpos anti-IFN-y. Se o
paciente tem infeccdo pelo M.tuberculosis, as células T reconhecem os antigenos e
secretam IFN-y que ¢é capturado pelos anticorpos da placa. Este conjugado é
posteriormente detectado com outro anticorpo conjugado a uma enzima que cataliza
uma reacdo colorimétrica resultando em postos visiveis (spots). O método é qualitativo
e quantitativo, pois cada spot representa uma célula que respondeu ao antigeno (Lalvani
2007). O T.SPOT-TB ¢é um kit comercial que emprega ESAT-6 e CFP-10 como
antigenos especificos para a estimulacdo dos linfocitos T sanguineos. Este ensaio foi
aprovado recentemente pelo FDA, em julho de 2008, como auxilio diagndstico de TBIL
e tuberculose ativa (FDA 2010). Recente meta-analise avaliou 13 estudos de
sensibilidade em pacientes com tuberculose ativa com T.SPOT-TB, que incluiam 726
participantes com tuberculose ativa confirmada bacteriologicamente. Nenhum dos
estudos foi conduzido em pais de alta prevaléncia de tuberculose. A sensibilidade foi de
90%(Cl, 86% a 93%), superior a sensibilidade observada nos estudos com
QuantiFERON-TB. Na analise da especificidade, que incluiu 6 estudos em um total de
290 participantes em populagdes de muito baixo risco para TBIL, individuos saudaveis
e sem exposi¢do conhecida (2 estudos com o kit comercial T-SPOT.TB e 4 usando
versdes de ELISPOT pré comerciais), observou-se especificidade total de 93%(Cl, 86%
a 100%) e ,quando avaliados somente estudos com o kit comercial, especificidade de
87%(Cl, 80% a 100%)(Pai e cols. 2008). Esses resultados devem ser observados com
cautela pois sensibilidade e especificidade para tuberculose ativa podem néo traduzir

acuracia para tuberculose latente.
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Abaixo, representacdo esquematica dos trés testes descritos:
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Fonte: modificado de Lalvani (2007)

1.4.3. Citometria de fluxo

A analise de células por citometria de fluxo comecou a ser usada ha cerca de 75
anos, quando em 1934, Moldovan descreveu um método fotoelétrico para contar células
que fluiam através de um tubo capilar com auxilio de um microscépio. O sistema foi
aperfeicoado e modernizado ao longo dos anos e teve suas aplicagdes muito ampliadas.
Esta tecnologia permite que caracteristicas estruturais e funcionais de particulas
bioldgicas (células, protozoarios, bactérias, etc.) sejam avaliadas através da utilizacéo de
radiacdo laser, fluxo hidrodindmico, 6tica, substancias fluorescentes (fluorocromos) e
recursos de informatica. Os citdmetros de fluxo, como sdo chamados 0s equipamentos
utilizados para esse fim, tm como principio basico aspirar células ou particulas de uma
suspensdo previamente preparada e forga-las a passar por uma camara especial que faz
com que as células fiqguem envolvidas e centralizadas num fluxo continuo de liquido e
saiam desta camara uma atras da outra de modo que uma Unica célula seja interceptada
de cada vez pelo laser. Ao se chocar com cada célula, o laser é desviado e esta mudanca

de direcdo e registrada por detectores especiais, capazes de levar as informacOes para
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um sistema de computador, com programa proprio para armazenamento e analise dos

dados associados a cada célula em uma dada populacdo (Davey e Kell 1996, Bertho ).

1.5. Artrite reumatoide

A artrite reumatoide (AR) € uma doenga auto-imune de etiologia desconhecida,
caracterizada por poliartrite periférica, simétrica, que leva a deformidade e destruicédo
das articulacdes em virtude de erosdes Osseas e da cartilagem (Lipski 2006). Estudos
epidemioldgicos estimam a prevaléncia de AR em 1% da populagdo adulta, afetando
trés vezes mais mulheres do que homens e com pico de incidéncia entre os 35 e 65 anos
(Hochberg 1981). Estudo multicéntrico no Brasil verificou prevaléncia em adultos
variando de 0,2% a 1% (Marques Neto e cols. 1993).

Em geral, o inicio dos sintomas de artralgia e edema ¢ insidioso, ocorrendo em
semanas a meses. No entanto, uma minoria dos pacientes pode se apresentar com inicio
stbito de poliartrite. No inicio da doenga pequenas articulagdes das maos e pés sdo mais
afetadas. Com a progressdo da doenca, grandes articulagdes como os tornozelos,
joelhos, cotovelos e ombros frequentemente tornam-se comprometidas. O
comprometimento articular é simétrico e presenca de rigidez matinal por mais de uma
hora é um sintoma frequente. Os pacientes podem ainda ter sintomas constitucionais
como febre baixa, fadiga, astenia, mialgia, anorexia e perda de peso, sintomas que se
devem aos efeitos sistémicos da inflamacdo. Pode haver comprometimento extra
articular em até 40% dos pacientes: nddulos reumatoides, comprometimento
pleuropulmonar, esclerite, xerostomia (Thelirian e Bathon 2008).

O diagnostico depende da associacdo de uma série de sintomas e sinais clinicos,
achados laboratoriais e radiograficos. A orientacdo da Sociedade Brasileira de
Reumatologia (Bértolo e cols. 2007) para o diagndstico baseia-se nos critérios de
classificagdo do Colégio Americano de Reumatologia ( Arnett e cols. 1988):

1. Rigidez matinal: rigidez articular durando pelo menos uma hora

2. Artrite de trés ou mais areas: pelo menos 3 areas articulares com edema de
partes moles ou derrame articular, observado pelo medico.

3. Artrite de articulagdes de méos (punho, interfalangeanas proximais e
matacarpofalangeanas).

4. Artrite simétrica
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5. Nodulo reumatoide
6. Fator reumatoide sérico
7. Alteracbes radiogréficas: erosbes ou descalcificagdes localizadas em

radiografias de maos e punhos.

OBS: quatro dos sete critérios sdo necessarios para classificar um paciente como tendo

AR e os critérios de 1 a 4 devem estar presentes por pelo menos seis semanas.

1.5.1. Patologia e patogénese da AR

A sindvia é o sitio primario de inflamacdo na AR. A sindvia normal é formada
por uma camada de revestimento intima que é usualmente descontinua, uma a duas
camadas celulares finas e carece de uma membrana basal subjacente. A camada abaixo
da intima contém vasos sanguineos, linfaticos, nervos e adipocitos distribuidos em uma
matriz fibrosa pouco celular. A camada intima é composta de dois tipos celulares:
sinovidcitos tipo A (células fagocitarias que expressam numerosos marcadores) e
sinovidcitos tipo B (responsaveis pela sintese extracelular de colageno, fibronectina e
acido hialurénico). A membrana sinovial do paciente com AR é caracterizada por
hiperplasia, aumento da vascularizacdo e infiltrado inflamatério composto
principalmente por células T CD4+ mas também por linfocitos B, macrofagos, células
dendriticas e células natural killers (NK). Ocorre um aumento no numero dos
sinovidcitos tipo A e B, com aumento da profundidade da camada de revestimento para
até 10 camadas celulares. Projecdes vilosas protruem para dentro da cavidade articular
invadindo a cartilagem subjacente e 0sso. Esse tecido proliferado é chamado “pannus”
(Thelirian e Bathon 2008).

Estudos genéticos mostram uma importante ligacdo da AR com antigenos do MHC
classe 11, cuja principal funcdo é apresentar antigenos as células T CD4+, o que sugere
gue a AR possa ser causada por algum antigeno nao identificado. O antigeno poderia ser
exdgeno como uma proteina viral ou uma proteina enddgena (Choy e Panayi 2001).
Desde as observacgdes clinicas descritas por Poncet em 1897, de que pacientes com
tuberculose passavam a desenvolver quadro de poliartrite simétrica, normalmente em
maos e pés, sem que se conseguisse isolar o M.tuberculosis nas articulagdes envolvidas,
varios pesquisadores tém tentado estabelecer relagdo entre a presenga de antigenos de

micobactérias e AR (Carvalho e cols. 2002). Com o advento da biologia molecular e o
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inicio do uso da reacdo em cadeia de polimerase (PCR) reascendeu-se a pesquisa de
DNA do M.tuberculosis em pacientes com AR (Jalal e cols. 1994, Pras e cols. 1996,
Kempsell e cols. 2001). No entanto, até o momento estas pesquisas tém sido
infrutiferas.

As celulas T CD4+ antigeno-ativadas estimulam mondcitos, macrofagos e
fibroblastos sinoviais a produzirem as citocinas interleucina-1(IL-1), interleucina-6(IL-
6) e TNF-a e a secretar metaloproteinases através dos sinalizadores de superficie CD69
e CD11 e mediadores soluveis como o IFN-y e interleucina-17 (IL-17) . As celulas T
CD4+ ativadas também estimulam as células B a produzirem imunoglobulinas,
incluindo o fator reumatdide. A IL-1, IL-6 e 0 TNF-a desempenham juntos um
importante papel na inflamacgdo sinovial e destruicdo dssea (Choy e Panayi 2001). O
melhor entendimento do papel desses mediadores inflamatdrios na patogenia da artrite
tem permitido o desenvolvimento de terapias efetivas com foco nesses mediadores
(Suresh 2010).
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1.5.2. Manifestac6es pulmonares na artrite reumatoide

Comprometimento pulmonar é causa importante de morbidade e mortalidade na
AR. A doenga pulmonar manifesta-se mais frequentemente como doenca intersticial,
doenca de vias aéreas, nodulos reumatoides ou derrame pleural. Outras alteracdes

menos freqlientes também estdo listadas no quadro abaixo.

Envolvimento pulmonar na artrite reumatoide

Doengca intersticial pulmonar Noédulos pulmonares
Pneumonia intersticial ndo especifica Nodulo reumatoide
Pneumonia intersticial usual Sindrome de Caplan
Bronquiolite folicular Cancer de pulméo
Pneumonia intersticial linfocitica Doenca pulmonar relacionada a drogas
Dano alveolar difuso Ouro
Pneumonia organizante d-penicilamina

Doenca pleural Anti-inflamatérios
Pleurite Antimetabolitos
Derrame pleural Bioldgicos
Empiema Infecgéo
Pneumotérax Oportunistas
Fistula broncopleural Bactérias

Vias aéreas Micobactérias

Vias aéreas superiores Doenca vascular pulmonar
Artrite cricoaritenoide Vasculites
Nodulos reumatoides Hemorragia pulmonar
Vias aéreas inferiores Hipertensdo pulmonar
Obstrugdo de pequenas vias aéreas Miscelanea
Bronguiectasias Fraqueza de musculos respiratorios
Bronquiolite obliterante Doenca fibrobolhosa
Brongquiolite folicular Amiloidose

Fonte: Antin-Ozerkis e col (2010)

Algumas das manifestagdes pulmonares devem-se diretamente a AR e podem
ser resultado do defeito da imunidade da propria doenca e a inflamacéo crénica; outras
se devem a exposicoes e ao tratamento da doenca de base (Antin-Ozerkis e cols. 2010).
Estudo utilizando medidas de fungdo pulmonar, particularmente medida da capacidade
de difusdo ao mondxido de carbono, mostrou doenca intersticial pulmonar em 33% dos

pacientes com AR (Popper e cols. 1972). A TCAR do toérax € um método pouco
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invasivo e altamente sensivel para detectar anormalidades do parénquima pulmonar.
Estudo demonstrou padrédo reticulo-nodular em 62,9% e opacidade tipo vidro fosco em
20% dos pacientes com diagnostico de AR estudados (n=52)(Bilgici e cols. 2004). O
envolvimento pleural na AR é mais comum em pacientes mais velhos do sexo
masculino. Os achados mais frequentes sdo espessamento pleural e cicatrizes, sendo o
derrame pleural alteracdo menos frequente do que as anteriores (Antin-Ozerkis e cols.
2010). O envolvimento de vias aéreas na AR inclui a artrite cricoaritenoide,
bronquiectasias, obstrucdo ao fluxo aéreo e bronquiolites. Nodulos reumatoides séo
comuns em pacientes com AR, sua fregiiéncia € maior em homens, principalmente
naqueles com FR positivo (Kaye e cols. 1984). Ocorrem principalmente na pele e tecido
subcutdneo mas pode acometer pulmdes, coracdo e vias aereas superiores (Antin-
Ozerkis e cols. 2010). No pulméo, os nodulos geralmente sdo multiplos, mas nédulo
solitario também pode ocorrer. Localizam-se principalmente em regides subpleurais e
septais e ocorrem principalmente em lobos inferiores. Podem variar de poucos
milimetros a 7 cm e com frequéncia cavitam (White e cols. 2001).

