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RESUMO

AMORIM, Renata Fernandes de. Comparacao entre o interferon-gamma release assay e o
teste cutaneo tuberculinico para rastreio de tuberculose latente antes e durante a terapia
anti-TNFa em pacientes com doenca inflamatoria intestinal no Rio de Janeiro, Brasil.
2018. 69 f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Médicas) - Faculdade de Ciéncias Médicas,
Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2018.

Alguns pacientes portadores de doenca inflamatoria intestinal (DII) necessitam de
tratamento com medicamentos anti-TNFa para melhor controle € manuten¢do da doenga. A
terapia bioldgica anti-TNFa aumenta o risco de reativagdo da tuberculose (TB) e por isso
todos os pacientes que fardo uso desta medicacdo devem fazer rastreio para tuberculose
latente (ILTB). Hoje no Brasil, os métodos aprovados para este fim, sdo a radiografia de torax
e o derivado proteico purificado (PT), entretanto devido ao uso prévio de medicamentos
imunossupressores e a desnutricdo, alguns pacientes apresentam resultados falsos negativos
com posterior manifestacdo clinica da TB. Outro método disponivel, o ensaio de produ¢do do
interferon gamma (IGRA) mede o interferon gama no sangue periférico dos pacientes, “ex
vivo”, quando este é exposto aos antigenos especificos da micobactéria da TB. Os objetivos
deste estudo foram: (i) avaliar a concordancia entre PT e IGRA no rastreio da ILTB nos
pacientes virgens de anti-TNFa; (ii) avaliar a necessidade de repetir os testes de rastreio nos
pacientes ja em uso de anti-TNFa; (iii) avaliar se os testes de rastreio sofrem a influéncia da
imunossupressdo. O PT foi realizado por uma enfermeira certificada para realizacdo do
método e o IGRA foi realizado na disciplina de Patologia da Faculdade de Ciéncias Médicas
(FCM) da Universidade do Estado do Rio de Janeiro-UERJ. Como resultados, 174 pacientes
participaram do estudo sendo 89 portadores de doenca de Crohn (DC), 21 portadores de
retocolite ulcerativa idiopatica (RCUi) e 64 controles. A concordancia entre o PT e 0 IGRA
foi baixa em relacdo ao diagndstico (kappa: controle = 0,318; UC = 0,202; e CD = -0,093),
terapia anti-TNFa (kappa: sem anti-TNFa: -0,1123; com anti-TNFa: 0,150) e uso de
imunossupressor (1S) (kappa: sem IS: 0,146; com 1S: -0,088). Considerando o IGRA como
padrdo ouro, o PT mostrou uma sensibilidade geral muito baixa de19,05% e VPP de 21,05%.
No entanto, um notavel aumento na deteccdo de ILTB ocorreu quando o IGRA foi adicionado
ao PT (sensibilidade de 80,95% e VPP de 53,13%). Pacientes com DC apresentaram menor
sensibilidade e VPP (0,0% e 0,0%). Entre esses pacientes, quando o IGRA foi analisado como
um teste sequencial adicional ao PT, os resultados notavelmente melhoraram (sensibilidade de
66,67% e VPP de 61,54%). Conclui-se que o IGRA foi mais eficaz para detectar ILTB do que
0 PT e teve um valor agregado de 60% como um teste sequencial adicional, principalmente
nos pacientes com DC. Embora o custo-efetividade dessa estratégia ainda deva ser avaliada, o
IGRA parece ser justificado na DC antes e durante a terapia anti-TNFa, em areas endémicas
para 0 Micobacterium tuberculosis (Mtb), onde o BCG ¢é universalmente aplicado a
populacéo.

Palavras-chave: Doenca inflamatoria intestinal. Tuberculose latente. Derivado proteico

purificado. Ensaio de producao interferon gamma.



ABSTRACT

AMORIM, Renata Fernandes de. Superiority of interferon gamma release assay over
tuberculin skin test for screening latent tuberculosis prior to and during anti-TNFa |
therapy in patients with inflammatory bowel disease in Rio de Janeiro, Brazil. 2018. 69f.
Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Médicas) - Faculdade de Ciéncias Médicas, Universidade
do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2018.

Some patients with inflammatory bowel disease (IBD) are treated with anti-TNFa for
a better control and maintenance of the disease. Anti-TNFa therapy increases the risk of
reactivation of tuberculosis and therefore all IBD patients require screening for latent
tuberculosis (LTBI) before therapy. In Brazil, the screening methods for LTBI are chest X-ray
and tuberculin skin test (TST). However, TST could have false negative results, mainly in
patients with immunosuppression therapy, who have a high chance of developing
tuberculosis. Another available method, interferon gamma release assay (IGRA), measures ex
vivo the peripheral blood gamma interferon of patients when they are exposed to tuberculosis
mycobacterium-specific antigens. The objective of this study was: (i) to evaluate the
agreement between PT and IGRA in the screening of LTBI in naive patients; (ii) to evaluate
the need to repeat screening tests after the beginning of anti-TNF therapy; (iii) to evaluate
whether screening tests are influenced by immunosuppression. TST was performed by a
certified nurse and IGRA was performed in the pathology sector of the Faculty of Medical
Sciences (FMS) of the University of the State of Rio de Janeiro-UERJ. As a result, 89 patients
with Crohn's disease (CD), 21 patients with idiopathic ulcerative colitis (UC) and 64 controls
participated in the study. The agreement between TST and IGRA was poor regarding
diagnosis (kappa: control=0.318; UC=0.202; and CD=-0.093), anti-TNFa therapy (kappa: w/o
anti-TNFa: -0.123; with anti-TNFa: 0.150), and the use of immunosuppressant (IS) (kappa:
w/o IS: 0.146; with IS: -0.088). Considering IGRA as criterion Standard, TST showed a very
low overall sensitivity of 19.05% and a PPV of 21.05%. However, a remarkable relative
increase in the detection of LTBI occurred when IGRA was added to TST (sensitivity of
80.95% and a PPV of 53.13%). Although TST does not appear to be significantly affected by
the use of immunosuppressant or other clinical variables, patients with CD showed the lowest
sensitivity and a PPV of 0.0% and 0.0%. Among these patients, when IGRA was analyzed as
an add-on sequential test to TST, results remarkably improved (sensitivity of 66.67% and a
PPV of 61.54%). IGRA alone was more effective to detect LTBI than TST alone which had
an added value of ~60% as an add-on sequential test, particularly important in CD patients.
Although the cost-effectiveness of these strategies remains to be evaluated, IGRA appears to
be justified in CD prior to and during anti-TNFa therapy, in endemic areas for Mth where
BCG is universally applied to the population.

Keywords: Inflammatory bowel disease. Latent tuberculosis. Tuberculin skin test. Interferon

gamma release assay.
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INTRODUCAO

A TB ¢é uma doenca infecciosa e em alguns casos contagiosa causada pelo bacilo
Mtb. Na maioria dos pacientes, o contato com o bacilo da TB ativa o sistema imune do
hospedeiro levando a inativagdo do bacilo e contensdo do mesmo dentro de um granuloma. A
formacdo e manutencdo desse granuloma estd diretamente ligada a uma citocina pro-
inflamatdria, o TNFa. Este fenémeno é conhecido como ILTB, ndo tendo expressao clinica da
doenca (1, 2).

Na DII, representadas nesse estudo como DC e RCUi, ocorre um predominio de
células pré-inflamatorias, sendo uma das suas principais vias, a do TNFa. Portanto, alguns
pacientes com DIl na maioria das vezes ja em uso de imunossupressores, sao candidatos a
terapia anti-TNFa e dessa forma, tem um risco aumentado de desenvolver TB ativa (1, 3).

No Brasil, recomenda-se, que todos os pacientes com DIl que fardo uso da terapia
anti-TNFa sejam submetidos a rastreio de ILTB, com histéria clinica, exame fisico,
radiografia de torax e prova tuberculinica (PT).

O PT é o método de rastreio de escolha por ser barato, simples e que quando positivo
evita a evolucdo para TB ativa em 60% dos pacientes com ILTB, que sdo submetidos a
quimioprofilaxia com isoniazida. Entretanto, tem sido questionado se seria este o melhor
método de rastreio de ILTB em pacientes com DII. Na prética clinica, observa-se que alguns
pacientes apresentam radiografia de térax e PT negativos, entretanto apds inicio da terapia
anti-TNFa, esses pacientes desenvolvem TB ativa. Nesse contexto, surge o questionamento se
esses pacientes foram infectados ap6s inicio da terapia bioldgica ou se os resultados do PT
foram falso negativos.

Partindo-se dessa premissa, existe um outro método alternativo para rastreio de
ILTB, o IGRA, que é mais especifico para o diagnostico de infeccdo pelo Mtb e que néo sofre
influéncia da vacinagdo com BCG. Portanto, faz-se necessario estudar qual o melhor rastreio
para ILTB na populacdo de DIl em um pais endémico para TB como 0 nosso e onde toda a

populacéo é vacinada para BCG ao nascimento.
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1 REVISAO LITERATURA

1.1 Tuberculose ativa e latente no Brasil

A TB é a nona maior causa de morte no mundo (4) e segundo dados divulgados pela
Organizacdo Mundial de Saude (OMS) de 2016, o Brasil esta entre os 30 paises com maior
nimero de casos de TB no mundo. Brasil junto com a RUssia, india, China e Africa do Sul
compdem 50 % dos casos e formam o BRICS, uma rede formada na luta contra TB (4). Em
2016, foram registrados 82.676 casos novos da doenca no Sistema de Informacédo de Agravos
de Notificacdo (SINAN). A taxa de incidéncia foi de 42 casos para 100 mil habitantes em
paciente HIV negativos e de 13/100.000 para os HIV positivos com taxa de mortalidade de
2,6 para 100.000 habitantes em HIV negativos e 0,9/100.000 para os HIV positivos (OMS)
(5). Além disso, neste mesmo ano foram notificados 8144 casos de TB entre profissionais de
salde de 60 paises e o0 Brasil apresentava 13% desses casos (4). Em 2015, foram cumpridas as
metas de reduzir pela metade a incidéncia, prevaléncia e mortalidade por TB comparada com
1990 tracadas pela OMS, entretanto, ha ainda um longo caminho a ser percorrido.