Algumas das drogas frequentemente usadas no tratamento da AR podem levar a
alteracdes pulmonares. Os antinflamatorios ndo hormonais ja foram reportados como
causa de doenca pulmonar eosinofilica e pneumonite de hipersensibilidade.
Metotrexate, uma droga usada com frequéncia em pacientes com AR, pode causar
toxicidade pulmonar por mecanismo desconhecido. A apresentacdo clinica é variavel e
pode incluir fibrose pulmonar, pleurite, derrame pleural, nddulos e hiperreatividade
bronquica. A leflunomida e os antagonistas do TNF-o podem levar a exacerbagao de
doenga intersticial pré-existente (Antin-Ozerkis e cols. 2010).

A avaliacdo de sintomas respiratérios em pacientes com AR é complicada pelo
risco de infeccdo nesses pacientes, o uso de drogas com conhecida toxicidade pulmonar
e envolvimento pulmonar causado pela prépria AR. Por outro lado é importante que
seja feita uma investigacdo adequada que permita uma intervencdo precoce e adequada

nas diversas situagdes, diminuindo assim a morbi-mortalidade dessas manifestagoes.
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2 OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

- Avaliar a resposta imune celular contra antigenos de Mycobacterium
tuberculosis entre individuos com artrite reumatoide.

2.2. Objetivos especificos

- Estimar a resposta a prova tuberculinica com o derivado proteico purificado
(PPD) em um grupo de pacientes com artrite reumatoide.

- Estimar a resposta ao T.SPOT-TB em um grupo de pacientes com artrite
reumatoide e comparar esses resultados com os resultados da prova tuberculinica

- Avaliar, através da citometria de fluxo, a resposta celular especifica ao
antigeno Hspx em um grupo de pacientes com artrite reumatoide e comparar esse
resultado com os resultados da prova tuberculinica e T. SPOT-TB.

- Estimar a prevaléncia de alteracdes tomograficas compativeis com tuberculose
latente em um grupo de pacientes com artrite reumatoide e comparar esse resultado

com os resultados da prova tuberculinica e T.SPOT-TB.
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AuitiigoNEsipeciall

Tuberculose em pacientes com artrite reumatoide:
a dificuldade no diagnodstico da forma latente®

Tuberculosis in rheumatoid arthritis patients:
the difficulty in making the diagnosis of latent infection

Daniela Graner Schuwartz Tannus Silva, Bruna Daniella de Souza Silva,
Ana Paula Junqueira-Kipnis, Marcelo Fouad Rabahi

Resumo

Desde o inicio do uso de drogas anti-TNF para o tratamento da artrite reumatoide e outras doencas inflamatorias,
casos de tuberculose pulmonar e extrapulmonar vém sendo notificados em pacientes submetidos a tal tratamento.
Na maioria das vezes, a doenca se desenvolve durante as seis primeiras infusdes. Todo paciente deve ser avaliado
para tuberculose latente antes do inicio do uso de um blogueador de TNF; no entanto, o diagnadstico de tubercu-
lose latente € um desafio. A prova tuberculinica, o Unico teste disponivel para a deteccdo de tuberculose latente
por quase um seculo, apresenta uma serie de limitacdes. Testes baseados na deteccdo da producio de IFN-yin vitro
por células mononucleares ativadas por antigenos especificos parecem ser mais acurados e vém sendo pesquisados
em pacientes com artrite reumatoide.

Descritores: Tuberculose pulmonar; Artrite reumatoide; Fator de necrose tumoral alfa; Infeccio.

Abstract

Since the heginning of the use of anti-TNF in the treatment of rheumatoid arthritis and other inflammatory dise-
ases, cases of pulmonary tuberculosis and extrapulmonary tuberculosis have been reported in patients receiving
such treatment. In most cases, the disease develops by the time the patient has received the sixth infusion. Every
patient should be evaluated for latent tuberculosis infection prior to the use of a TNF inhibitor. However, the diag-
nosis of latent tuberculosis infection is a challenge. The tuberculin test, which was the only test available to detect
latent tuberculosis infection for nearly a century, presents a number of limitations. Tests based on the detection
of the in-vitro production of IFN-y by mononuclear cells activated by specific antigens appear to be more accurate
and have been studied in patients with rheumatoid arthritis.

Keywords: Tuberculosis, pulmonary; Arthritis, theumatoid; Tumor necrosis factor-alpha; Infection.

Introducéo

A cada dia, cerca de 25.000 pessoas adoecem
por tuberculose e, em 2007, aproximadamente
1,7 milhdes morreram por essa doenca em todo
o mundo_'" Esses nimeros fazem da tuberculose
a principal causa de morte por doenca infec-
ciosa curavel em adultos. No Brasil, os numeros
também sdo alarmantes. Em 2008, foram noti-
ficados 81.660 casos novos. A taxa anual de
ncidéncia notificada no Brasil em 2005 foi de
43,7 casos por 100.000 habitantes e, no estado
de Goias, 17,35 casos por 100.000 habitantes.

Estima-se que 50 milhdes de brasileiros estejam
infectados pelo bacilo da tuberculose® Cerca
de 500 de todos os individuos infectados pelo
Mycobacterium  tuberculosis  desenvolverao
tuberculose ativa nos dois primeiros anos apos a
infeccdo. A tuberculose latente € o periodo entre
a penetracdo do bacilo no organismo e o apare-
cimento da tuberculose ativa® Os outros 9500
dos individuos expostos rdo conter o desen-
volvimento da doenca via uma resposta imune
celular efetiva. Elementos que possam interfenr
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na imunidade, como coinfeccdes (por ex., HIV),
comorbidades (por ex_, diabetes mellitus), idade,
uso de imunossupressores e nivel nutricional,
propiciam o adoecimento. A artrite reumatoide
(AR) é uma comorbidade que vem recebendo
destaque na Uultima década. Nesse perfodo,
foram introduzidos agentes bioldgicos, também
denominados novas drogas modificadoras do
curso da doenca. Entre os agentes bioldgicos
disponiveis no Brasil estio os bloqueadores
de TNF (anti-TNF). Desde o inicio do seu uso,
casos de tuberculose pulmonar e extrapulmonar
vém sendo notificados em pacientes recebendo
a medicacdo.® O objetivo do presente artigo ¢
discutir o diagndstico de tuberculose latente
no paciente com AR, o que possibilita a correta
indicacdo de tratamento da infeccio latente
antes da utilizacdo do anti-TNF, reduzindo
assim a incidéncia de tuberculose ativa nessa
populagdo.

Caso clinico

Paciente do sexo fermmnino, 41 anos, do
lar, natural e procedente de Piracanjuba (GO).
Tinha diagnostico prévio de hipertensdo arte-
rial, estando em uso de enalapril ha varios
anos, assim como diagndstico de AR ha mais
de 10 anos. Nesse periodo, utilizou varios
esquemas terapéuticos para AR. Vinha em uso
de prednisona (5 mg/dia) e metotrexato e, como
mantinha muitos sintomas articulares, foi pres-
crito adalimumabe. Apds dois meses do inicio
de adalimumabe, comecou a apresentar febre
baixa quase diaria, tosse seca e astenia discretas.
Procurou atendimento meédico em um pronto
atendimento de Goiania e recebeu o diagndstico
de pneumonia apds a realizacdo de radiografia de
térax (Figura 1). Utilizou azitromicina, 500 mg,
por cinco dias conforme prescricdo médica.

Apresentou discreta melhora na primeira
semana, mas, a seguir, voltou a apresentar tosse
seca e febre. Apos dois meses, como mantinha
o mesmo quadro clinico, voltou a procurar
atendimento, ocasido em que rtecebeu a pres-
cricdo de levofloxacina, 500 mg/dia por 10 dias.
Novamente apresentou discreta melhora nicial
nos primeiros dez dias, com reinicio dos sintomas
apos esse periodo.

Negava tabagismo e etilismo. A paciente
informou ter realizado prova tuberculinica (PT),
cujo resultado foi ndo reator, antes do inicio
do uso de adalimumabe, e que a radiografia
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de torax naquela ocasido era normal segundo
o medico teumatologista que a acompanhava.
Apds o uso de azitromicina (hd trés meses
e meio) ainda recebeu mais uma infusdo de
adalimumabe. Ao exame fisico, apresentava-se
discretamente hipocorada, sem adenomegalias
palpaveis. Presenca de estertores finos em terco
superior de hemitérax esquerdo e estertores
grossos em terco meédio de hemitorax direito,
além de roncos esparsos. Deformidades arti-
culares em maos e pés. A radiografia de torax
demonstrava opacidades alveolares no lobo
superior esquerdo, lobo inferior esquerdo e lobo
médio, além de imagens sugestivas de dissemi-
nacdo broncogénica (Figura 2). A TC de torax
demonstrava opacidades centrolobulares com
aspecto de drvore em brotamento (Figura 3).

Uma nova PT foi realizada e continuou
ndo teatora (0 mm). A baciloscopia de escarro
(coloracio de Ziehl-Neelsen) foi negativa em
duas amostras consecutivas. Foi submetida a
broncoscopia, que demonstrou lesdo infiltrativa
esbranquicada ocluindo 50% da luz do bronquio
do lobo superior esquerdo com intensa reacio
inflamatdria adjacente. O exame anatomopa-
tologico da lesdo bronquica revelou extensa
reacdo inflamatoria crénica granulomatosa
com necrose coagulativa. Auséncia de sinais de
malignidade. A pesquisa de BAAR foi positiva no
lavado broncoalveolar. Recebeu o diagnoéstico de
tuberculose pulmonar, e instituiu-se tratamento
com esquema | (rifampicinafisoniazida/pirazina-
mida). A paciente evoluiu bem, com melhora dos
sintomas e do aspecto radiologico apds 30 dias.
Recebeu alta apos seis meses de tratamento,
com resolugdo total dos sintomas respiratorios
e Importante melhora da radiografia de torax
(Figura 4).

A resposta inflamatdria na AR
e na tuberculose

A AR € uma doenca inflamatéra cronica,
autoimune, de etiologia desconhecida e que
afeta todos os grupos étnicos em todo 0 mundo.
Mulheres sdo 2,5 vezes mais afetadas do que
homens. O inicio da doenca pode ocorrer em
qualquer idade, mas o pico de incidéncia esta
entre a 4° e 5° décadas de vida. Caracteriza-se
clinicamente por poliartrite periférica, sime-
trica, que leva a deformidade e destruicdo das
articulacoes em wvirtude da erosdo oOssea e da
cartilagem. Punhos, dedos, joelhos e pés sdo
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Figura 1 - Radiografia de torax revelando opacidade
alveolar com aparente cavitacdo no lobo superior
esquerdo.

mais comumente comprometidos. Podem ainda
ocorrer sintomas constitucionais nao especificos,
como fadiga, sono ndo reparador e perda de
peso 57 As principais alteracées da membrana
sinovial desses pacientes sao hiperplasia;
alteracoes vasculares, que incluem injuria micro-
vascular, trombose e neovascularizacao; edema;
e infiltrado celular inflamatorio composto prin-
cipalmente por células T CD4+. As celulas T
CD4+ antigeno ativadas estimulam monocitos,
macrofagos e fibroblastos sinoviais a produ-
zirem citocinas IL-1, 1L-6 e TNF-o., assim como
a secretar metaloproteinases, através de sinali-
zadores de superficie CD69 e CD11 e através da
liberagcdo de mediadores soluveis, como IFN-y e
1L-17. Além disso, as células T CD4+ ativadas
estimulam células B a produzirem imunoglobu-

Figura 2 - Radiografia de torax revelando
opacidades alveolares no lobo superior esquerdo, ¢
bilateralmente nas bases, além de imagens sugestivas
de disseminacdo broncogénica no terco médio do
hemitorax esquerdo.
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linas, incluindo o fator reumatoide. As principais
citocinas responsaveis pela inflamacdo na AR séo
IL-1, 1L-6 e TNF-a. A IL-1 e o TNF-o: estimulam
as celulas da membrana sinovial a produzir cola-
genases e outras proteases, ativam condrocitos,
estimulando-os a produzir enzimas proteoliticas
que podem degradar a cartilagem localmente.
Finalmente, a 1L-1 e o TNF-o: podem contribuir
para a desmineralizacdo local pela ativacdo de
osteoclastos.®* Como uma citocina inflamatéria,
o TNF-o. tem um importante, e talvez dominante,
papel na sinovite teumatoide. Em um estudo
com culturas de células sinoviais de pacientes
com AR, o bloqueio do TNF-o. com anticorpos
reduziu significativamente a producao de 1L-1,
IL-6, IL-8 e GM-CSF. Assim, provavelmente, o
bloqueio do TNF-a tem um efeito mais global
na inflamacdo do que o bloqueio de outras
citocinas presentes em altas concentragcoes no
liquido sinovial, como IL-1.® O tratamento da AR
inclul medicacoes sintomaticas para o controle
da dor: anti-inflamatorios nao hormonais, glico-
corticoides e drogas modificadoras do curso da
doenca, como a hidroxicloroquina, sulfassala-
zina, metotrexato, leflunomida, azatioprina e
ciclosporina. Nos pacientes que persistem com
sintomas articulares importantes, apesar do uso
de combinacdes dessas drogas, estdo indicados
os agentes biologicos, entre eles, os anti-TNF.®

Por outro lado, a efetividade da resposta
imune celular na tuberculose depende, em parte,
da habilidade de produzir um perfil apropriado
de citocinas, mcluindo o TNF-c.. O TNF-o € uma
citocina pro-inflamatoria com importante papel
na patogénese da tuberculose, pois esta envol-
vido no aumento da capacidade dos macrofagos
de fagocitar e destruir as micobactérias. Além
disso, a producdo e a liberagdo de TNF-o sdo
essenciais para a formacdo dos granulomas que
sequestram as micobactérias e previnem a sua
disseminacéo. ¥

Bloqueadores do TNF-a e tuberculose

Drogas que inthem o TNF-oo vém sendo
desenvolvidas e utilizadas em pacientes com
AR para neutralizar os efeitos deletérios dessa
citocina inflamatona. Até o momento, estdo
disponiveis trés drogas para os pacientes que
sdo refratarios aos tratamentos convencionais
da AR, inclusive ao metotrexato: dois anticorpos
mono-humanizados — infliximabe e adalimu-
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| -
Figura 3 = TC de torax rtevelando opacidades
centrolobulares com aspecto de arvore em brotamento,
predominando nas porgdes superiores do pulméo
esquerdo.

mabe — e uma proteina de fusdao composta por
duas unidades p75 do TNF hibridizadas a porcéo
Fe de 1gG1 humana, que age como inibidor
competitivo do TNF — etanercepte ® Esses trés
agentes tém-se mostrado efetivos e seguros em
pacientes com doenca inicial ou estabelecida,
melhorando a qualidade de vida e minimizando
a progressdo dos danos radiograficos %' No
entanto, desde o inicio de seu uso, centenas
de casos de tuberculose pulmonar e extra-
pulmonar ja foram notificados em pacientes
usando anti-TNF-o. Em um levantamento de
todos os casos notificados ao Food and Drug
Administration até maio de 2001, observou-se

Figura 4 - Radiografia de torax apos o término
do esquema 1 de tratamento da tuberculose,
demonstrando importante melhora.
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que, dentre os 147.000 pacientes que estavam
usando infliximabe, foram notificados 70 casos
de tuberculose, dentre os quais 40 eram casos
de tuberculose extrapulmonar. Na maior parte
dos casos (989%), a tuberculose se desenvolveu
durante as seis primeiras infusées.'? Qutros
estudos demonstraram uma incidéncia aumen-
tada de tuberculose em pacientes usando outros
anti-TNF "2 Assim, pacientes em uso de agentes
anti-TNF devem ser considerados de risco para
a progressao de tuberculose ativa recentemente
adquirida ou para a reativacio da infeccdo remo-
tamente adquirida

A infecgdo latente

Todo paciente candidato a receber um
anti-TNF deveria ser avahado para tubercu-
lose latente antes do inicio de seu uso #8714
0 diagnostico de tuberculose latente € um
desafio. Ndo é possivel detectar diretamente
a presenca de micobacténas latentes no orga-
nismo. Os pacientes, em geral, ndo tém queixas
clinicas ou anormalidades radiologicas. Sequndo
as Il Diretrizes para Tuberculose da Sociedade
Brasileira de Pneumologia e Tisiologia, pacientes
candidatos ao uso de anti-TNFs com PT =5 mm
deveriam receber tratamento para a infeccdo
latente, com isoniazida na dose de 5-10 mg/kg de
peso até 300 mg/dia por seis meses, so devendo
ser iniciado o uso de anti-TNF apos pelo menos
um més de tratamento.””) Os pacientes com PT
negativa, mas com passado de tuberculose sem
tratamento adequado ou radiografia de torax
sugestiva de sequela de tuberculose tambeém
serlam candidatos a receber o tratamento para
tuberculose latente.!"?

Um grande complicador para o diagnos-
tico de tuberculose latente em portadores de
AR ¢ a anormalidade da funcdo imune celular
observada nesses doentes. Pacientes com AR
apresentariam uma incapacidade de producio
de resposta adequada a PT mesmo se infectados
pelo M tuberculosis"®

A PT € o exame que ha mais tempo vem
sendo utilizado com o ohjetivo de diagnosticar
tuberculose latente. Baseia-se na reacdo celular
(acumulo de células inflamatorias) desenvolvida
na pele 24-72 h apos a moculacao intradérmica
de PPD (mistura de proteinas de baixo peso
molecular) " A PT, o unico teste disponivel para
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Quadro 1 - Estudos comparando pacientes com artrite reumatoide ¢ controles em relacdo ao resultado positivo
na prova tuberculinica.

Estudo Pacientes Controles Pacientes com AR Controles com PT
com AR e PT positiva positiva
(local) n n Oy )
Ponce de Leon et al."® 12 96 29,4 70,8
(Lima, Peru)
Provenzano et al/"® 69 8,7
(Palermo, Italia)
Marques et al 48 48 14,6° 333
(Pernambuco, Brasil)
Greenberg et al 61 42 21,3 11,9
(Nova York, EUA)
Sezer et al"¥ 58 69 39
(Antalya, Turquia) 35'23° 200/31°

AR: artrite reumatoide; € PT: prova tuberculinica. *Diagnostico total de tuberculose latente em 24,6% (historia
previa de tuberculose ou PT > 5 mm ou radiografia consistente com tuberculose prévia: nodulo calcificado,
fibrose apical ou espessamento pleural). *Pacientes sem tratamento prévio para AR. “Pacientes ja tratados para

AR, candidatos ao uso de anti-TNE.

a deteccdo de tuberculose latente por quase
um século, apresenta uma série de limitagoes,
algumas de natureza operacional (técnica de
injecdo e de leitura, necessidade de duas wvisitas
ao laboratorio) e algumas de natureza imuno-
logica (efeito booster, baixa especificidade em
individuos previamente vacinados com BCG,
reacao cruzada com outras micobacténas e baixa
sensibilidade em pacientes imunossuprimidos).

Em um estudo realizado em Lima, Peru, que
incluiu 112 pacientes com AR e 96 controles,
observou-se PT negativa em 70,6% dos indivi-
duos com AR contra 26% dos controles. Todos
05 pacientes utilizavam doses de prednisona
inferiores a 7,5 mg/dia, reconhecidamente como
nio tendo um efeito imunossupressor.'®

Mais recentemente, em um estudo com
149 individuos (35 pacientes com AR ndo
previamente tratados, 23 pacientes com AR,
22 pacientes com espondilite anquilosante em
uso de drogas imunossupressoras e candidatos
ao uso de agentes biologicos e 69 individuos
saudaveis), observaram-se valores de PT signifi-
cativamente menores em pacientes com AR ndo
tratados do que nos pacientes com AR em uso
de drogas com acdo imunossupressora, pacientes
com espondilite anquilosante e controles, suge-
rindo um efeito direto da AR sobre o resultado
da PT.9

Em estudo realizado na Itahia, que incluiu
69 pacientes com AR, 10 com espondilite anqui-
losante e 6 com artrite psoriasica, observou-se
PT positiva em 8,7% dos pacientes enquanto, no
total, 24,600 dos pacientes tiveram diagnostico
de tuberculose latente com base na historia prévia
de tuberculose, PT positiva ou lesdes radiolo-
gicas consistentes com tuberculose sequelar. Os
dados sugerem que a PT nao & suficientemente
sensivel para diagnosticar tuberculose latente
em pacientes com AR e outras espondiloartro-
patias !'®

Em um estudo recente realizado em
Pernambuco, Brasil, foram incluidos 96 indivi-
duos, sendo 48 pacientes com AR e 48 controles
saudaveis, e observou-se resultado positivo
para PT em 14,60 dos pacientes com AR
(PT =2 5 mm) contra 33,3% no grupo controle
(PT = 10 mm).2

Um resultado conflitante com os anteriores
foi observado em um estudo realizado em Nova
York, EUA. Considerando a PT positiva com
induracdo = 10 mm, 16,4% dos pacientes com
AR foram positivos contra 11,9% dos controles.
Utilizando um ponto de corte de 5 mm para a
PT nos pacientes com AR, 21,3% foram posi-
tivos. 21

Vale ainda comentar o estudo no qual se
baseou o uso de tratamento da tuberculose
latente para pacientes que receberiam anti-TNF
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somente no resultado da PT, com 4 casos de
tuberculose ativa entre os 43 pacientes inclu-
idos. 22

Com excecdo do estudo realizado em Nova
York, os outros estudos descritos mostram uma
significativa menor porcentagem de pacientes
com AR e resultado positivo para PT (mesmo
considerando-se como rtesultado  posifivo
PT = 5 mm) do que entre controles saudéveis,
sugerindo, entdo, uma menor habilidade da PT
em identificar tuberculose latente nesse grupo
de pacientes (Quadro 1).