A TB ¢ transmitida por via aérea em praticamente todos os casos. A infec¢do ocorre
a partir da inalag¢do de ntcleos secos de particulas contendo bacilos expelidos pela tosse, fala
ou espirro do doente com tuberculose ativa de vias respiratérias (pulmonar ou laringea) (6). E
uma doenga mais comum no sexo masculino, em adulto jovem, com a forma pulmonar sendo
a localizacdo mais frequente, ocorrendo em 87% dos casos (4). Desses, 60 % sdo baciliferos
(baciloscopia no escarro positiva) e, portanto a busca desses doentes faz-se necessaria para
interromper a cadeia de transmissdo da TB (6). Esta doenca é curavel em praticamente 100 %
dos casos sensiveis ao tratamento com rifampicina, isoniazida, pirazinamida e etambutol
(RIPE), entretanto, em 2016 a taxa de sucesso do tratamento foi de apenas 71%, ocorrendo
21% de falha por abandono do tratamento ou perda das notificacdes sobre o mesmo (4). Além
de ser um problema de saude publica, os custos com a doenga séo elevados, sendo de 67
milhdes em 2016 (4).

Dessa forma, todos os contatos de pacientes com TB ativa devem ser investigados na
busca por novos casos indices e no rastreio pela ILTB. Acredita-se, que aproximadamente 1/3
da populagédo imunocompetente apresente ILTB pelo Mtb. A maioria das pessoas néo

adoecem apos a primoinfec¢do e desenvolvem imunidade parcial a doenca. Entretanto, 5%
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das pessoas ndo conseguem impedir a multiplicacdo dos bacilos e desenvolvem doenga ativa
na sequéncia da primoinfecgdo (6). Outros 10%, vao desenvolver infeccdo ativa ao longo da
vida (7-9) sendo o risco maior nos primeiros 2 anos apés o contato (10). Néo é possivel
precisar quem ou quando esses pacientes irdo desenvolver a doenca (11) mas o que é sabido é
que a imunossupressao é o maior fator de risco para evolugdo para TB ativa (8, 12).

Ao inalar particulas do bacilo da TB, o sistema imune inato é ativado e macro6fagos e
células dendriticas fagocitam esses bacilos levando a producédo de citocinas pro inflamatorias
como TNFa e interleucinas (ILs). Essas células dendriticas migram para os nddulos linfaticos,
onde apresentam os antigenos do Mth e assim ativam principalmente linfocitos Thl CD4+.
Esses, por sua vez alcangam a corrente sanguinea e levam a produgao de IFNy que estimulam
o recrutamento de macréfagos, linfocitos e TNFa para os sitios de infeccdo, levando a
formacéo do granuloma.

Segundo a OMS, para se definir quem sdo os pacientes que devem ser rastreados
para ILTB leva-se em consideracdo 0s grupos de riscos, a taxa de incidéncia do pais, a
disponibilidade de recursos e o impacto que essa medida tem na satde publica (13). Pacientes
com contato com TB ativa, assim como aqueles que fardo uso de terapia anti- TNFa, antes de
transplante de 6rgdo ou hematoldgico, pacientes que dialisam e portadores de silicose devem
ser submetidos ao rastreio para ILTB.

Para o diagnostico dos pacientes com ILTB o programa nacional de controle a
tuberculose (PCNT) (14) recomenda para contactantes de TB, o fluxograma abaixo (Figura
1).
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Figura 1 - Fluxograma de ILTB, segundo o PNCT
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Fonte: Satde Md, 2011(6).

Quando o rastreio é positivo, o tratamento é feito com isoniazida na dose de 5 a 10
mg/kg de peso, sendo a dose maxima de 300 mg/dia em dose Unica por 6 meses, podendo a
quimioprofilaxia ser estendida para 9 meses em casos especiais como pacientes HIV/AIDS
(15). O tratamento da ILTB com isoniazida reduz em 60% a 90% o risco de adoecimento e

esta variacao depende da duragdo e do grau de adesdo ao tratamento (16).

1.2 Doengas inflamatorias intestinais

A DIl é uma doenca cronica que afeta todo o trato gastrointestinal para a DC e
exclusivamente o cdlon para a RCU. Alguns pacientes podem experimentar manifestacGes
extraintestinais, sendo as mais comuns as articulares. Na DIl ocorre um desequilibrio entre
citocinas pro-inflamatorias em relacdo as antiinflamatdrias, levando ao aumento e a
perpetuacdo do processo inflamatério intestinal. A imunidade inata da mucosa intestinal a
microbiota é um evento central na patogénese da DIl com aumento do nimero de macréfagos
e células dendriticas e producdo de inimeras citocinas pré-inflamatérias como IL-1 alfa, IL-1
beta ¢ TNFa (17). Na DC, os linfécitos T CD4+ ativados da mucosa intestinal geram uma
resposta predominantemente Thl, com producdo de interferon gama, IL-12, ativacdo de
macrofagos e amplificacdo da producédo de citocinas pro-inflamatérias, como IL-1, IL-2, IL-
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17 ¢ o TNFa. Por outro lado, na RCUi a resposta ¢ tipicamente Th2, com producdo
aumentada de IL-5 e IL-13 (18).

O diagnostico da doenca se baseia na historia clinica do paciente, exame fisico,
achados endoscopicos, radioldgicos, histologicos e laboratoriais. Exames sorologicos e
genéticos ndo sdo utilizados para diagnoéstico (19). As manifestacGes clinicas mais comuns da
DIl incluem diarreia crénica, dor abdominal, perda de peso e enterorragia, esse Ultimo
principalmente na RCUi. Além de sintomas sisttmicos como anorexia, mialgia e febre (20,
21). A colonoscopia, a DC se manifesta com a presenca de Ulceras longitudinais por vezes
profundas salteadas por areas de mucosa normal, o reto pode estar acometido em alguns casos
e areas de estenoses e fistulas também podem ser visualizadas. JA& a RCUi apresenta o
acometimento do reto como regra e um padrdo continuo de acometimento da mucosa com
erosdes e Ulceras mais superficiais. Radiologicamente, através de enterotomografia ou
enteroressonancia nuclear magnética, os pacientes com DC podem apresentar acometimento
de qualquer parte do intestino delgado com apresentacdo semelhante a descrita para o célon
enquanto os doentes com RCUi ndo tem acometimento do delgado exceto pela ileite de
refluxo. Outra alternativa de exame disponivel para avaliacdo do intestino delgado € a capsula
endoscpica, sendo que esta ndo deve ser utilizada nos pacientes com suspeita de estenose. A
histologia observam-se achados de inflamacgéo do cdlon néo especificos de DII, com aumento
de células inflamatdrias como linfocitos e plasmdcitos, alteracdo da arquitetura das criptas e
em alguns casos de DC, o granuloma ndo caseoso (20, 21). Laboratorialmente, 0s pacientes
podem se apresentar com anemia, aumento das plaquetas, além de marcadores sérios
inflamatorios elevados, como velocidade de hemossedimentagdo (VHS) e proteina C reativa
(PCR). Calprotectina fecal € um marcador de inflamacéo intestinal, ndo especifico para DI,
mas que ajuda no diagndstico diferencial entre sindrome do intestino irritavel e DII (19).

A DC pode ser dividida segundo a classificagdo de Montreal (22), de acordo com a
idade de inicio dos sintomas, sendo idade < 40 anos um dos fatores de pior progndstico, de
acordo com o comportamento da doenga em estenosante, penetrante e ndo estenosante e nao
penetrante, sendo essa Ultima a apresentagdo mais comum. Estes doentes podem ter ainda
doenca perianal associada, que ocorre em 25% dos pacientes (19). De acordo com a extenséo,
em acometimento somente do trato gastrointestinal superior, ileal, coldnica ou ileocoldnica,
sendo essa Ultima a mais comum. Ja a RCUi é classificada segundo a sua extensdo em
proctite, colite esquerda ou pancolite, sendo a colite esquerda a mais comum.

O tratamento da DIl depende de mdaltiplos fatores, como a forma de apresentacéao

inicial da doenca, idade de inicio, extensdo de acometimento e comportamento da doencga no



21

caso da DC. O tratamento compreende duas etapas, a inducdo da remissdo da doenca e a
manutengdo da remissdo. Para as formas leves a moderada da RCUi utiliza-se os salicilatos
orais e/ou topicos para alcancar e manter a remissao da doenga. Quando 0s pacientes nao
respondem a essa primeira linha de tratamento e necessitam de corticoides,
imunomoduladores como a azatioprina sdo adicionados ao tratamento. J& nas formas graves
da doenca ou ndo responsivas ou mesmo dependentes dos corticoides, a terapia bioldgica deve
ser considerada (23). Os pacientes com DC ndo alcancam a remissdo da doenga somente com
os salicilatos e imunomoduladores, sendo necessario corticoterapia no inicio do tratamento.
Na DC com atividade leve a moderada utiliza-se o tratamento com salicilatos orais e
imunomodulares para a manutencdo da remisséo. Entretanto, os pacientes ndo responsivos ou
dependentes dos corticoides assim como aqueles que apresentam doenca extensa, doenca
perianal importante, apresentacdo da doenca de forma grave, fenétipo penetrante, além de
alguns pacientes com alto risco de recorréncia pds operatéria, sdo candidatos a terapia
bioldgica. A terapia bioldgica compreende medicamentos anti-TNFa, como o infliximabe,
adalimumabe e certolizumabe pegol, anti-integrina como vedolizumabe e anticitocina como o
ustequinumabe (20, 24).

Além disso, alguns pacientes com DIl apresentam quadro clinico inicial de forma
muito grave necessitando de terapia imunobiol6gica como tratamento de primeira escolha,
conceito esse conhecido como terapia top-down.

Os medicamentos anti-TNFa aprovados para o tratamento das DIl no Brasil
atualmente sdo o infliximabe, adalimumabe e certolizumabe pegol, sendo esse ultimo pouco
utilizado. Esses medicamentos sdo administrados por via parenteral, endovenosa para o
infliximabe e subcutanea para o adalimumabe e certolizumabe. Apds as doses de indugdo, sdo
mantidos por tempo indeterminado, havendo a indicacdo de modificacdo do esquema
terapéutico ou mesmo de suspensao da droga nos casos de perda de resposta, surgimento de
efeitos colaterais, ou de doengas infecciosas ou neoplésicas.