Novos testes para o diagndstico de
tuberculose latente

0 desenvolvimento de testes alternativos
para o diagnostico de tuberculose latente tem
sido alvo de inumeras pesquisas. A identifi-
cacdo de reqides do genoma do M. fuberculosis
que estdo ausentes no BCG e em micobacte-
rias ambientais permitiu o desenvolvimento de
novas ferramentas diagnosticas. Duas proteinas
codificadas pela regido de diferenca 1 (CPF-10
e ESAT-6), que é deletada durante a transfor-
macdo do A bovis para a produciao de BCG,
sao utilizadas como antigenos especificos. Essas
proteinas induzem uma forte resposta imune das
celulas T em modelos experimentais, levando a
producao de IFN-y, que € quantificado pelos
testes.”” Duas formas comerciais de testes que
quantificam IFN-y vém sendo utilizadas em
estudos. A primeira utiliza tecnologia de ELISA
e mede a concentracao de IFN-y liberada apos a
incubacao do sangue total com o antigeno espe-
cifico (QuantiFERON® - Tb Gold; Cellestis Inc,,
Valencia, CA, EUA). A outra técnica emprega o
ensaio enzyme-linked immunospot (ELISPOT)
utilizando células mononucleares pernféricas
produtoras de IFN-y em resposta a estimulacdo
com os antigenos especificos (T-SPOT.TB;
Oxford Immunotec, Abdingdon, Reino Unido).

0 método baseado em ELISA apresenta
elevada especificidade em individuos sauda-
veis vacinados com BCG (acima de 980 vs.
35,400 na PT).?* Estudos de comelacio entre
o metodo ELISA e a PT mostram resultados
bastante diferentes em locais onde a tubercu-
lose € endémica ou nao. Esses resultados podem
ser influenciados pela baixa especificidade da
PT em populagdes vacinadas com BCG e pelos
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resultados falso-negativos com o metodo ELISA,
pois os antigenos utilizados no exame nao sao
0s Unicos tesponsaveis pela antigenicidade de
M. tuberculosis'*

A aplicacdo do método ELISA para o diag-
nostico de tuberculose latente em pacientes
com AR vem sendo alvo de varos estudos nos
ultimos 3 anos. Em um estudo realizado em uma
populacdo em Lima, Peru, onde a tuberculose &
endémica, (prevaléncia de tuberculose latente
estimada de 680%), comparou-se o uso da PT e
o metodo ELISA entre 101 pacientes com AR e
93 controles (pacientes com doencas reumato-
légicas ndo inflamatorias). A PT foi considerada
positiva se = 5 mm em pacientes com AR e
> 10 mm nos controles. 0 numero de pacientes
com resultados positivos no metodo ELISA
foi comparavel entre os grupos AR e controle
(44,6% e 59,106, respectivamente), enquanto a
PT detectou significativamente menos tuber-
culose latente em pacientes com AR (26,7% vs.
65,60 nos controles) 2¢

Em um estudo realizado em uma popu-
lacdo de baixa endemicidade para tuberculose,
com 142 pacientes com doencas reumatolo-
gicas (57 com espondiloartropatias, 40 com
AR e 45 com outras doengas), observou-se
baixa concordancia entre os resultados da PT
e da dosagem de IFN-y. O resultado positivo
no metodo ELISA associou-se fortemente a
presenca de fatores de risco para tuberculose
latente e menos a vacinacao com BCG do que o
resultado na PT (OR = 0,74; 1C95%: 0,15-1,47
vs. OR = 2,44; 1C950: 0,74-8,01; p = 0,025). A
vacinacao previa com BCG afetou os resultados
da PT, mas ndo aqueles do método ELISA "

Em um estudo com 398 pacientes com
doencas autoimunes em Roma, na Iltalia,
observou-se boa concordédncia entre a PT e o
método ELISA (87,70%). Tratava-se de uma
populacao de baixa endemicidade para a tuber-
culose, e apenas 40b dos pacientes estudados
eram vacinados com BCG ¥

0 outro método de quantificacdo do IFN-v,
ELISPOT, também wvem sendo estudado em
pacientes com AR. Em um estudo realizado na
Franca em pacientes com doenca autoimune,
durante a nvestigacdo de tuberculose latente
antes da utilizacdo de agentes anti-TNF-a,
classificaram-se 68 pacientes entre portadores
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de tuberculose latente (n = 35) e ndo portadores
(n = 33), de acordo com critérios clinico-radio-
graficos e PT positiva se a induracdo = 10 mm.
Ap6s realizar ELISPOT com antigenos espe-
cificos para tuberculose, observaram-se mais
tesultados positivos no grupo classificado como
tendo tuberculose latente (p = 0,05). Entre os
13 pacientes com tuberculose latente indepen-
dente da PT, 38,5% tinham PT negativa e 15,40
tinham ELISPOT negativo, demonstrando uma
maior sensibilidade do ELISPOT em relacdo a
PT 29

Em um recente estudo no estado de
Pernambuco, rtealizou-se ELISPOT e PT em
48 pacientes com AR e 49 controles sauda-
veis. Dos pacientes com AR, 2506 apresentaram
resultados positivos no ELISPOT, enquanto 1400
tinham PT positiva. No grupoe controle, 3500
tinham PT positiva e 180 etam positivos ao
ELISPOT. Utilizando diferentes modelos para a
identificacdo de tuberculose latente (PT posi-
tiva; PT positiva e anormalidade na radiografia
de torax; PT positiva e contato intradomiciliar
com tuberculose ativa; PT positiva e alteracdo
radiologica; e contato intradomiciliar com tuber-
culose ativa), observou-se alta especificidade e
alto valor preditivo negativo no grupo AR, suge-
nindo que, nessa amostra, o ELISPOT fo1 mais atil
em identificar resultados falso-negativos na PT
(12 resultados positivos no ELISPOT vs. 7 resul-
tados positivos na PT). Demonstrou-se ainda a
habilidade do ELISPOT em confirmar, com alto
grau de certeza, que, nos casos de PT negativa,
a tuberculose latente esta realmente ausente. Os
autores concluem que, para os pacientes com
AR nessa populacdo, a PT positiva dispensa a
confirmacdo com ELISPOT e que o tratamento
da tuberculose latente deveria ser indicado. Ja
entre os casos de PT negativa e com anormali-
dade na radiografia de torax ou naqueles com
contato intradomiciliar com tuberculose ativa,
o ELISPOT podenia ser realizado para identificar
resultados falso-negativos *"

Consideragdes finais

Em resumo, ainda sdo poucos os estudos
com testes de quantificacdo de IFN-y no grupo
especifico de pacientes com AR. Além disso, os
resultados variam bastante se considerarmos
populacdes com diferentes prevaléncias de
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tuberculose latente. Uma grande dificuldade em
se avaliar a performance desses testes ¢ a falta de
um padrédo ouro para identificar os casos verda-
deiros de tuberculose latente, o que torna dificil
a comparacdo de resultados entre estudos que
utilizam diferentes definicdes. Outra dificuldade
¢ a falta de padronizacio do ponto de corte
para a PT nos estudos, alguns autores utilizando
5 mm e outros utilizando 10 mm para definir
resultados positivos.

No caso relatado, foi realizada pesquisa para
tuberculose latente conforme as orientacdes
brasileiras atuais, com o levantamento da historia
de contatos anteriores e realizacdo de radiografia
de torax e de PT. Este caso ilustra a possibilidade
dos pacientes com AR apresentarem tuberculose
ativa apos o uso de bloqueadores do TNF mesmo
sem infeccdo latente identificada pelos métodos
utilizados atualmente no Brasil. Demonstra ainda
a demora do diagnostico correto de tuberculose,
situacdo comum mesmo em um pais com alta
incidéncia da doenca. Chama a atencdo, entdo,
para a necessidade de se estabelecer novas ferra-
mentas de diagnostico e de manejo nesse grupo
de pacientes e, principalmente, a necessidade de
acompanhamento do paciente apos o inicio da
medicacdo quanto ao surgimento de sintomas
sugestivos de tuberculose ativa.
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4 TEXTO DE LIGAGAO

No manuscrito ja publicado apresentamos o caso de uma paciente com
diagndstico de artrite reumatoide, que iniciou o uso de adalimumabe apds adequada
investigacdo de TBIL, conforme recomendagOes brasileiras atuais, e desenvolveu
quadro de tuberculose pulmonar. No mesmo manuscrito, realizamos uma revisdo da
utilizacdo da PT e dos novos testes diagndsticos para TBIL na artrite reumatoide. Ficou
claro que este ainda é um importante campo de pesquisa, em que o papel de cada teste
ndo estd bem definido. Novas pesquisas sdo necessarias em populagdes com diferentes
incidéncias de tuberculose, com o intuito de se avaliar o papel de cada exame nesse
grupo especifico de pacientes. Uma vez que ainda ndo existe um teste ou estratégia
diagndstica considerada padrdo ouro para o diagndstico de TBIL, torna-se também
importante 0 estudo da aplicacdo de exames ja existentes em novas estratégias
diagnosticas. No manuscrito a seguir apresentamos estudo realizado entre pacientes com
artrite reumatoide do ambulatorio de Reumatologia do HC-UFG, em que avaliamos a
utilizacdo da PT e do T-SPOT-TB no diagnostico de TBIL; avaliamos ainda a
performance da dosagem de IFN-o através de citometria de fluxo apds estimulo com
Hspx e finalmente a utilizagdo da tomografia computadorizada de alta resolugdo como

possivel ferramenta diagnostica.
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Artigo 2

TITULO: Tuberculose latente em pacientes com artrite reumatoide.
Avaliacdo da resposta celular e novas estratégias diagndsticas.

AUTORES: Daniela Graner Schuwartz Tannus Silva, Bruna Daniella de Souza
Silva, Pedro Paulo Teixeira e Silva Torres, Pedro José de Santana Junior, Ana
Paula Junqueira-Kipnis, Marcelo Fouad Rabahi.

RESUMO

INTRODUGCAO: O diagndstico de tuberculose latente (TBIL) em pacientes com artrite
reumatoide (AR) ganhou especial importancia com o advento do uso dos agentes anti
necrose tumoral (anti-TNF-a) e o surgimento de casos de tuberculose ativa nesses
pacientes. A prova tuberculinica (PT), teste utilizado hd mais de um século no
diagnéstico de TBIL, apresenta valor limitado entre os pacientes com AR. Novos
exames, que se baseiam na producdo e liberagdo de interferon-gamma (IFN-y), vém
sendo estudados mas ainda ndo tém seu papel bem estabelecido neste grupo de
pacientes. OBJETIVOS: Comparar o diagnostico de TBIL em um grupo de pacientes
com AR através da resposta imune celular frente a prova tuberculinica, T.SPOT-TB e
medida da producdo de IFN-y através da citometria de fluxo apds estimulo com Hspx e
através de alteragdes tomograficas compativeis com TBIL. METODOS: Avaliacio
clinico-epidemioldgica, realizacdo de PT, T.SPOT-TB, citometria de fluxo e tomografia
computadorizada de alta resolucdo (TCAR) em um grupo de pacientes com AR do
ambulatério de Reumatologia do Hospital das Clinicas - UFG. RESULTADOS: A
resposta a PT foi menor nos pacientes com AR (13,5%) do que a resposta esperada para
populacdo geral. O T.SPOT-TB identificou um maior nimero de pacientes com TBIL
em relacdo a PT (36,8%). A producdo de IFN-y em resposta ao Hspx ndo foi
estatisticamente diferente entre os grupos considerados como TBIL (PT e/ou T.SPOT-
TB positivos) ou NAO TBIL (PT e T.SPOT-TB negativos). A TCAR apresentou
alteracbes compativeis com TBIL em 52,9% dos pacientes estudados, inclusive entre
oito dos onze pacientes com PT e T.SPOT-TB negativos. CONCLUSOES: A PT
isoladamente é insuficiente para o diagndstico de TBIL. O T.SPOT TB apresentou
maior nimero de resultados positivos em relacdo a PT mas foi negativo em grande
porcentagem de pacientes com alteragdes tomograficas bastante sugestivas de TBIL. A
TCAR é um exame acessivel na maior parte dos grandes centros e deve ser incorporada

na estratégia diagnostica de TBIL em pacientes com AR.
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TITLE: Latent tuberculosis in rheumatoid arthritis patients.
Assessment of cellular response and new diagnostic strategies

ABSTRACT

BACKGROUND: The diagnosis of latent tuberculosis (TBIL) in patients with
rheumatoid arthritis (RA) has gained special importance with the advent of the use of
anti tumor necrosis factor (anti-TNF-o) and the emergence of cases of active
tuberculosis in these patients. Tuberculin skin test (TST) has been used for more than a
century in the diagnosis of TBIL but has limited value in patients with RA. New tests
that are based on the production and release of interferon-gamma (IFN-y) have been
studied but its role has not yet well established in this group of patients. OBJECTIVES:
To compare the diagnostic TBIL in a group of patients with RA through the cellular
immune response using the TST, T.SPOT-TB and the production of IFN-y measured by
flow cytometry after stimulation with Hspx and through CT changes compatible with
TBIL. METHODS: Performance of clinical and epidemiological, TST, T.SPOT-TB,
flow cytometry and high resolution computed tomography (HRCT) in a group of RA
patients from rheumatology outpatient clinic of the Hospital das Clinicas - UFG.
RESULTS: The response to TST was lower in RA patients (13.5%) than the expected
response to the general population. The T.SPOT-TB identified a larger number of
patients with TBIL compared to TST (36.8%). The production of IFN-y in response to
Hspx was not statistically different among the groups considered TBIL (PT and / or
T.SPOT-positive TB) or NO TBIL (PT and T.SPOT-negative TB). HRCT showed
changes consistent with TBIL in 52.9% of patients, even among eight of the eleven
patients with PT and T.SPOT-TB negatives. CONCLUSION: PT alone is not adequate
for diagnosing TBIL. The T SPOT TB showed a higher number of positive results
compared to PT but was negative in a large percentage of patients with CT changes
highly suggestive of TBIL. HRCT is accessible in most major centers and should be
incorporated in the diagnostic strategy of TBIL in

patients with RA.
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Introducéo

A tuberculose (TB) continua sendo um problema mundial de saude publica, que
afeta predominantemente a faixa economicamente ativa da populacdo. O Brasil esta
entre 0s 22 paises responsaveis por 90% dos casos de TB no mundo. Nosso pais possui
cerca de 50 milhdes de infectados, com aproximadamente 85 mil casos novos
notificados a cada ano (1,2). Apesar do diagndstico e tratamento da tuberculose ativa ser
a principal prioridade dos programas de tuberculose em paises com alta incidéncia da
doenca, a tuberculose latente (TBIL) assume grande importancia em pacientes com
maior risco de evoluir para forma ativa da doenga, como 0s pacientes com artrite
reumatoide (AR) candidatos ao uso de antagonistas do fator de necrose tumoral-a (anti-
TNF-a).

Desde o inicio do uso dos anti-TNF-a tornou-se critico o screening de TBIL nos
pacientes candidatos ao seu uso. Apesar do grande nimero de estudos com esse objetivo
desde entdo, ainda ndo esta claro qual a melhor abordagem. Varios paises publicaram
diretrizes através de suas Sociedades de especialidades que incluem, na maioria das
vezes, historia de contato com tuberculose ativa, resultado da prova tuberculinica (PT) e
radiografia de térax (3,4). Com o surgimento de novos testes para o diagndstico de
TBIL, estudos recentes vém tentando estabelecer seu papel na AR, mas mesmo para um
teste tdo antigo como é a prova tuberculinica, seu real valor na AR ainda ndo esta
totalmente esclarecido.

Sabendo-se que a PT ndo parece ser o teste ideal para diagndstico de TBIL em
pacientes com AR (5,6), torna-se importante a avaliagdo de novas estratégias
diagnosticas. O objetivo do presente estudo foi avaliar e comparar a performance de
testes que avaliam a resposta imune celular: PT, T.SPOT-TB, producdo de interferon-
gamma (IFN-y) apos estimulo com Hspx (proteina a-cristalina 16-kDa) e ainda o papel
da tomografia computadorizada de alta resolucdo de térax (TCAR) no diagnéstico da

TBIL em um grupo de pacientes com AR.

Materiais e métodos

Participantes
Este € um estudo transversal, em que foram incluidos 37 pacientes,
aleatoriamente, do ambulatério de Reumatologia do Hospital das Clinicas — UFG. Para

a inclusdo, os pacientes precisavam ter diagndstico de AR e mais de 18 anos de idade.
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Foram criterios de exclusdo: gravidez suspeita ou confirmada, sorologia positiva para
HIV, ndo comparecimento para realizacdo ou leitura da PT e histdria de diagndstico ou
tratamento de TB no passado. Entre dezembro de 2008 e dezembro de 2009, pacientes
que compareciam em consulta regular ao ambulatério de artrite reumatoide, eram
convidados a participar do estudo. Critérios diagnosticos da AR eram confirmados no
prontudrio. Muitos dos pacientes que preenchiam os critérios de inclusdo, ndo foram

incluidos por estarem participando de outros estudos clinicos.

Procedimentos

Foi obtida historia médica de todos os 37 pacientes, incluindo diagnostico
prévio ou contato com tuberculose e histdria de vacinacdo com BCG. Realizado exame
fisico com documentacdo da presenga de cicatriz vacinal. Medicacdes em uso e doses
foram registradas. Foi realizada prova tuberculinica nos 37 pacientes. Em 19 pacientes
foi coletado sangue para obtencdo de PBMC (células mononucleares do sangue
periférico) e realizacio de T.SPOT-TB e citometria de fluxo. Tomografia
computadorizada de térax de alta resolucdo (TCAR) foi realizada em 34 pacientes.
Todos os pacientes assinaram consentimento informado antes de sua participagdo. O
estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital das Clinicas — UFG
(Protocolo 195/07).

Prova tuberculinica

Foram aplicados 100 ul (2Ul) de PPD Rt 23 intradérmico na face anterior
do antebraco . A leitura da induracdo foi realizada apds 72h da aplicacdo com o método
de palpacdo da induracdo perpendicular ao maior eixo do antebrago e o resultado foi
expresso em mm. O mesmo profissional aplicou e fez a leitura de todos os exames. O

exame foi considerado reator quando o didametro da induragéo foi > Smm.

Citometria de fluxo

Células mononucleares do sangue periférico foram obtidas por gradiente de
densidade apos centrifugacdo com Ficoll-Paque Plus (GE Healthcare Bio-Sciencies
AB). As células foram lavadas duas vezes em salina e ressuspendidas em meio RPMI
1640 (GIBCO, Invitrogen Corporation) suplementado com 2mM glutamina, 10nM

piruvato, 2mM amino acidos, 50ug mL™ penicillina, 50pg mL™ streptomicina e 10%
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soro humano inativado e distribuidas em placa de 96 pocgos ap0s ajuste da celularidade
para 2x10° cels/mL. As células foram entdo incubadas com Hspx (1ug/mL), anti-CD3 e
solugéo Golgi stop (monensin - BD Bioscience Pharmingen) a 37°C, CO; (5%) por 6h.
A seguir, as células foram tratadas com PBS/azida 0.05% por 20 minutos e
centrifugadas a 3000 rpm por 10 minutos. Foram entdo incubadas com anti-CD4/APC
(eBioscience) a 4°C for 18minutos. As placas foram lavadas duas vezes com PBS/Azida
0,05% e tratadas com PermFix (BD Pharmingen, San Jose, USA) por 18 minutos. Para
marcacdo intracelular , as celulas foram tratadas com Perm Wash buffer (BD Bioscience
Pharmingen) e incubadas a 4°C por 18 minutos com anti-IFN-y/FITIC (BD Bioscience
Pharmingen). As amostras foram analisadas em equipamento FACSCalibur(Becton
Dickinson, San Jose, USA) no Hospital Aradjo Jorge (Goiénia-Goias). Pelo menos
50.000 eventos foram adquiridos por amostra. Os dados foram analisados utilizando

FACSDiva software (BD Biosciences Becton Dickinson).

T.SPOT®-TB (Oxford Immunotec).

Foi realizado conforme orientacbes do fabricante. Em resumo, apds a
obtencdo do PBMC essas células sdo preparadas e incubadas com antigenos especificos
para tuberculose em uma placa preparada com anticorpos anti-IFN-y. Se ha
reconhecimento dos antigenos e producdo de IFN-y este é capturado pelos anticorpos e
formam-se spots no fundo da placa. Os exames foram considerados reativos nas
seguintes situacodes:

- Nos casos em que o controle negativo tinha de 0 a 5 spots e a contagem de spots de
um dos painéis menos a contagem de spots do controle negativo era > 6
- nos casos em que o controle negativo tinha de 6 a 10 spots e a contagem de spots de

um dos painéis era maior que duas vezes a contagem de spots do controle negativo.

Tomografia Computadorizada de alta resolucéo

Foram realizadas TCAR de 34 pacientes, em tomografo multislice — 6
canais - (Somatom Emotion 6, Siemens), conforme protocolo de alta resolugéo, com
cortes axiais de 1 mm de espessura dos apices até as cUpulas diafragmaticas, com
espacamento de 10 mm. Foi utilizado filtro de agugamento de contornos e as imagens
foram obtidas em niveis apropriados para janelas de pulméo, em matriz 512 x 512. Os

exames foram avaliados por radiologista com experiéncia em analise de TC de térax,
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cego para a PT e outros resultados. Os pacientes foram classificados como tendo TCAR
compativel com TBIL ou sem alteracBes sugestivas de TBIL. Para essa classificacdo
foram consideradas as seguintes alteragdes (7):

- nédulos calcificados no parénquima pulmonar (nédulo de Ghon)

- linfonodos hilares calcificados

- espessamento pleural apical

- lesdes fibroticas de lobos superiores com ou sem reducéo volumeétrica do lobo

Anélise estatistica

Para comparacdo do resultado da PT e do T.SPOT-TB entre os pacientes
vacinados e ndo vacinados com BCG foi realizado o teste exato de Fisher. Foi calculado
0 kappa para avaliar a concordancia entre a PT e T.SPOT-TB. Para a andlise dos
resultados da citometria, a mediana e o desvio padrdo bem como a amplitude de
variacdo dentro de cada grupo foram calculados. Para calcular a diferenca entre os
resultados de cada grupo, o teste de Mann-Whitney-Wilcoxon foi utilizado. Valores de
p inferiores a 0,05 foram considerados estatisticamente significativos. A tabulacéo e a

construcdo do grafico foi feita através do programa GraphPad Prism 5 Microsoft®.
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Resultados

Trinta e sete pacientes (33 mulheres e 4 homens) foram incluidos e

preenchiam os critérios diagnésticos de AR do Colégio Americano de Reumatologia (8)

com média de idade de 55,4 anos (39-81 anos). O tempo de diagnostico variou de 1 a 35

anos, com média de 11,3 anos. Apenas 3 pacientes ndo estavam em uso de corticoides.

Os dados clinicos mais importantes estdo descritos no quadro 1.

Quadro 1- Caracteristicas clinicas dos 37 pacientes incluidos

Sexo feminino/masculino 33 /4 (89%/11%)
Idade média (min-max) 55,4 (39-81 anos)
Tempo de diagndstico médio (min-max) 11,3 (1 a 35 anos)

Tabagistas atuais ou no passado

19 (51,3%)

Uso de corticoide em dose > 7,5mg

prednisona ou equivalente

16 (43,2%)

Uso de droga modificadora do curso da
doenca (metotrexate / leflunomida ou

azatioprina)

29 (78,3%)

Uso de corticoide em dose >7,5mg
prednisona ou equivalente ou droga

modificadora do curso da doenca

34 (91,9%)

Vacinados com BCG

18 (48,6%)

Min: minimo, Max: maximo, BCG: bacilo de Calmette-Guérin
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A figura 1 esquematiza os procedimentos realizados. Todos os 37 pacientes
incluidos realizaram prova tuberculinica. Destes, 13,5% foram reatores e 86,5% foram
nao reatores.