O tratamento cirurgico fica reservado aos pacientes com DIl complicada com
abscesso, perfuracdo, hemorragia intratavel, obstrucdes recorrentes e cancer. Além daqueles

pacientes que forem refratarios ao tratamento clinico (19, 23).
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1.3 Tuberculose latente na DI e terapia biologica anti-TNFa

O TNFa e seus receptores sao importantes reguladores da ativagdo da imunidade,
proliferacdo, diferenciacdo, sobrevivéncia e apoptose das células (25). O TNFa aumenta a
capacidade fagocitica dos macrofagos, aumentando a morte bacteriana pela geracdo de
espécies reativas de oxigénio e nitrogénio (26). Além disso, essa citocina é responsavel pela
estimulacdo de quimiocinas dos macrofagos e linfécitos T, levando ao acimulo de células
imune no sitio da infeccdo. Esse fendbmeno é o que ocorre quando o individuo
imunocompetente entra em contato com o bacilo de Koch (TB) ficando 0 mesmo quiescente
dentro do granuloma, sem que haja evolugdo para doenca ativa. Portanto, 0 TNFa ¢ uma
ferramenta chave na formacdo e na manutencdo da integridade do granuloma (27). Dessa
forma, os farmacos com agdo anti-TNFa levam a desorganizagao ¢ a perda da integridade do
granuloma levando a um maior risco de ativacdo do bacilo e desenvolvimento de TB clinica.
Por isso, todos os pacientes que fardo uso de anti-TNFa necessitam de um adequado
rastreamento na busca da ILTB (28).

A terapia anti-TNFa aumenta em 1,6-25 vezes 0 risco de reativacdo da micobactéria
da TB, na dependéncia do tipo de anti-TNFa (29) e da condicéo clinica do paciente. Alguns
estudos mostram que o etanercept (outro imunobiolégico muito utilizado na reumatologia)
tem menor risco de TB quando comparado aos demais anti-TNFa (3, 29-31).

O tempo de reativacdo da TB ap0s inicio da terapia bioldgica com anti-TNFa é em
média de 3-6 meses para o infliximabe e 8-16 meses para o adalimumabe (32). Esse risco é
ainda maior quando o anti-TNFa esta associado a0 uso da azatioprina e metotrexate ou
quando a infeccdo latente é recente (1, 33). A apresentacdo da doenca pode ser variavel,
dependendo da linhagem filogenética do Mtb e da condicdo clinica do paciente (34).

Os métodos recomendados hoje no Brasil para a deteccdo da infeccdo latente se
baseiam na histdria clinica (sintomas ou contato recente com pessoas com diagnostico de TB),
radiografia de térax e no derivado proteico purificado (PT) (6). Esse rastreio atual ainda deixa
duvidas sobre a sua eficacia e seguranga nos pacientes com DIIl. Alguns pacientes com
radiografia de térax normal e PT negativo antes de iniciar a terapia biolégica, desenvolvem a
doencga ativa apesar do rastreio, que toma como base guidelines de paises com baixa
prevaléncia de TB, como os Estados Unidos e paises da Europa.

Faz-se necessario estudar qual o melhor forma de se diagnosticar a ILTB no nosso
pais em pacientes portadores de DIl que na sua maioria sdo imunossuprimidos pelos

medicamentos em uso. Nesse grupo de pacientes, 0 PT pode dar resultados falso negativos.
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Por outro lado, resultados falsos positivos podem ser encontrados nos pacientes previamente
vacinados com o BCG (7). O IGRA, que ndo sofre interferéncia nos seus resultados com a
vacina BCG, mostra-se no nosso meio, um teste mais oneroso que o PT (35).

Estudos que possam determinar o melhor custo-beneficio para o rastreio da ILTB em
pacientes com DII antes da terapia bioldgica s@o importantes j& que ainda ndo esta definida a
melhor estratégia a ser adotada nestes casos.

Além dos resultados conflitantes entre os estudos em relacdo a qual o melhor método
para o diagnostico da ILTB nédo ha ainda dados que comprovem se ha necessidade ou nédo de
retestagem para ILTB ap0és a terapia bioldgica, assim como ndo héa consenso de qual seria o
melhor método para retestagem, IGRA e ou PT (36). Outro dado relevante € que a capacidade
desses métodos predizerem quem vai desenvolver doenca ativa é muita baixa. Uma meta
analise demonstrou que o valor preditivo positivo (VPP) para TB ativa foi de 2.7% para o
IGRA (95% IC, 2.3 a 3.2) e 1.5% para PT (95% IC, 1.2 a 1.7) (37). Apos o inicio do anti-
TNFa, os pacientes podem estar mais expostos ao bacilo ou podem deixar de ser falso
negativos, principalmente apés a interrupcdo de algumas drogas imunossupressoras como 0s
corticosteroides. Recomenda-se retestagem para 0s pacientes que moram em areas de baixa
prevaléncia de TB em uso de terapia bioldgica anti-TNFa que facam viagem para areas de

alta prevaléncia (38).

1.4 Prova tuberculinica - PT

O PT é um derivado proteico purificado, composto por mais de 200 proteinas
presentes no Mth, mas que também estd presente em outras micobactéricas, dentre elas
Mycobacterium bovis Bacillus Calmette Guérin (BCG) e outras micobactérias néo
tuberculosis (39).

O método consiste na injecdo intradérmica de 0,1 ml do derivado proteico purificado
na regido ventral do antebraco. Esse derivado proteico vai gerar uma resposta de
hipersensibilidade tardia que é mensurada pela medida em milimetros da area endurada na
pele apos 48-72h de inoculacdo (39). Essa resposta tardia é caracterizada por uma migracao
bifasica das células. A producdo de citocinas pro-inflamatérias com aumento da
permeabilidade local leva inicialmente ao aumento de neutrofilos ndo especificos e em

seguida ao acimulo de células CDA4.
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O resultado deste teste consiste na medida do maior diametro em milimetros da area
endurada, avaliada com uma régua milimetrada. Resultados positivos sdo maiores ou iguais a
5 mm e resultados negativos sdo menores do que 5 mm. O teste apresenta muitas limitacoes,
dentre elas uma baixa especificidade em pacientes vacinados com BCG ou infectados com
micobactérias ndo tuberculosis (40-42). A baixa especificidade associada a vacinagdo se deve
ao fato do PT conter & micobactéria presente na BCG e dessa forma, podem ocorrer resultados
falso positivos, ja que o paciente teria um PT positivo ndo por exposi¢cdo a micobactéria da
TB, mas a da BCG (43-45). Entretanto, acredita-se que essa associacdo seja menor ou até
mesmo ndo exista quando a vacinacdo ocorreu hd mais de 10 anos. Além disso, esses
resultados falso positivos diminuem o custo efetividade do método ao submeter um maior
namero de pacientes ao tratamento com isoniazida (46, 47) e a maiores efeitos colaterais (48).
Como esse método ¢ “in vivo” os pacientes com resultados positivos permanecem por toda a
vida com esse resultado, ndo sendo este um método capaz de definir tempo de exposi¢do ao
bacilo ou a diferenciacdo entre ILTB ou ativa (49). Outra limitacdo do método é sua baixa
sensibilidade na populacdo imunossuprimida por doenca (50), por medicamentos e por
desnutricdo (51). Um estudo prospectivo multicéntrico, realizado na Espanha comparou a
sensibilidade do PT no rastreio de ILTB nos pacientes com DIl antes da terapia biologica e
nos controles que eram pacientes com DIl com 50% da amostra sem imunossupressor. Este
estudo demonstrou que a sensibilidade é mais baixa com o grupo que vai iniciar terapia
biolégica devido ao maior nimero de pacientes em uso de imunossupressores. Uma taxa de
positividade do PT de 11,5% para 0 grupo que ira iniciar terapia bioldgica e 22,8 % para 0
grupo controle, demonstrando portanto que a sensibilidade desse método é limitada nos
pacientes com DIl em uso de imunossupressor (50).

Outra desvantagem do método do PT é a necessidade de uma segunda visita para que
haja a leitura do exame. Essa ainda pode apresentar variabilidade interpessoal, dada a
subjetividade na mensuracao (39, 52). Apesar dessas desvantagens, ele € método disponivel
mais utilizado no nosso meio por ser barato, por ndo necessitar de alta tecnologia para sua
realizacdo e por ser capaz de reduzir o risco de ativacdo da doenga em 60 % dos pacientes

com infecgéo latente que fazem quimioprofilaxia (15).
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1.5 Ensaio de producao de interferon gamma - IGRA

O IGRA (interferon gamma release assay) € um outro método para o diagnostico de
ILTB, baseado na dosagem do interferon gama nos linfocitos T do sangue periférico, apos a
exposi¢do in vitro por antigenos especificos do genoma do Mycobacterium tuberculosis, que
séo eles CFP-10, ESAT-6 e TB-7,7. O sistema IGRA para deteccdo de ILTB pode ser medido
de duas formas, pelo método de ELISA, que é QuantiFERON (QTF) e pelo método de
ELISPOT, que é T-SPOT. TB. O método QuantiFERON pode ser ainda de duas geracdes,
QuantiFERON TB-Gold (QTF-G), neste caso, os antigenos utilizados sdo CFP-10 e ESAT-6
e 0 QuantiFERON TB-Gold In-Tube (QTF-GIT) que utiliza os dois antigenos anteriores e
mais um terceiro antigeno TB 7,7. Devido a sua especificidade com a micobactéria
tuberculosis, ele ndo sofre a influéncia da vacina BCG (53) e da maioria das outras
micobactérias (54). Entretanto, existe um estudo que demonstrou resultados falso positivos
em pacientes infectados por Mycobacterium leprae (55). Estudo realizado no Japéao avaliou a
especificidade do método em uma populacdo com 1000 imunocompetentes e demonstrou um
especificidade de 98,8% e sensibilidade de 92,6% para QuantiFERON TB-Gold In-Tube no
rastreio de ILTB (56). Sua especificidade aumentada o torna um método promissor em paises
endémicos, com alta prevaléncia de vacinacéo pela BCG como o Brasil.