PT

[ 37 pacientes

realizaram TCAR

J{ _ 3 pacientes ndo

TCAR

34 pacientes

| \!

T.SPOT —TB e citometria de fluxo

18 + 1
19 pacientes

Figura 1- Procedimentos realizados nos 37 pacientes incluidos

PT: prova tuberculinica, TCAR: tomografia de térax de alta resolugdo

N&o houve diferenca estatistica na positividade a prova tuberculinica quando
comparados 0s grupos de pacientes vacinados com BCG ou nédo vacinados (p=0,3958).
Em trés pacientes o status vacinal ndo pode ser definido. Trata-se de pacientes que

afirmavam ter recebido BCG, nos quais ndo foi constatada cicatriz vacinal (Tabela 1).

Tabela 1- Resultados da PT de acordo com o status vacinal

PT positiva | PT negativa

Vacinados com BCG n=18 2 (11%) 16 (89%)

Né&o vacinados com BCG n=16 | 2 (12,5%) | 14 (87,5%)

Vacinacdo indefinida n=3 1 2

Total de pacientes (n=37) 5(13,5%) | 32 (86,5%)

N&o houve diferenca estatistica significativa no resultado da PT entre os
grupos de pacientes vacinados e ndo vacinados

PT: prova tuberculinica, BCG: bacilo de Calmette-Guérin

Dezenove pacientes do grupo total, selecionados conforme disponibilidade dos Kkits,
foram submetidos ao T.SPOT TB e citometria de fluxo. Destes, 36,8% foram reativos
ao T.SPOT TB, enquanto 63,2% foram n&o reativos. Assim como para PT, ndo houve
diferenga estatistica quando o grupo foi dividido entre vacinados ou ndo vacinados
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(p=0,3779). Estes resultados estdo demonstrados na tabela 2. Os resultados da PT e
T.SPOT TB foram concordantes em 14 pacientes (73,6%). Em 4 pacientes a PT foi
negativa e o T.SPOT-TB reativo. Os dois exames apresentaram concordancia razoavel
(kappa = 0,379).

Tabela 2- Resultados da PT e do T.SPOT-TB no grupo de pacientes que realizou os

dois exames
T.SPOT-TB | T.SPOT-TB PT PT
positivo negativo Positiva negativa
Vacinados com BCG | 4 (40%) 6 (60%) 2 (20%) 8 (80%)
(n=10)
N&o vacinados com | 3 (42,8%) 4 (57,2%) 1(14,3%) | 6(85,7)
BCG (n=7)
Vacinacdo indefinida | O 2 1 1
(n=2)
Total (n=19) 7 (36,8%) 12 (63,2%) 4 (21%) 15 (79%)

Né&o houve diferenca estatistica significativa na positividade da PT e do T.SPOT-TB quando comparados
pacientes vacinados e ndo vacinados

PT: prova tuberculinica, BCG: bacilo de Calmette-Guérin

Entre os 37 pacientes do estudo, trinta e quatro pacientes realizaram TCAR e
destes, 18 apresentavam alteracOes sugestivas de TBIL e 16 pacientes apresentavam
TCAR normal ou com outras alteracdes ndo relacionadas a TBIL (como enfisema e
doenca intersticial relacionada a AR por exemplo). Entre os 5 pacientes com PT
positiva, 4 apresentavam TCAR compativel com TBIL e um ndo. Dos 32 pacientes
com PT negativa que realizaram TCAR, 14 pacientes apresentavam alteracdes

sugestivas de TBIL ( figura 2).
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Pacientescom PT
N=37

PT negativa PT positiva
N=32 N=5

3 pacientes (3,5%) ndo

realizaram TCAR

TCAR sem TCAR com TCAR sem TCAR com

alteragdesde TBIL alteracdesde TBIL alteragdoesde TBIL alteracdesde TBIL
N=15 (46,8%) N=14 (43,7%) N=1 (20%) N= 4 (80%)

Figura 2- Distribuicdo dos pacientes que apresentavam ou nao alteragdes compativeis

com TBIL de acordo com a resposta a prova tuberculinica.

Quando avaliado somente o grupo que realizou também T.SPOT-TB (n=19),
entre os 11 pacientes com os dois exames negativos, oito apresentavam alteracdes de
TBIL (figura 3). Alguns desses pacientes apresentavam lesfes extensas sugestivas de

TB prévia, provavelmente com resolucédo espontanea (quadro 2).

Pacientescom PT e T.SPOT-TB
N=19
|
| |
positivos

negativos

_ N=8
N=11 1pacientendo

‘ realizou TCAR

b

TCAR sem TCAR com TCARsem TCAR com
alteragbesde TBIL alteracbesde TBIL alteragdesde TBIL alteracdesde TBIL
N=3 (27,3%) N= 81(72,7%) N=4 ({50%) N= 3(37,5%)

Figura 3— Distribuicdo dos pacientes que apresentavam ou nédo alteracdes compativeis
com TBIL e acordo com a resposta a PT e ao T.SPOT-TB.
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Quadro 2- Alteracoes na TCAR de cada um dos 8 pacientes com PT e SPOT TB
negativas e TCAR compativel com TBIL

Paciente | Alteracdo na TCAR

1 Nodulo calcificado LSE

2 Fibrose LSE + linfonodos mediastinais calcificados

3 Alteracdes fibro-cicatriciais pleuro-apicais bilaterais com distorcdo da
arquitetura +bronquiectasias+nddulo calcificado LSD

4 Nodulo calcificado LID + linfonodo calcificado hilo direito

5 AlteracBes fibro-cicatriciais pleuro-apicais + nddulo calcificado LSD +
linfonodo mediastinal calcificado

6 Espessamento pleural apical bilateral + bandas parenquimatosas em lingula +
nodulo calcificado LM + linfonodo mediastinal calcificado

7 Nodulo calcificado LID

8 Nodulo calcificado LID

. TCAR: tomografia computadorizada de alta resolucdo, LSE: lobo superior esquerdo, LSD: lobo superior
direito, LM: lobo médio, LID: lobo inferior direito.

O resultado da citometria de fluxo (figura 4), para deteccdo de células

produtoras de IFN-y, usando como antigeno o HSPx , foi comparado com os resultados

da PT e T.SPOT-TB. Néo houve diferenca estatistica para os resultados da citometria de

fluxo entre os grupos TBIL e ndo TBIL(p=0,2439) (considerando como TBIL PT e/ou
T.SPOT-TB positivos)(figura 5).
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Figura 4- Exemplos de Dot Plots de citometria de fluxo representando a selecdo de
celulas TCD4+IFN-y+.
A. Selecdo de linfdcitos do sangue periférico de um dos pacientes de acordo com os pardmetros de
tamanho (FSC) e granulosidade (SSC). B. Sele¢do da populacdo de células TCD4+ de acordo com a
granulosidade (SSC). C. Selegdo de células TCD4+IFN-y+(Q2). As analises foram realizadas pelo
software BD FACS DIVA.
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Figura 5. Porcentagens de células TCD4+IFN-y+ especificas ao antigeno Hspx de
pacientes com TBIL (PT e/ou T.SPOT-TB positivos) e ndo TBIL (PT e T.SPOT-TB
negativos).

Resultados representam a mediana (barra central), o desvio padrdo (barras superiores e inferiores) e

amplitude de variagdo (limite superior e inferior do quadrado).
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Discusséo

Em nosso estudo observamos PT positiva em 13,5% (n total=37) dos pacientes
testados. Nosso resultado € semelhante ao de outros estudos. Estudo realizado em
Pernambuco por Marques e cols. encontrou PT positiva em 14% dos pacientes com AR
contra 33,3% no grupo controle (pacientes sem AR)(9); Ponce de Leon e col. (6), no
Peru, observaram PT positiva em 29% da populacdo com AR comparada com 71% no
grupo controle; Tamborenea e cols.(10) encontraram PT positiva em 12,4% de uma
coorte de pacientes com AR na Argentina. Diferente dos estudos anteriores, estudo
realizado nos Estados Unidos por Greenberg e cols. (11), ndo encontrou diferenca na
positividade da PT entre pacientes com AR e controles.

A prova tuberculinica é o principal exame utilizado para diagnostico de infecgédo
latente por Mycobacterium tuberculosis. Nos pacientes com AR a resposta a PT vem
sendo alvo de discussdo, com resultados conflitantes entre estudos. A maioria dos
estudiosos, no entanto, concorda que a PT tem uma menor habilidade em diagnosticar
TBIL nos pacientes com AR do que em individuos saudaveis. O mecanismo pelo qual a
resposta a PT esta atenuada nos pacientes com AR ndo esta totalmente esclarecido, mas
relaciona-se com a anormalidade da funcdo imune celular observada nesses pacientes
(12-14). Alguns estudos tém demonstrado melhor sensibilidade da PT em pacientes com
algum tipo de imunossupressao, como na AR, com doses maiores de PPD (15-17).

A positividade da prova tuberculinica no presente estudo ndo foi afetada pelo
status vacinal. Encontramos dois pacientes com PT positiva entre os 18 pacientes
vacinados e 2 com PT positiva entre os 16 ndo vacinados; em um dos pacientes com PT
positiva ndo foi possivel definir, com certeza o status vacinal. Nosso resultado é
semelhante ao de estudos prévios em pacientes com AR que também ndo encontraram
efeito do BCG na PT (6,18). A influéncia da vacinagdo com BCG no resultado da PT é
conhecida ha muito tempo, no entanto estudos recentes minimizam este efeito (19).
Alguns fatores afetam essa influéncia, como por exemplo, a idade dos pacientes.
Adultos jovens tém seu resultado afetado de maneira mais pronunciada do que pacientes
mais velhos. Outro fator importante € a incidéncia de tuberculose na regido do paciente,
sendo menor a influéncia do BCG no resultado da PT em areas de endemicidade para
tuberculose (20). Como nosso estudo incluiu apenas pacientes com mais de 18 anos,
todos com idade entre 39 e 81 anos, e estamos em um pais endémico para tuberculose, a

falta de influéncia da vacina no resultado da PT era esperada. Chama a atenc¢éo a grande
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porcentagem de individuos ndo vacinados incluidos. A provavel explicacdo € que a
maioria dos pacientes sdo idosos e passaram a infancia em area rural, provavelmente
sem cobertura vacinal na ocasiéo.