O método apresenta outras vantagens além da especificidade como ndo ser um
método operador dependente, apresentar resultado em 24h da sua coleta e por ser um método
“ex-vivo” (a reagdo ocorre em um tubo de ensaio), ele pode ser repetido sem que haja
sensibilizacdo ou booster (aumento da resposta imune pela exposi¢do prévia ao antigeno).
Além disso, tem ainda a capacidade de discriminar o verdadeiro negativo do anérgico por
apresentar controle positivo.

Uma das limitagdes do método é a taxa de resultados indeterminados que variam de
3-15% da populagdo devido, em sua maioria ao uso imunomoduladores (57). Essa variagdo
ocorre principalmente conforme o tipo de imunossupressédo, sendo o uso de corticdide na dose
maior que 15 mg/dia o principal fator associado as maiores taxas (58). Acredita-se que 0s
corticosteroides induzam a linfopenia ou ao prejuizo funcional das células T ou das células
apresentadoras de antigeno, levando ao aumento de resultados indeterminados (59). Outros
fatores que influenciam nos resultados indeterminados séo a hipoalbuminemia, linfopenia por

outras causas que ndo ao corticoide e a atividade da doenca (57, 60, 61).
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Acredita-se que o IGRA tenha mais resultados verdadeiramente positivos quando
comparado com o PT na populagcdo imunossuprimida (62) devido ao primeiro gerar uma

rapida producdo de interferon enquanto o PT gera uma resposta mais lenta (63).

1.6 Associacdo PT e IGRA

Nos EUA, o Centro de Controle e Prevenc¢édo de Doencas (CDC, Atlanta) recomenda
que o IGRA possa ser utilizado ao invés do PT para todas as indicagdes (64) enquanto no
Reino Unido, o Instituto Nacional de Saude e Exceléncia em Cuidados (INEC) e os guidelines
Italianos recomendam para todos os pacientes que fardo uso de terapia anti-TNFa, duas etapas
de rastreio, inicialmente os pacientes fariam PT e sendo este positivo, o resultado deveria ser
confirmado com IGRA (65). Dessa forma, surge o questionamento se os resultados do IGRA
podem ser influenciados pela realizagdo prévia do PT.

Sauzullo e cols. (2011) (30) realizaram um estudo prospectivo na Italia, pais com
prevaléncia intermediaria de TB, para avaliar se o PT influenciava os resultados do IGRA. O
estudo foi realizado com 102 trabalhadores imunocompetentes, que foram submetidos ao
exame do IGRA seguido de PT no mesmo dia e depois foi feita nova avaliagcdo do IGRA, 1
semana apos o PT, 2 semanas apds PT, 4 semanas apos o PT e 6 semanas apés PT. Foi
demonstrado uma taxa de concordancia dos métodos 67,6% e que o IGRA ndo sofre a
influéncia do PT nos pacientes com PT negativo, podendo ocorrer uma aumento de resposta
imunolégica nos resultados do IGRA nos pacientes com ILTB (PT positivo), mas com
primeira dosagem do IGRA negativo.

1.7 Estudos comparativos - IGRA x PT

Alguns estudos demonstram que apesar do custo do exame do PT ser menor que 0
IGRA, os custos finais com quimioprofilaxia, eventos adversos, internacdo e morte por TB
sdo maiores com o PT em comparagdo com o IGRA (46, 47, 66). Greveson e cols. (2012)
(66), compararam o custo efetividade dos dois métodos, PT e IGRA, em 125 pacientes com
DIl, sendo 90 pacientes virgens de tratamento e 35 pacientes em uso de terapia anti-TNFa e
demonstraram que apesar do IGRA ter um custo como método superior ao PT, a estratégia de
utilizar o IGRA como método de rastreio € menos custoso, com uma reducdo de 10,79 libras
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por pessoa. Essa analise pode ser justificada pelo maior nimero de resultados falsos positivos
associados ao PT e consequentemente aos custos com quimioprofilaxia e eventos adversos.
Outro estudo que avaliou custo-efetividade entre os métodos demonstrou resultados a
favor do PT, entretanto o grupo de pacientes estudado era diferente. Steffen e cols. (2013)
(48) realizaram um estudo no Rio de Janeiro, comparando o custo efetividade do PT isolado,
PT seguido do IGRA quando o primeiro é positivo e IGRA isolado, na detec¢do de ILTB na
populacéo adulta imunocompetente. Conforme descrito na tabela abaixo, o estudo demonstrou

que o PT isolado foi mais custo efetivo que as demais estratégias.

Tabela 1 - Efetividade e custo total (em dolar) do rastreio e tratamento de um coorte
hipotética de 1000 adultos contactantes imunocompetentes no Brazil, 2010

Efetividade PT IGRA IGRA+PT
No casos de TB evitados* 6.56 6.63 4.59
No de pessoas com isoniazida 482.4 2775 181.8
No pessoas tratadas para ILTB para evitar 1 caso de TB 73.5 41.9 39.5
Custo (dolar) por 1000 pacientes:

Custo diagnéstico 38,544 74,968 62,029
Custo tratamento da ILTB 45346 26,085 17,087
Custo com hepatotoxicidade 529.4 304.6 198.9
Custo tratamento TB 21,206 20,001 22,832
Custo total 105,096 121,054 101,948
Custo médio por cada paciente 16,021 18,259 22,211

*considerando que nenhuma intervencdo resulta em 21 casos de Th por 1.000 contactantes
1 dolér:1,76 reais
Fonte: Steffen e cols, 2013 (48).

A maior parte dos estudos que comparam ambos 0s métodos, PT e IGRA para ILTB
foram realizados em locais de baixa prevaléncia de TB, com nimero pequeno de casos em
populacdo imunossuprimida e em geral em doenca reumatoldgica (7, 51, 67, 68). H& poucos
estudos com pacientes portadores de DII com indicacéo para tratamento com anti-TNFa (36,
51).

Além disso, os trabalhos que comparam IGRA com PT sdo muito conflitantes nos
seus resultados. Hatemi e cols. (2012) (67) fizeram um estudo na Turquia, pais com baixa
prevaléncia de TB, em 210 pacientes com artrite reumatoide em uso de imunossupressores e
demonstrou que a terapia anti-TNFa ndo influenciou os resultados do IGRA e que resultados

discordantes (29% dos casos), ocorreram nos pacientes vacinados para BCG (PT positivo e
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QTF negativo) e nos pacientes com baixos niveis de interferon gama (PT positivo e QTF
negativo).

Em outro estudo, Andrisani e cols. (2013) (51) compararam prospectivamente PT e
IGRA para ILTB em 92 pacientes na Italia (apenas 1 vacinado para BCG e 76% eram
imunossuprimidos), portadores de DIl e demonstraram taxa de discordancia de 14,3% entre 0s
testes nos pacientes em uso de imunossupressores com concordancia de 100% nos pacientes
imunocompetentes.

Shahidi e cols. (2012) (69) realizaram uma meta anéalise de 09 estudos comparando
IGRA e PT na populacdo portadora de DIl e demonstraram taxa de concordéncia de 85%
(95% IC 77% - 90%). Entretanto quando a concordancia foi estratificada para
imunossupressao, observaram-se diferentes resultados. Isso foi explicado pela discrepancia do
estado vacinal para BCG entre os estudos na populagdo imunossuprimida. A introducdo da
imunossupressao reduz a positividade de ambos os testes, principalmente do PT, aumentando
a concordancia entre eles.

Bartalesi e cols. (2009) (7) realizaram um estudo com 398 pacientes portadores de
doenca reumatoldgica na Italia (baixa prevaléncia de vacinacdo) e demonstraram taxas de
concordéncia de 87,8% (K 0,55 p < 0.0001), taxa de discordancia de 8,9% (95% IC 6,3 -
12,2) para PT positivo e IGRA negativo e 3,3% (95% IC 1,8 - 5,6) para PT negativo e IGRA
positivo. Vacinacdo com BCG e terapia anti-TNFa, foram as principais causas para essas
divergéncias, respectivamente.

No Brasil, pais de alta prevaléncia para TB e onde todas as pessoas sdo vacinadas
para BCG ao nascer, 0 presente estudo é o primeiro a comparar os dois métodos diagndsticos
para ILTB, PT e IGRA, em pacientes com DIl que irdo iniciar terapia biolégica. Além disso,
existe a necessidade de saber se ap0s inicio da terapia anti-TNFa e com rastreio inicial

negativo, deve-se investigar rotineiramente a presenca de ILTB.



29

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivos primarios

Comparar 0os exames de PT e do IGRA no rastreio da ILTB em pacientes com DIl
antes de iniciar a terapia bioldgica anti-TNFa.

2.2 Objetivos secundarios

a) Correlacionar a imunossupressao com os resultados de PT e IGRA;

b) Avaliar o comportamento evolutivo dos exames do PT e do IGRA em
pacientes com DIl submetidos a terapia bioldgica anti-TNFa em até um ano
de tratamento;

c) Comparar os exames do PT e do IGRA nos portadores de DIl ja em uso de

biolégico hd mais de um ano.
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3 PACIENTES E METODOS

3.1 Desenho do estudo

Estudo transversal com inclusdo prospectiva de pacientes com DIl virgens de

tratamento com anti-TNFa e em uso desta medicacdo ha mais de um ano.

3.2 Casuistica

O estudo foi realizado no ambulatério de doencas inflamatdrias intestinais da
Policlinica Piquet Carneiro (PPC-UERJ), com a presenca do pesquisador. Foram incluidos
pacientes com DIl com indicagdo de terapia anti-TNFa ou ja em uso de anti-TNFa e pacientes
controles que apresentavam queixas gastroenteroldgicas gerais excluindo as intestinais do
ambulatério de gastroenterologia geral da PPC-UERJ.

O trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do HUPE-UERJ
(ANEXO A) e todos os pacientes assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido
antes de ingressar no estudo (TCLE) (APENDICE A).

3.2.1 Critérios de inclusdo

- Idade minima de 12 anos e méxima de 65 anos;

- Diagnostico de DII por critérios clinicos, endoscépicos, histoldgicos e radioldgicos,
com indicagdo de terapia anti-TNFa segundo a Organizagdo Européia de Crohn e Colite
(ECCO) (20, 21);

- Diagnostico de DII ja em uso de terapia bioldgica e com rastreio inicial negativo
para ILTB;

- Pacientes em acompanhamento no ambulatdrio de gastroenterologia geral, da PPC-

UERJ, sem DI, diarreia crénica ou outra doenca imunossupressora;
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- Capacidade de assinar o TCLE.

3.2.2 Critérios de exclusao

- Diagnostico de TB ativa ou passada;

- Tratamento prévio de ILTB,;

- Portadores de HIV, gravidas, neoplasias e outras doencas autoimunes;

- Pacientes tratados no ambulatério de gastroenterologia geral que sejam portadores
de qualquer doenca imunossupressora ou que facam uso atual ou prévio de
imunossupressor;

- Pacientes que se recusarem a participar do estudo.

3.3 Métodos

Os pacientes selecionados para participarem do estudo realizaram primeiramente o
exame de IGRA através da coleta de 3 ml de sangue periférico. No mesmo dia o teste
tuberculinico foi realizado com leitura 72h apds a aplicacdo. Os dois exames foram realizados
pela mesma enfermeira treinada na PPC-UERJ. Todos os pacientes que apresentaram um dos
dois testes positivos para ILTB foram encaminhados para o setor de pneumologia e receberam

quimioprofilaxia com isoniazida 300 mg/dia por seis meses.

3.3.1 Caracteristicas dos pacientes incluidos

- Demogréficas:

Nome, idade, data de nascimento, sexo, cor, profissdo, naturalidade.

- Clinicas:
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DC ou RCUI, fenotipo da doenca, fendtipo predominante e extensdo da doenca
conforme a classificacdo de Montreal (ANEXO B) (70), ano de inicio dos sintomas, indicacdo
do bioldgico, cirurgias pela doenca prévia, doenca perianal presente, medicacbes pre-
bioldgico, tipo de bioldgico e ano de inicio, tabagismo, TB prévia, contato com portador de

TB, vacinagio prévia com BCG e cicatriz vacinal (APENDICE B).

- Resultado PT:

Para os pacientes ja em uso de biologico.

3.3.2 Técnica de rastreio de ILTB

3.3.2.1 Realizacdo do PT

O PT foi realizado na disciplina de Gastroenterologia no Hospital Universitario
Pedro Ernesto-HUPE-PPC, pela técnica de enfermagem habilitada. O PT foi administrado
utilizando a técnica Mantoux. No Brasil o PT utilizado é o PT RT23.

Técnica de Aplicacdo (Mantoux):

O teste é realizado mediante a injecdo intradérmica (na camada mais superficial da
pele) de 0,1 ml, equivalente a 2UI (unidades de tuberculina - extrato proteico purificado).
Deve ser armazenada na temperatura de 4° a 8°, ndo podendo ser congelada ou exposta a luz
solar direta. O local mais apropriado para a injecdo € o tergco médio ventral do antebraco, de
preferéncia esquerdo.

Quando a injecéo € realizada corretamente, ha a formacéo de pequena papula palida
com aproximadamente 10 mm de largura, com aspecto de “casca de laranja” e que se

mantém endurecida por cerca de dez minutos, conforme a figura abaixo (Figura 2).
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Figura 2 - Método de aplicacdo do PT

Fonte: CDC. https://www.cdc.gov/tb/topic/testing/tbtesttypes.htm.

A reacdo positiva se observa quando h& uma infiltracdo nodular, plana e irregular
(papula), acompanhada de &rea eritematosa (avermelhada) de extensdo mais ou menos
delimitada.

Deve-se medir o tamanho apenas do nodulo (papula) com uma régua milimétrica
no sentido transversal em relacdo ao maior eixo do brago (imagem) e anotar o resultado em

milimetros, conforme figura abaixo (Figura 3).

Figura 3 - Método de leitura do PT

Fonte: CDC. https://www.cdc.gov/th/topic/testing/thtesttypes.htm.

Interpretagéo:
A leitura é realizada apds 48-72h ap6s a aplicacdo e é considerado como infectado

pelo Mtb, o paciente que tiver enduracéo igual ou superior a 5 mm.
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3.3.2.2 Realizagdo do IGRA

O IGRA foi realizado na disciplina de Patologia da Faculdade de Ciéncias Médicas
(FCM), pela professora adjunta da disciplina geral da FCM, Luciana Rodrigues e pela bidloga
Raquel Corréa.

O método do IGRA utilizado foi o Quantiferon-TB Gold In-Tube, que utiliza o
método ELISA para mensuracdo da producdo de interferon gama a partir das células T do

sangue periférico.

Realizagédo da coleta e armazenagem das amostras

A coleta de sangue periférico foi realizada diretamente nos tubos do Kit
QuantiFERON-TB Gold In-Tube (Cellestis, EUA - catadlogo: 10338930074; Nil [controle
negativo: sem estimulos], Antigenos TB especificos [estimulos ESAT-6, CFP-10 e TB7,7],
Mitdgeno [controle positivo: fitohemaglutinina]). Logo apds a coleta, os tubos foram
homogeneizados por inversdo cuidadosa (10 vezes) para a devida homogeneizacdo do sangue
com 0s compostos nos respectivos tubos.

Ao chegar no laboratorio, os tubos foram novamente homogeneizados por inversao
(10 vezes) e incubados a 37°C durante 24 horas (16 - 24 horas), em incubadora (Thermo
Fisher Scientific - Forma Series 11 Water Jacketed CO,). No dia seguinte, os tubos foram
centrifugados a 3000 xg, a 25°C por 15 minutos (Centrifuga Beckman Coulter - Allegra X-
15R) e os plasmas das culturas estimuladas ou ndo, foram coletados em 3 aliquotas para cada
amostra (Nil, Antigeno, Mitégeno) e estocados em freezer a -20°C (2 aliquotas) e -80°C (1
aliquota). Apos a cole¢do das amostras, estas foram submetidas ao Ensaio Imunoenzimatico
(ELISA) especifico para a dosagem dos niveis de IFN-y, processado segundo instrucées do
fabricante, Kit QuantiFERON-TB Gold, Cellestis, EUA - catadlogo: 10338930072).

Protocolo Kit QuantiFERON-TB

- Preparo dos reagentes e amostras:

Inicialmente, retiramos as amostras, a serem dosadas, do freezer - 20°C para seu total
descongelamento a 25°C por 1 hora, bem como, a placa e o diluente verde (“Green Diluent” -
GD) da geladeira (2° a 8°C) para que atinjam a temperatura de 25°C. Durante este periodo,

preparou-se o tampao de lavagem (30mL do concentrado 20X em 570mL de &gua destilada),
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reconstituindo-se o padrdo do IFN-y (para a curva-padréo) e o conjugado concentrado 100X
(anticorpo secundario conjugado a enzima peroxidase) com os volumes requeridos de &gua
mili-Q em cada frasco, de acordo com o lote. Ap6s a dilui¢do total do conjugado (minimo de
15 minutos), preparou-se 0 conjugado de trabalho adicionando 70uL de conjugado em 7mL

de GD (proporcéo para uma placa de 12 colunas é 60uL de conjugado em 6mL de GD).

- Procedimento:

Com as amostras descongeladas, estas foram homogeneizadas num agitador de tubos
(Quimis - agitador vortex), e em seguida, 50uL de cada amostra foi pipetada na placa,
previamente sensibilizada com anticorpo de captura/primario e bloqueada de fabrica (Solucéo
de bloqueio: Albumina de Soro Bovino - BSA). Logo ap6s as amostras, preparou-se a curva-
padrdo por diluicdo seriada para quatro pontos (P1 = 4.0 Ul/mL; P2 = 1.0 Ul/mL; P3 = 0.25
Ul/mL; P4 = 0 Ul/mL - apenas GD), e assim, 50uL de cada ponto da diluicdo foi pipetada em
duplicata na placa.

Em seguida, adicionou-se 50pL de conjugado de trabalho em todos os pocos da placa
utilizando uma pipeta multicanal. Imediatamente, protegeu-se a placa da luz cobrindo-a com
papel aluminio (devido o anticorpo secundario conjugado a enzima ser fotossensivel),
homogeinizou-se num agitador de placas por 1 minuto e ficou incubando a temperatura
ambiente de 25°C durante 2 horas. Neste intervalo, os frascos dos reagentes de substrato
(Tetrametilbenzidina - TMB) e da solucdo de parada (acido sulfurico) foram retirados da
geladeira (2° a 8°C) para gque alcancassem a temperatura de 25°C.

Apbs esta incubacdo, a placa foi lavada em lavadora de microplaca com 200uL de
tampé&o de lavagem em cada poco por 6 vezes (Lavadora Mindray, modelo MW-12A - verséo
software 1.3), ao término, a placa foi vertida em toalha de papel absorvente para retirar
tampao de lavagem residual.

Posteriormente, 100uL de substrato foi adicionado em cada poco da placa utilizando
uma pipeta multicanal. Imediatamente, protegeu-se a placa da luz cobrindo-a com papel
aluminio (devido o anticorpo secundario conjugado a enzima, previamente adicionado, e 0
substrato serem fotossensiveis), homogeinizou-se num agitador de placas por 1 minuto e ficou
incubando a temperatura ambiente de 25°C durante 30 minutos. A Gltima etapa foi a adi¢do de
50uL de solugédo de parada em cada pocgo da placa utilizando uma pipeta multicanal. Por fim,
dentro de 5 minutos, a placa foi levada a um espectrofotdmetro (Thermo Fisher Scientific -
Multiskan FC, catalogo: 51119000) para a medicdo da densidade Optica (D.O.) em cada pogo
com filtro de 450nm e filtro de referéncia de 620nm (620 - 650nm).
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- Interpretacéo dos resultados:

A conversdo dos resultados de D.O. em Unidade Internacional por mililitros (Ul/mL)
e a interpretacdo dos resultados (positivo, negativo ou inconclusivo - Figura 4) foram
realizadas no programa QuantiFERON-TB Gold Analysis Software, versao 2.61 (Cellestis,
catalogo: 05990026).