No presente estudo realizamos o T.SPOT-TB em parte dos pacientes estudados
(n=19). Os IGRAs (interferon- gamma release assay) sao testes que detectam infeccao
tuberculosa pela medida in vitro da produgdo de IFNy (interferon-gamma) por células T
em resposta a antigenos especificos para Mycobacterium tuberculosis. Dois IGRAS ja
foram liberados pelo FDA e estdo disponiveis comercialmente em alguns paises: o
T.SPOT-TB que emprega tecnologia de ELISPOT (enzime-linked immunospot) e o
QuantiFERON que utiliza tecnologia de ELISA. As versdes atualmente disponiveis
destes testes utilizam antigenos especificos do Mycobacterium tuberculosis que estdo
ausentes na BCG e nas micobactérias ndo tuberculosas. Em nosso estudo, o T.SPOT-TB
foi reativo em 36,8% dos pacientes testados contra 21% de positividade da PT neste
grupo, sugerindo uma maior sensibilidade deste método em relacdo a PT para o
diagnostico de TBIL. Varios estudos prévios tém demonstrado esta maior sensibilidade
dos IGRASs em relacdo a PT no diagndstico de TBIL em pacientes imunossuprimidos.
Estudo conduzido por Richeldi e cols. avaliou a performance da PT , QuantiFERON-
TB-GOLD e T.SPOT-TB em trés diferentes grupos de imunossuprimidos (HIV
positivos, candidatos a transplante hepatico e doencas hematoldgicas malignas), e
observou que os IGRASs identificaram um maior nimero de pacientes com TBIL do que
a PT nos trés grupos de pacientes, mas com diferencas nos resultados entre 0s grupos
(21). Os resultados do presente estudo em relacdo ao T.SPOT-TB sdo semelhantes aos
de outros estudos que compararam IGRAs e PT em pacientes com AR, mostrando uma
maior positividade dos primeiros (9,21 e 22) . No entanto, em uma paciente com PT
positiva, o T.SPOT-TB foi ndo reativo. Esta paciente apresentava alteracbes
tomogréaficas compativeis com TBIL, o que sugere um resultado falso negativo do
T.SPOT-TB. Apesar da alta sensibilidade dos IGRAs sugerida em estudos anteriores, a
maioria desses estudos incluiu pacientes sem condigdes imunossupressoras (23).
Recente estudo em pacientes com doencas inflamatdrias intestinais em screening de
TBIL para o uso de anti TNF-a, a maioria em uso de imunomoduladores, mostrou que a
performance do IGRA foi negativamente afetada pelo uso de imunomoduladores (OR
0.3, 0.1-0.9)(24). Em nosso estudo, a maioria dos pacientes (91,9%) utilizava
imunossupressor e/ou dose de corticdide superior a 7,5mg de prednisona ou equivalente.

Vaérios estudos vém sugerindo uma maior especificidade dos IGRAs em relacdo a PT no
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diagnostico de TBIL. Vale lembrar no entanto, que o Mycobacterium leprae , agente
etiologico da hanseniase, doenca endémica no Brasil, possui um antigeno homdlogo ao
ESAT-6 utilizado nos IGRAs: o L-ESAT-6. Estudo realizado em colaboragdo entre
pesquisadores da Holanda e do Brasil, demonstrou reacdo cruzada entre esses antigenos,
0 que poderia limitar sua utilizacdo como ferramenta diagndstica na tuberculose e na
hanseniase em regides endémicas para as duas doencgas(25).

No presente estudo, paralelamente ao T.SPOT-TB, realizamos medida da liberagdo
de IFN-y apos estimulo com Hspx por citometria de fluxo. O Hspx é um antigeno
expresso pelo Mycobacterium tuberculosis durante a infeccdo em humanos e pode ser
identificado na maioria dos pacientes com tuberculose. Estudos ja demonstraram que
sua expressdo estda muito aumentada em condicdo hostil (privacdo de oxigénio e
nutrientes) como acontece na infeccdo latente (26). O Hspx €, portanto, um marcador de
infeccdo latente, e sua utilizacdo em testes diagndsticos poderia ser mais uma opcao
nesse dificil campo diagndstico, no entanto a sua acuracia ainda ndo foi confirmada.
N&o houve diferencga estatistica ao compararmos os resultados da citometria de fluxo
entre os grupos classificados como TBIL ou NAO TBIL. Poucos estudos avaliaram a
resposta imune celular na TBIL utilizando o Hspx como antigeno. Em anélise
prospectiva de uma coorte de 414 trabalhadores do Hospital de Doengas Tropicais em
Goiania, Goias, observou-se que, ao pesquisar resposta humoral ao antigeno HspX
recombinante do M. tuberculosis, foi possivel discernir individuos portadores de
infeccdo latente recente daqueles individuos com infeccdo latente anterior. Neste
trabalho ap6s a definicdo da infeccdo por meio da PT, os individuos foram
acompanhados por trés anos e aqueles individuos que eram PT negativos e se tornaram
PT positivos foram considerados LTBI recente (27). Estudo realizado na Colémbia
avaliou a producdo de IFN-y entre contactantes de pacientes com tuberculose utilizando
Hspx como um dos antigenos. A producdo de IFN-y em resposta ao Hspx entre os
contactantes foi de 32% contra 3,9% no grupo controle. Vale ressaltar que a
metodologia utilizada para medida do IFN-y foi diferente do nosso estudo mas alerta
para o valor da utilizacdo do Hspx como marcador de TBIL(28).

Chama a atencdo o grande numero de pacientes com resultado da PT e T.SPOT-TB
negativos, classificados portanto como ndo TBIL e que apresentaram alteragOes
tomograficas compativeis com TBIL. Ja esta bem estabelecido o papel da radiografia de

torax na investigacdo de TBIL em pacientes com AR com indicacdo de agentes anti-
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TNF-o. As varias diretrizes ja publicadas colocam como mandatoria a realizacdo de
radiografia de torax, e na presenca de alguma alteracdo sugestiva de TBIL, indicam o
tratamento da infeccdo (3,4). A Sociedade Brasileira de Pneumologia e Tisiologia
(SBPT) em sua recente publicagdo das “ III Diretrizes para a Tuberculose” nao ¢ tao
clara em relacdo ao papel da radiografia de torax no grupo de pacientes com AR, mas
sugere sua utilizacdo em qualquer paciente com PT > 5mm na decisdo de se tratar TBIL
(29).

A maior sensibilidade da TCAR em relacdo a radiografia de térax tem sido
amplamente documentada na literatura mundial e esse método cada vez mais se firma
como excelente instrumento diagndstico principalmente em casos selecionados como:
pacientes com sintomas respiratorios e baciloscopia do escarro negativa, casos suspeitos
de tuberculose nos quais a radiografia do térax é normal ou demonstra alteracdo
duvidosa, necessidade de avaliacdo mediastinal, doenca disseminada e alteracdes
endobronquicas (30). Estudos anteriores j& demonstraram também a superioridade da
TCAR sobre a radiografia de torax em detectar alteracGes sugestivas de TBIL ou TB
ativa durante surtos de tuberculose e entre contactantes. Em estudo realizado durante
surto de tuberculose em uma escola da Coreia do Sul, realizou-se PT e radiografia de
torax em todos os estudantes e empregados da escola, QuantiFERON-TB- GOLD em
individuos com PT positiva e tomografia computadorizada de térax nos individuos com
QuantiFERON-TB-GOLD positivo ou PT > 20mm. Entre os 52 individuos em que a TC
de torax foi realizada, 46 tinham laudos de radiografia de térax normais . Onze (23,9%)
e sete (15,2%) desses individuos apresentavam a TC de tdrax alteracfes sugestivas de
TB ativa e TBIL, respectivamente(31). Em outro estudo, a TC de térax revelou
alteracdes sugestivas de tuberculose em 81,2% (n=48) de criancas sintomaticas que
tinham membros da familia com TB ativa, enquanto a radiografia detectou TB em
apenas 14,6% dessas criangas (32). Em estudo realizado durante surto de tuberculose
entre soldados das forcas armadas da Coreia do Sul, foram incluidos 87 participantes,
entre os quais 18 casos de TB foram confirmados. Nove desses pacientes apresentavam
radiografia normal e lesdes sugestivas de TB ativa na TCAR (33). A relagéo entre
alteracOes radiologicas e resposta imune celular em pacientes com tuberculose ativa ou
latente ainda ndo esta clara. Alguns estudos tentaram correlacionar niveis de producao
IFN-y com a extensdo de alteragdes radiologicas em pacientes com TB ativa e dois
deles ndo encontraram qualquer correlacdo (34-36). Estudo de radiografias de torax

entre profissionais de saude com TBIL diagnosticada por PT e/ou QuantiFERON-TB-
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GOLD em pais com alta incidéncia de TB encontrou alteracdes radiograficas em cerca
de 2/3 desses individuos. Os niveis de IFN-y assim como o tamanho da induracdo na PT
foram similares nos individuos com ou sem alteragdes radioldgicas (37). Estudo recente
realizado na India, pais com alta incidéncia de tuberculose, incluiu TC de térax na
avaliacdo de TBIL em pacientes com AR; este estudo utilizou PT (com 10Ul de PPD) e
QuantiFERON, e diferentemente do nosso estudo, todos 0s pacientes com alteracoes
tomogréficas de TBIL apresentavam PT e/ou QuantiFERON positivos (15). Uma
possibilidade para essa diferenca nos resultados é de que ao se utilizar doses maiores de
PPD no estudo realizado na India, ocorreram menos resultados falsos negativos. Nosso
estudo é um dos primeiros a avaliar a TCAR como um possivel instrumento de
diagnostico de TBIL em pacientes com AR . Como ainda ndo dispomos de um método
padrdo-ouro para o diagnostico de TBIL e os novos métodos disponiveis também
apresentam resultados conflitantes no grupo de pacientes com AR, a TCAR de térax
pode ser uma opgdo til no diagnostico. Tém-se demonstrado que nao ha um teste 100%
sensivel para o diagnostico de TBIL, entdo uma abordagem com testes combinados
deve ser uma solucdo melhor. No presente estudo 72,7% (8/11) dos pacientes com PT e
T.SPOT- TB negativos apresentaram alteraces a TCAR sugestivas de TBIL. Vale
lembrar que vérias alteragdes pulmonares podem estar associadas a AR, seja em
decorréncia do defeito na imunidade ou da inflamac&o crénica da prépria doenca, seja
resultado de medicacOes utilizadas para o tratamento da AR que podem causar
toxicidade pulmonar. As manifestacbes mais freqlentes sdo: doenca intersticial
pulmonar, derrame ou espessamento pleural, nédulos pulmonares e doenca de vias
aéreas (38). Consideramos como sugestivos de TBIL apenas os nédulos calcificados,
situacdo bastante incomum nos nodulos reumatoides. Além disso, em todos os casos em
que havia espessamento pleural havia também nodulos calcificados concomitantemente.
Apesar de outras doencas infecciosas granulomatosas como a histoplasmose poderem
ocasionar lesbes residuais semelhantes as da tuberculose, a maioria dos inquéritos
epidemioldgicos realizados no Brasil sugerem que a prevaléncia da histoplasmose é
consideravelmente menor do que a da tuberculose na maioria das regides do pais(39).
Além disso, como a reativagdo de histoplasmose adquirida remotamente é improvavel
mesmo em pacientes imunossuprimidos, sendo a aquisi¢cdo exogena a principal via de
infeccdo, ndo ha indicacdo de screening ou quimioprofilaxia para histoplasmose antes
da utilizagdo dos anti-TNF-o até o momento(40). Assim, esse grupo de pacientes com

resultados “falso-negativos” para tuberculose de acordo com a PT e T.SPOT-TB,
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deveriam ser tratados para TBIL antes de serem encaminhados para 0 uso de anti-TNF-
Q.

Constatada a alta prevaléncia de alteracGes tomograficas compativeis com TBIL e
sabendo da maior sensibilidade da TCAR sobre a radiografia de térax em outras
situacbes, novos estudos sdo importantes para avaliar a vantagem da TCAR sobre a
radiografia de térax no grupo de pacientes com AR.

Nosso estudo apresentou algumas limitagOes: a falta de um grupo controle com
pacientes sem AR para analise das diferencas de resposta a PT e SPOT TB devido a
falta de recursos financeiros para incluir um maior nimero de pacientes e a falta de um
método diagnostico padrdo ouro, inerente a TBIL, que permitisse adequada avalia¢do da
sensibilidade e especificidade das diferentes estratégias diagnosticas.

Em concluséo, até o presente, a maioria dos estudos indica que a PT é insuficiente
para avaliacdo de TBIL em pacientes com AR. Os novos métodos diagndsticos de TBIL
néo estdo totalmente validados neste grupo de pacientes e ainda nao sdo recomendados
na rotina clinica. A TCAR de térax é um método disponivel na maioria dos grandes

centros e que pode ser utilizado como mais uma ferramenta no diagnoéstico da TBIL.
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5 CONCLUSOES

- A resposta a PT com PPD foi atenuada no grupo de pacientes com artrite reumatoide
(13,5%) em relacdo ao esperado para populacdo geral de 30% conforme estimativa da
WHO. Dessa forma, a PT € insuficiente como teste diagndstico de TBIL em pacientes
com AR.

- A positividade do T.SPOT-TB foi de 36,8%; maior do que a resposta a PT. Esse
melhor rendimento sugere uma aplicabilidade nos pacientes com PT negativa.

- A dosagem de IFN-y apos estimulo com Hspx através de citometria de fluxo néo foi
capaz de diferenciar pacientes com TBIL dos pacientes ndo TBIL, indicando que o teste
ndo foi adequado para diagndéstico de TBIL nesse grupo de pacientes com AR.

- A prevaléncia de alteracdes tomograficas compativeis com TBIL foi alta (52,9%),
identificando um maior nimero de pacientes com TBIL do que a PT e o T.SPOT-TB.
Assim, nos casos em que a PT for negativa e a radiografia de térax ndo mostrar
alteracdes sugestivas de TBIL, a TCAR deve ser realizada.
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6 PERSPECTIVAS

O papel da PT e dos IGRASs no diagnoéstico da TBIL em pacientes com AR néo
estd completamente estabelecido. Novas pesquisas sdo necessarias em populacdes com
diferentes incidéncias de tuberculose, com o intuito de se avaliar o papel de cada exame
nesse grupo especifico de pacientes. Provavelmente nenhum dos exames atualmente
disponiveis tornar-se-d0 padrdo ouro entre os pacientes com AR. Novas estratégias
diagndsticas, que incorporem exames ja disponiveis como a TCAR, podem melhorar a
pesquisa de TBIL em pacientes com AR e permitir um melhor emprego do tratamento
da infeccdo latente, minimizando assim o risco de desenvolvimento de tuberculose ativa

neste grupo de pacientes que ja apresenta uma doenca tdo limitante como a AR.
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8. ANEXOS

Anexo |I: Termo de Consentimento

Termo de consentimento livre e esclarecimento do participante

Vocé estd sendo convidado(a) para participar, como voluntario, em uma
pesquisa intitulada “Resposta humoral e celular na tuberculose infec¢ao latente em
pacientes com artrite reumatoide”. O pesquisador responsavel por esse projeto € o
Dr. Marcelo Fouad Rabahi, especialista em doencas pulmonares.

Apds ler com atencdo este documento, ser esclarecido(a) sobre as informacdes a
seguir, no caso de aceitar fazer parte desta pesquisa assine ao final deste documento,
que estd em duas vias. Uma delas € sua e a outra é do pesquisador responsavel. Vocé
ainda tera liberdade para sair do estudo a qualquer momento, se quiser, e sem

precisar se explicar para isso. Em caso de duvida sobre a pesquisa, vocé podera

entrar em contato conosco, Dr. Marcelo ou Dra Daniela 3269-8385 e 3269-8350.
Por ser uma participacdo voluntaria e sem interesse financeiro, vocé ndo teré direito
a nenhuma remuneracdo. A recusa em participar ndo acarretard& nenhuma
penalizacdo a voceé.

Trata-se de um estudo, que tem como objetivo avaliar a resposta imunologica
para tuberculose em pacientes com artrite reumatéide. Acredita-se que pacientes
com artrite reumatoide, em decorréncia da prépria doenca ou pelas medicagdes
utiilizadas no seu tratamento, tem maior chance de desenvolver infeccoes,
principalmente tuberculose. A pesquisa também tem como objetivo estudar, no
paciente com artrite reumatdide, o resultado de um exame muito utilizado na
tentativa de identificar pacientes que ja tiveram contato com o bacilo da tuberculose:
a prova tuberculinica e comparar esse resultado com exames de sangue mais
recentemente utilizados. Estudaremos ainda alterac6es pulmonares que uma parcela
dos pacientes com artrite reumatdide desenvolvem durante o curso de sua doenca.

Para que essas avaliacdes sejam possiveis, serdo necessarias na avaliacao inicial:
exame clinico, coleta de sangue, realizacdo de radiografia de torax e tomografia
computadorizada de torax, provas de funcdo pulmonar e prova tuberculinica. Néo
haverdo reavaliacbes a ndo ser que por algum problema técnico algum exame

precise ser repetido.
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Abaixo, uma breve descri¢cdo dos procedimentos envolvidos:
1) Coleta de sangue: seréd colhida em uma veia de seu antebrago cerca de 20ml de
sangue para realizacdo de exames que avaliam a resposta imune.
2) Radiografia e tomografia computadorizada de térax: serdo realizados para avaliar
possivel comprometimento pulmonar pela artrite reumatoide. Sdo procedimentos
indolores mas que vao expor vocé a um grau de radiacdo considerado seguro.
3) Prova de fungdo pulmonar: serd pedido que vocé encha bem o peito e sopre o
mais forte e rapido que puder e por tanto tempo quanto conseguir em um bocal de
uma maquina chamada espirdmetro. O exame serd repetido apds usar uma dose
inalada de salbutamol. Nos pacientes em que a espirometria estiver alterada outros
dois exames poderdo ser realizados no mesmo equipamento, com manobras
respiratorias um pouco diferentes
4) Prova tuberculinica: € um exame que pode identificar individuos que tiveram
contato com o bacilo da tuberculose. Consiste na aplicacdo de uma substancia
conhecida como PPD, que ndo causa alteracGes nocivas ao seu organismo e pode
causar leve dor no local da aplicacdo, sendo normal o aparecimento de um nodulo
endurecido e avermelhado nesse local. O teste sera realizado por via intradérmica,
na dose de 0,1ml — equivalente a 2UT (unidade tuberculinica) — na parte anterior do
antebraco esquerdo, com seringa tipo insulina, de 1ml. A aplicacdo dos testes sera
realizada por profissional adequadamente treinado.

Os seus dados serao sigilosos e privados, sendo que vocé podera solicitar
informacdes durante todas as fases da pesquisa, se achar necessario, inclusive apds a
publicacdo da mesma.

Garantimos a vocé que os dados coletados serdo utilizados apenas para essa
pesquisa e ndo serdo armazenados para estudos futuros.

Vocé ndo esta abrindo mao de nenhum de seus direitos legais ao assinar este
documento, incluindo seu direito relacionado a indenizagéo por danos

Em caso de ddvidas sobre seus direitos com participante nessa pesquisa vocé
poder4 entrar em contato com o Comité de Etica do Hospital das Clinicas — UFG
nos telefones: 3269-8338 / 3269-8426.

Consentimento da participagdo da pessoa como sujeito da pesquisa
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Eu, , RG/ CPF/ abaixo

assinado, concordo em participar do estudo intitulado “Resposta humoral ¢ celular

na tuberculose infeccdo latente em pacientes com artrite reumatdide” , sob a
responsabilidade da Dr Marcelo Fouad Rabahi como sujeito voluntario.

Fui devidamente informado e esclarecido pelo pesquisador

sobre a pesquisa, 0s procedimentos nela envolvidos, assim como 0s possiveis riscos
e beneficios decorrentes de minha participacdo. Foi me garantido que posso retirar
meu consentimento a qualquer momento, sem que isto leve a qualquer penalidade

ou interrupcdo de meu acompanhamento/ assisténcia/ tratamento.

Local e Data:

Nome e Assinatura do sujeito:

Assinatura Dactiloscopica:

Nome e Assinatura do Pesquisador Responsavel:

Presenciamos a solicitagdo de consentimento, esclarecimento sobre a pesquisa e
aceite do sujeito em participar.
Testemunhas (ndo ligadas a equipe de pesquisadores):

Nome: Assinatura;

Nome: Assinatura;
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Anexo Il: Questionario

Nome:

N° identificacdo

Data:

Data nasc:

Idade:

Sexo: () fem () masc
Endereco:

Pront:

Telefone: ()

Cel: ()

Naturalidade:

Profissao:

Diagnostico de AR hé:

Medico assistente:

Medicacdo Dose/dia

Medicacao Dose/dia

LTB ( )sim ( )ndo usa ACO( )sim ( )ndo Pode estar gravida( )sim ( )ndo ( ) NA

Tabagista atual( )sim ( )ndo anterior( )sim ( )ndo( ) Anos/maco

Parou hé:

Fogdo a lenha ( )sim ( )ndo Anos/lenha:
Comorbidades e medicacdes:

Antecedentes profissionais:

Escolaridade:

Condig0es de moradia:

Ja teve contato com tuberculose? ( )sim ( )ndo

Jafez PPD ( )sim( )nédo

Foi vacinado com BCG ( )sim ( )ndo ( )ndo sabe

Tem cicatriz vacinal? ( )sim ( )ndo

Tosse( ) Expectoracdo( ) chiado () febre( ) perda de peso( ) inapeténcia( )

Dispnéia( )

Classificagao

Grau | Dispnéia para atividade fisica
intensa(correr, nadar, praticar esporte)

Graull Dispnéia para caminhar apressadamente
no plano ou quando sobe ladeira

Grau Il Anda mais devagar que pessoas da mesma
idade devido a falta de ar ou quando
caminha no plano no préprio passo tem
que parar para descansar

Grau IV Ap0s andar alguns metros ou alguns
minutos tem que parar para descansar

Grau V Falta de ar impede que saia de casa ou
surge falta de ar quando troca de roupa

Exame fisico:

Consentimento ()
PPD( )
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Espirometria ()

TCAR: ()
Coleta de Sangue ()

Critérios diagndsticos da AR

) Rigidez matinal por pelo menos 1h
) artrite de trés ou mais articulactes
) artrite de articulacGes de maos

) artrite simétrica

) nédulo reumatdide

) fator reumatoide

N e e e e

) alteracOes radiograficas(erosdes ou descalcificaces em maos e punhos)

OBS: Primeiros 4 critérios presentes por pelo menos 4 semanas

Necessarios 4 dos 7 critérios.
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Anexo I11: Aprovacao pela Comissao de Ensino e Pesquisa
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PROTOCOLO CEPMHA/HC/UFG N° 195/07 Goiania, 25/03/2008

INVESTIGADOR (A) RESPONSAVEL (IES): Orientador: Prof. Dr. Marcelo Fouad
Rabahi
EQUIPE DE PESQUISADORES: Dra. Danicla Schuwartz Tannus Silva_ Prof' Ana

Paula Jungueira-Kipnis, Prof. Nilzio Antonio da Silva e Prof. Marcus Conde.

TITULO: “Resposta humoral e celular na tuberculose infeccéio latente em pacientes com

artrite reumaitdide candidatos ao uso de agentes inibidores do fator de necrose tumoral”

Area Tematica: Grupo 111
Local de Realizacio: Hospital das Clinicas/UFG — Depto. de Clinica Médica/Servigo de

Reumatologia

Informamos que o Comité de Etica em Pesquisa Médica Humana e Animal do Hospital das
Clinicas da Universidade Federal de Goids, apés andlise das adequacgdes solicitadas,
aprovou o projeto de acima referido, e o mesmo foi considerado em acordo com os

principios éticos vigentes.

=>Informamos que _nfio hd necessidade de aguardar o parecer da CONEP- Comisséo

Nacional de Etica em Pesquisa para iniciar a pesquisa.

=20 pesquisador responsavel devera encaminhar ao CEPMHA/HC/UFG, relatérios
trimestrais do andamento da pesquisa, data do encerramento, conclusdo(des) e

publicacio(des).

J:(’M/‘N/
Farm. J6sé Mario Coelhd Moraes

Coordenador do CEPMHAHCTEG
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