Primeiramente avaliamos o tubo nulo isolado, se os valores de IFN do tubo nulo for
maior que 8, provavelmente esse paciente apresenta alguma comorbidade que leva ao
aumento da producao de IFN e portando o resultado do Quantiferon sera indeterminado. Se 0s
valores de IFN no tubo nulo for menor ou igual a 8, entdo avaliamos a diferenca do IFN entre
o0 tubo contendo o antigeno e o tubo nulo. Se essa diferenca for maior ou igual a 0,35 Ul/ml e
maior ou igual a 25 % do valor do nulo podemos dizer que o resultado do IGRA foi positivo.
Se a diferenca for maior ou igual a 0,35 Ul/ml entretanto menor que 25% do valor do nulo ou
se a diferenga for menor que 0,35 Ul/ml e o valor do IFN do tubo mitogénico maior ou igual a
0,5 Ul/ml, o Quantiferon seré negativo. Se a diferenca for menor que 0,35 Ul/ml e o valor do

IFN do tubo mitogénico menor que 0,5 Ul/ml, o Quantiferon ¢é indeterminado.

Figura 4 - Fluxograma de interpretacdo dos resultados quando os tubos de Nil, Antigeno e
Mitdgeno sdo utilizados

Agente mitogénico
menos nulo
[UV/mL]*

QuantiFERON®_TB
[U/mL]

Nulo  Antigénio da TB menos nulo Relatério/Interpretagio

[UV/mL] [U/mL]

<0,35 > 0,5 Infeced VL tub losi
; . nfecgdo por M. tuberculosis
> 0,35 ¢ <25% do valor do > 05 Negativo NAO provavel
nulo -
<80 > 0,35e> 121151‘1’[/;: do valor do Qualquer um Positive? Infecgdo P;;;,iﬁ\fé[lbewufOSfS
<0.35 <0.,5
< Resultados sdo inconclusivos
> 0,35 ¢ <25% do valor do L .3 . cone’ L .
<0,5 Inconclusivo quanto a resposta ao antigénio da
nulo ™
> 8,0 Qualquer um Qualquer um

Fonte: Folheto informativo Quantiferon-TB Gold (Método in-tube), Cellestis.

3.4 Analise estatistica

As proporgdes foram comparadas pelo teste exato de Fisher. A concordancia entre 0s

testes foi avaliada pelo coeficiente Cohen’s Kappa. As correlagdes com os parametros clinicos
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e laboratoriais foram analisadas pelo teste de classificagdo de Spearman e o nivel de
significancia foi fixado em 0,05. A acurécia diagnostica do PT relatando-se sua sensibilidade,
especificidade, valor preditivo positivo (VPP), valor preditivo negativo (VPN) utilizou-se

como teste padrédo ouro o IGRA.
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4 RESULTADOS

4.1 Caracterizacao e analise descritiva da amostra

No periodo de janeiro de 2015 a dezembro de 2016, 177 pacientes foram
considerados elegiveis e selecionados para participar do estudo. Destes, 3 pacientes foram
excluidos porque se recusaram a participar, figura 5. Conforme representado na tabela 2,
houve predominio do sexo feminino (64%) e a média de idade foi de 41 (+ 17) anos. Dentre
0s 174 pacientes incluidos, 110 tinham o diagndstico de DIl e 64 formaram o grupo controle.
Dos pacientes com DII, 89 tinham DC e 21 RCUi. Nos portadores de DC, o fendtipo
predominante foi estenosante 42,7%, seguido do inflamatorio 31,5% e fistulizante 25,8%
(Gréfico 1). Em relacdo a extencdo, 35% tinham doenca ileocol6nica, 32,6% ileal, 15,8%
colbnica e 16,6% dos pacientes apresentavam outras localiza¢bes (Grafico 2). Dentre os
portadores de RCUi, a maioria dos pacientes tinham pancolite 62% seguido de colite esquerda
33% e proctite 5% (Gréfico 3).

Figura 5 - Fluxograma de incluséo dos pacientes

177 pacientes

3 pacientes excluidos
se recusaram a participar

| |
| | | |
102 IGRA + PT 6 sem PT/ 1 sem IGRA 52 IGRA +PT 11sem PT/ 1 sem IGRA

Fonte: A autora, 2018.




Grafico 1 - Fendtipo da DC segundo a classificacdo de Montreal (70)

Fendtipo da DC

25,8%

31,5%

mB1l
mB2
mB3
42,7%
Legenda: B1: ndo penetrante e ndo estenosante; B2: estenosante; B3: penetrante.
Fonte: A autora, 2018.
Gréfico 2 - Extensdo da DC segundo a classificacdo de Montreal (70)
Extensdo da DC
H lleal
M Colbnica

= {leocoldnica

1 Qutras

Legenda: outras: L1P, L2P, L3P, P (doenga perianal) e L4
Fonte: A autora, 2018.
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Grafico 3 - Extensdo da RCUi segundo a classificagdo de Montreal (70)

Extensdo da RCUi

5%

33% HEL

mE2
mE3

62%

Legenda: E1: proctite; E2: colite esquerda; E3: colite extensa.
Fonte: A autora, 2018.

A maioria dos pacientes com DIl estavam em uso de terapia imunossupressora
(79,8% para DC e 76,2% para RCUi), além disso, metade dos pacientes com DC j& estavam
em uso de terapia anti-TNFa ha mais de um ano. Todos os pacientes haviam sido vacinados
para BCG ao nascimento sendo que 4 deles (2 DC e 2 controles) ndo apresentavam cicatriz

vacinal. As caracteristicas demogréaficas dos pacientes estdo expostas na tabela 2.



Tabela 2 - Caracteristicas demogréaficas dos pacientes
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Parametros Todos DC RCUi Controles
No. de pacientes 174 89 21 64
Masculino (%0) 63 (36) 42 (47,2) 7 (33,3) 14 (21,8)

Idade (médiat DP) anos

Localizacdo da doenca (%0) @
L1

L1P

L2

L2P

L3

L3P

L4 apenas

L4

P

Extensdo da doenga (%0) @
El
E2
E3

Fenotipo da doenga (%)2
Bl

B2

B3

Contato com TB (%)
Cicatriz vacinal (%)
Tabagismo (%)
Imunossupresséo (%)
Uso de anti-TNFa (%)

41,45(+17,2)

29 (16,6)
1(0,6)
14 (8)
3(1,8)

31 (17,8)
3(1,8)
4(2,3)
3(1,8)
1(0,6)

1(0,6)
7(4)
13 (7,5)

28 (16,1)
38 (21,8)
23 (13,2)
19 (12,2)
170 (97,7)
8(5,1)
87 (50)
51 (29,3)

37,75(15,7)

29 (32,6)
1(1,2)
14 (15,8)
3(3.3)
31 (35)
3(3,3)
4 (4,5)
3(3,3)
1(1,2)

28 (31,5)
38 (42,7)
23 (25,8)
3(3,6)
87 (97,7)
5 (6)
71 (79,8)

46 (51,70)

36,67(+13,5)

O O O O o o o o o

1(5)
7(33)
13 (62)

0
0
0
1(5)
21(100)
1(5)
16 (76,2)
5 (23,8)

48,17(+18,3)

O O O O o o o o o

0
0
0
15 (28,8)
62 (96,8)
2(3,8)
0
0

Dados estdo apresentados como nimeros (No.) e percentagem (%), se aplicavel, médiatdesvio-padrao (DP).

Diagndstico de acordo com a classificacdo de Montreal (70).

Fonte: A autora, 2018.
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4.2 Resultados do PT isolado

Do total de pacientes analisados 17 ndo realizaram o PT, sendo cinco deles com DC,
um com RCUi e 11 controles.

A anélise do PT isolado demonstrou uma taxa de positividade baixa para 0s doentes
portadores de DII, principalmente para os pacientes com DC. Quando se avalia 0s pacientes
com DC e RCUI em relacdo ao controle, observa-se uma taxa de positividade de 6% para DC
com significancia estatistica (p = 0,013) e 15% para RCUi, ndo tendo este ultimo significancia
estatistica (p = 0,744). Para o grupo controle observa-se uma taxa maior quando comparado

ao grupo da DII, de 20,8%. Esses resultados estdo resumidos no grafico abaixo (Gréfico 4).

Grafico 4 - Taxa de positividade do PT isolado

Taxa de positividade do PT isolado

50
45
40

35

p=10,013
|
30 0=0,744
[ 1
25 20,8
20
15
10 [VALOR]
5 —
0
DC RCUI Controles

Fonte: A autora, 2018.

Quanto se avalia os resultados do PT levando em consideragdo a imunossupresséo e
0 uso do anti-TNFa no grupo da DII observam-se taxas de positividade menores com a
imunossupressdo e o0 uso de anti-TNFa e essas variaveis ndo foram estatisticamente
significantes. A taxa de positividade foi de 13,6% para 0s pacientes imunocompetentes, 6,1%

para 0os imunossuprimidos com azatioprina e/ou corticoide (p= 0,361), 8,8% para aqueles sem
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uso de anti-TNFa e 6,4% para os que estavam em uso de terapia bioldgico (p= 0,726). Esse
resultado esta resumido no gréfico 5.

Gréfico 5 - Taxa de positividade do PT isolado na DIl

Taxa de positividade do PT isolado na DI

50
45

40
35
30 p=0,361 p= 0,726
25 ' : ' ‘
20
15 13,6
10 - 6.4 8,8
5 mE = B
0
Imunocompetente Imunossuprimido Uso de anti-TNFa Sem anti-TNFa

Fonte: A autora, 2018.

4.3 Resultados do IGRA isolado

Do total de pacientes analisados, somente dois deles ndo apresentaram resultados de
IGRA, sendo um com DC e um controle. Além disso, consideramos resultados de IGRA
indeterminado (2,3% dos pacientes) como positivos, levando em consideracdo que esses
pacientes ndo podem ter ILTB afastada e que por isso foram submetidos a quimioprofilaxia
com isoniazida. A taxa de positividade desse teste isolado foi maior para DC e menor para a
RCUi e controle quando comparada a taxa de positividade do PT isolado, sem significancia
estatistica.

Quanto consideramos 0s pacientes portadores de DC a taxa de positividade foi de
13,6% (p = 0,805), para retocolite ulcerativa 9,5% (p = 0,601) e para os controles
11,1%.Quando consideramos a imunossupressao as taxas de positividade foram maiores com
0 teste do IGRA demonstrando uma porcentagem de 11,4% para os imunossuprimidos e 19%

para os imunocompetentes (p = 0,466). Assim como quando foi avaliado o0 uso da terapia anti-
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TNFa, demonstrando a taxas de positividade de 14% para os pacientes sem biologico e 11,5%

para aqueles com biolégico (p = 0,779).
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Nos graficos 6 e 7 podemos observar as taxas comparativas entre os dois métodos.

Gréfico 6 - Taxa de positividade do IGRA e do PT

Taxa de positividade do IGRAe do PT
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: A autora, 2018.
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Gréfico 7 - Taxa de positividade do IGRA e do PT na DIl
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Fonte: A autora, 2018.
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4.4 Associacao dos métodos - IGRA e/ou PT

Quanto levamos em consideracdo os dois métodos, sendo pelo menos um deles
positivo, a taxa de positividade aumenta para DC e controle, mas sem significancia estatistica.
Para os pacientes portadores de DC a taxa de positividade passa a ser de 14,6% (p= 0,204),
para retocolite ulcerativa 20% (p= 0,328) e para os controles 23,4%. Considerando a
imunossupressao a taxa de positividade € de 22,2 % para 0s imunocompetentes e 12,7% para
os imunosuprimidos (p= 0,289) ndo tendo significancia estatistica. Assim como as taxas séo
maiores para os pacientes em relagcdo ao uso de bioldgico. Para aqueles em terapia anti-TNFa
a taxa de positividade foi de 12,8% e 16,7% para aqueles que ndo estavam fazendo uso dessa

medicacdo (p = 0,338). Estes resultados estdo resumidos nos graficos 8 e 9.

Gréfico 8 - Taxa de positividade dos pacientes que fizeram pelo menos um dos testes

Teste positividade IGRA e/ou PT
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Fonte: A autora, 2018.
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Gréfico 9 - Taxa de positividade dos pacientes que fizeram pelo menos um dos testes na DII
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Fonte: A autora 2018.

4.5 Concordancia dos métodos - IGRA e PT

Quando levamos em consideracdo somente 0s pacientes que foram submetidos ao
IGRA e ao PT, 155 pacientes, observa-se uma taxa de positividade muito baixa, sendo de 5%
para RCUi, 0% para DC, 5,8 % para controle. A tabela abaixo mostra as taxas de positividade

dos métodos isolados e em associagdo (Grafico 10).
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Grafico 10 - Taxas de positividade dos métodos
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O coeficiente de concordancia foi fraco entre os métodos, sendo para a DC de 79.5%
(Kappa: -0,093), RCUi 85% (Kappa: 0,318) e controles 76.9% (Kappa: 0,202). Assim como a
taxa de concordancia também foi baixa para uso de imunossupressores (kappa: sem IS: 0,146;
com IS: -0,088) e uso de anti-TNFa (sem anti-TNFa: -0,123; com anti-TNFa: 0,150),

demonstrando que essas variaveis nao influenciaram os resultados. Em resumo a tabela abaixo

mostra as porcentagens de concordancia e discrepancias dos métodos, tabela 3.

Tabela 3 - Resultados do IGRA e PT

n (%) QTF+/PT+ QTF+/PT- QTF-IPT- QTF-IPT+ QTF ind/PT-
Todas DII 103 1(1,0) 9(8,7) 82 (79,6) 7(6.8) 4(39)
DC 83 (80,6) 0(0,0) 8(9,7) 66 (79,5) 5 (6,0) 4(4,8)
RCUi 20 (19,4) 1(5,0) 1(5,0) 16 (80,0) 2 (10,0) 0(0,0)
IS + 82 (79,6) 0(0,0) 6(7.3) 67 (81,7) 5(6,1) 4(49)
IS - 21 (20,4) 1(4.,8) 3(14,3) 15 (71,4) 2 (9,5) 0(0,0)
Uso Anti-TNF 46 (44,6) 1(2,2) 3(6,5) 39 (84,8) 2(4,3) 1(2,2)
Semanti-TNF 57 (55,4) 0(0,0) 6 (10,5) 43 (75,4) 5(8,8) 3(5.3)
Controles 52 3(5.,8) 4(7,6) 37 (71,2) 8 (15,4) 0(0,0)

Legenda: 1S+: com imunossupressdo, 1S-: sem imunossupressao.

Fonte: A autora, 2018.
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Como ndo existe um padrdo ouro para o diagndéstico da ILTB, para fins de calculo de

especificidade, sensibilidade, valor preditivo positivo (VPP), valor preditivo negativo (VPN)

e acurécia consideramos o IGRA como padréo ouro, ja que ele ¢ um método mais especifico

para o diagnéstico da Mth e a maior parte dos estudos demonstram sua superiodidade em

relacdo ao PT no rastreio de ILTB. A analise estatistica do PT demonstra taxas de

sensibilidade e VPP baixas para todos os grupos, em especial para os portadores de DC, como

mostra a tabela 4:

Tabela 4 - Performance do PT isolado, considerando o IGRA como padrédo ouro

Diagnostico Sensibilidade Especificidade VPP VPN Acurécia
Total 19,05 88,81 21,05 87,50 78,06
RCUi 50,00 88,89 33,33 94,12 85,00
DC 0,00 92,96 0,00 84,62 79,52
Controle 42,86 82,22 27,27 90,24 76,92
Fonte: A autora, 2018.

Entretanto quando adicionamos o IGRA ao PT os valores melhoram

substancialmente em especial na populagdo portadora de DC, demonstrando, portanto que

talvez para esse grupo populacional os dois exames sejam necessarios para o diagnostico de

ILTB. Conforme apresentado na tabela 5:

Tabela 5 - Performance do IGRA + PT, considerando IGRA como padrdo ouro

Diagnostico Sensibilidade  Especificidade VPP VPN Acurécia
Total 80,95 88,88 53,12 96,75 87,74
RCUi 100,00 88,89 50,00 100,00 90,00
DC 66,67 92,96 61,54 94,29 89,15
Controle 100,00 82,22 46,67 100,00 84,61

Fonte: A autora, 2018
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4.7 Avaliacdo dos pacientes apds inicio de terapia bioldgica

Durante o periodo do trabalho, 7 de 58 (12%) pacientes apresentaram conversao dos
testes de triagem para ILTB. Cinco pacientes dentre os 58 j& em uso de terapia bioldgica
tornaram-se PT positivos apos inicio da terapia. Dois pacientes positivaram no primeiro ano
apos o inicio do tratamento e 0s outros trés positivaram com mais de um ano de terapia
bioldgica. Apenas dois em 10 pacientes que eram virgens e foram retestados tiveram o IGRA
positivo.

Durante todo o periodo de acompanhamento dos pacientes somente um paciente teve
0 diagnostico de tuberculose que ocorreu trés meses ap0s inicio da terapia bioldgica. A

apresentacdo da doenca foi pulmonar e este apresentava PT negativo e IGRA negativo.

Figura 6 - Fluxograma dos pacientes apos inicio da terapia bioldgica

7 de 58 pacientes

48 terapia biologica > lano 10 terapia bioldgica < 1 ano

2 PPD positivos

3 PPD positivos (6,2%) . " _
2 IGRA positivos (40%

Fonte: A autora, 2018
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5 DISCUSSAO

A TB é uma das mais temidas complicacdes apds o inicio da terapia anti-TNFa e por
isso os testes de triagem para ILTB séo recomendados para pacientes com DIl antes do inicio
da terapia. O nimero de pacientes com DII, principalmente DC, vem aumentando de forma
consideravel nos altimos anos (71) seguido de um maior numero de diagnosticos de formas
graves da doenca com necessidade de terapia bioldgica. IGRA, PT e radiografia de torax séo
0s exames utilizados atualmente para o rastreamento de ILTB.

No Brasil, pais com alta incidéncia de TB, o ministério da saide (6) recomenda a
realizacdo de PT e radiografia de térax para rastreamento da ILTB, mas alguns pacientes
desenvolvem TB apesar da triagem negativa, assim como ocorre em outros paises (38),
conforme demonstrado por um estudo retrospectivo realizado por Aye Thi e cols (2018) (72),
que mostrou que dos 596 pacientes com DIl com rastreio negativo para ILTB, seis
desenvolveram tuberculose ativa.

No nosso ambulatério de DII, composto por aproximadamente 600 doentes, foi
realizado um trabalho retrospectivo no periodo de julho de 2017 a novembro de 2017, com
revisdo de prontudrios para avaliacdo de ILTB. Observou-se que 19 doentes desenvolveram
TB ativa, sendo 16 com DC e 3 RCUI. A localizagdo mais frequente de apresentagédo foi a
pulmonar e o biolégico mais utilizado o infliximabe. Todos os pacientes fizeram radiografia
de térax que foi normal e PT, sendo esse positivo em dois pacientes que foram submetidos a
quimioprofilaxia com isoniazida e a terapia biolégica iniciada dois meses depois. Um dos
pacientes apresentou TB de forma disseminada com evolucao para o 6bito. Este paciente foi o
unico que tinha os dois testes de rastreio, sendo o IGRA positivo e 0 PT negativo. Com essa
casuistica, mesmo que pequena, surge a duvida se seria esse rastreio, com radiografia de tdrax
e PT, a melhor estratégia para essa populagéo e ainda, 0 questionamento se seria necessario
nova pesquisa de ILTB apos o inicio da terapia anti-TNFa.

Vaérios estudos compararam PT e IGRA (40, 51, 59, 73) para o rastreamento de
ILTB, mas apenas um numero limitado deles em uma populagdo de DIl em um pais de alta
prevaléncia de TB e vacinada com BCG ao nascimento. Visando adotar a melhor estratégia
para pesquisa de ILTB na DIl a fim de evitar TB ativa e consequentemente suspensdo do
tratamento anti-TNFa e o risco de nova atividade da doenga, este estudo objetivou comparar
os dois métodos mais utilizados para ILTB na populacdo de DIl antes do uso da terapia

bioldgica, durante a terapia biologica e nos pacientes controles.
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Os pacientes estudados eram de meia idade, sendo esses um pouco mais velhos no
grupo controle, com predominio do sexo feminino, com perfil de doentes com DII com maior
gravidade, candidatos ou ja em uso de terapia anti-TNFa, conforme o descrito na literatura.
Pacientes com DC com fenotipo estenosante ileocolénico e pacientes com RCUi do tipo
pancolite. Esse perfil de pacientes tanto para DC como para RCUi acompanha os dados da
literatura como sendo mais frequentemente pacientes com indicacdo para uso de terapia
bioldgica. Por ser o nosso pais endémico para TB, todos os pacientes foram vacinados para
BCG, entretanto 4 pacientes ndo apresentavam cicatriz vacinal.

Quase 80% dos pacientes com DIl estavam em uso de uma ou mais terapia
imunossupressora, entretanto poucos doentes desse grupo referiram contato com baciliferos
de TB. Quanto as variaveis demogréaficas ndo houve diferenca estatistica entre os pacientes e
0s controles.

O presente estudo mostrou que a taxa de concordancia entre PT e IGRA foi baixa em
todos os pacientes (kappa: controle = 0,202; RCUi = 0,318; e CD = -0,093) e esse resultado
estd de acordo com outro estudo realizado no Brasil, em trabalhadores da area da saude, que
mostrou que a concordancia entre os métodos foi baixa, sendo esta diferenca devido
principalmente a fatores como estado vacinal e idade (74). Além disso, no nosso trabalho
esses resultados de IGRA e PT nédo foram afetados pela imunossupressdo e terapia anti-TNFa,
de acordo com outros estudos publicados anteriormente (75, 76). Mantzaris e cols. (76)
avaliaram o impacto da imunossupressdao nos resultados do IGRA e do PT em 75 pacientes
portadores de DIl na Grécia, pais com baixa prevaléncia de TB mas com alta taxa de
imigrantes para areas endémicas de TB, e demonstrou taxas de positividade do PT de 17%
para 0s imunocompetentes e 21,5% para 0s imunossuprimidos com p=0,761, assim como o
IGRA apresentou taxas de positividade de 19,1% e 25% com p=0,572, demonstrando que néo
houve significancia estatistica. Ao contrario do observado em nosso estudo, alguns outros
artigos demonstraram impacto negativo da imunossupressao sobre os resultados do IGRA e
PT (58, 69, 77).

O teste de positividade do PT isolado para DC em compara¢do com o controle foi
significativamente discrepante (6% x 20,8%), diferente da RCUi que demonstrou taxas de
positividade semelhantes (15% x 20,8%). Quando avaliamos o IGRA isolado, as taxas de
positividade para DC se aproximam (13,6% x 11,1%) e a RCUi permanece semelhante,
demonstrando que especialmente para os pacientes com DC, talvez o PT isolado néo seja o
melhor método de rastreio. Essa diferenca de positividade da DC e da RCUi ndo pode ser

explicada pela taxa de imunossupressao porque esta foi semelhante em ambos 0s grupos mas
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talvez possa ser justificada pela maior porcentagem de doentes em uso de terapia bioldgica
nos pacientes com DC (51,7 % DC e 23,8% RCUIi). No subgrupo de pacientes de DC, a taxa
de positividade melhora significativamente quando o IGRA ¢ adicionado ao PT (6% para
14,6%). Esses resultados estdo de acordo com os relatados por Ponce de Leon e cols. (73). No
entanto, Ponce de Leon e cols. avaliaram essa associagdo em 101 pacientes com artrite
reumatoide em Lima, Peru, e demostraram que o teste de positividade do IGRA foi de 44,6%
e o teste de positividade do PT foi de 26,7%, demonstrando melhores taxas com o IGRA do
que com o PT. No nosso estudo, a taxa de positividade do PT foi menor com 15,2% para DI
e taxa de positividade do IGRA de 25,5 %. Isso ocorreu provavelmente porque toda a
populagéo foi vacinada para a BCG ao nascimento e, portanto o impacto da vacinagdo sobre
os resultados do PT nédo séo visiveis (44). Um estudo transversal realizado na Bahia, onde a
amostra populacional € semelhante a do presente estudo, analisou os resultados do PT em 119
pacientes com DIl com predominio de DC e demonstrou taxas de positividade do PT
superiores para RCUi e DC da observada em nosso estudo, 28% e 15%, 10,5% e 6%
respectivamente. Essa diferenca talvez possa ser explicada pela baixa porcentagem de doentes
em uso de imunossupressores no estudo realizado na Bahia (34,5%) em comparacdo com 0
presente estudo (80%) (78).

Apos o inicio do tratamento com anti-TNFa, 5 pacientes de 58 tornaram-se positivos
para 0 PT (8,62%), enquanto 2 de 10 tornaram-se positivos para o IGRA (20,0%). Os
resultados indeterminados do IGRA foram menores do que o observado na literatura, 2,67%
no nosso estudo x 13-20% na literatura, (72). A maioria dos estudos repetem o IGRA quando
este apresenta resultado indeterminado entretanto em nosso estudo esses resultados foram
considerados positivos, uma vez que a quimioprofilaxia de Mth foi prescrita para esses
pacientes, bem como para 0s pacientes com rastreio positivo. Ndo houve concordancia de
positividade de conversdo entre esses doentes. Esse achado pode ser explicado porque o PT e
0 IGRA usam diferentes respostas imunes e antigénicas, portanto a concordancia entre as duas
técnicas pode néo ser a ideal (73, 79). Portanto, nosso estudo demonstrou que 12% (7 em 58)
dos pacientes com retestagem com IGRA e/ ou PT apresentaram conversdao dos testes de
rastreio de ILTB. Esses dados s&o maiores do que os observados na literatura e dessa forma,
pode-se sugerir que na nossa populacdo a retestagem apds inicio da terapia bioldgica faz-se
necessaria. Outros estudos mostraram porcentagem de conversdo menor, Bermejo e cols.
(2013) (80) avaliaram a utilidade de testes de triagem repetidos de TB em pacientes com DI
em terapia anti-TNFa e mostraram que a incidéncia cumulativa de tuberculina foi de 2,7% (IC

95% 0,3-9,4%, 2/74) e todos os testes do IGRA foram negativos. O outro relato de Papay e
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cols. (2012) (36) mostraram menores resultados, com uma conversdo de 4,2% de PT e
nenhum caso de conversao de IGRA em pacientes com DIl em uso de anti-TNFa. Todos esses
estudos citados foram realizados em paises com baixa prevaléncia de TB. Taxas maiores de
conversdo do IGRA e do PT em nosso estudo podem ser explicadas porque o estudo foi feito
em uma &rea endémica e a alta taxa observada pelo IGRA pode ter ocorrido devido a pequena
amostra analisada, somente 10 doentes.

A auséncia de padrdo ouro para ILTB dificulta o estabelecimento dos testes de
rastreio em relacédo a sensibilidade e especificidade para 0 Mth. Lu e cols. (2016) (81) fizeram
uma meta analise com 16 trabalhos na China para comparar a acuracia do IGRA e do PT no
diagnostico de infecgdo pelo Mtb. Os resultados demonstraram uma melhor sensibilidade e
especificidade com o IGRA, 84% e 66% quando comparado com o PT, 66% e 63%,
respectivamente. No nosso estudo, considerando o IGRA como padrdo ouro, 0 PT mostrou
uma sensibilidade geral muito baixa (19,05%) e VPP (21,05%). No entanto, quando o IGRA
foi adicionado ao PT, a sensibilidade e o aumento do VPP foram notaveis para 80,95% e
53,12%, considerando todos os pacientes. Esses achados foram mais expressivos quando
consideramos o subgrupo DC. Pacientes com DC apresentaram menor sensibilidade e VPP
(0,0% e 0,0%). Quando o IGRA foi analisado como um teste sequencial adicional ao PT, 0s
resultados melhoraram notavelmente (sensibilidade de 66,67% e VPP de 61,54%).
Considerando que os pacientes com DC e RCUi desse estudo apresentam taxas de
imunossupressdo semelhantes, acredita-se que a DC apresente algumas caracteristica
intrinseca a esse subtipo de DII, que justifique as taxas de sensibilidade e VPP bastante
inferiores ao da RCUI.

As principais limitagdes do presente estudo foram a amostra reduzida de pacientes
que repetiram os testes de rastreio, IGRA e PT apds terapia anti-TNFa mas com menos de um
ano da mesma e a ndo avaliagdo do custo efetividade do uso de PT isolado, IGRA isolado e
IGRA com PT. A amostra reduzida de DII, apenas 10 pacientes, em uso de terapia bioldgica
ha menos de um ano demonstrou taxas de positividade bastante elevadas para o IGRA,
justificando que esse exame seja repetido em pacientes com DIl apds inicio da terapia
bioldgica, entretanto se a amostra fosse maior talvez ndo encontrdssemos taxas de
positividade tdo elevadas, podendo ndo justificar repetir o exame. Além disso, a ndo avaliacao
do custo efetividade ndo nos permite definir qual a melhor estratégica publica de rastreio de
ILTB para a populacdo de DIl que ira iniciar terapia anti-TNFa. Alguns estudos ja
demonstraram melhor custo efetividade do IGRA, haja vista, que ele é mais especifico e,

portanto custos com quimioprofilaxia, eventos adversos e hospitalizagdes é menor.
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Swaminath e cols (2013) (47) realizaram um estudo de custo efetividade em Nova lorque e
demonstrou que para cada 1000 pacientes com DIl imunossuprimido com indicacédo de terapia
bioldgica, a escolha do IGRA sobre o PT no rastreio de ILTB evita 30 casos falso negativos,
4,92 reativacOes de TB, 1,4 mortes por TB e 71,520 ddélares. Entretanto no Rio de janeiro,
cidade de realizacdo do estudo, o custo em média do IGRA é 400 x maior que 0 PT e um
estudo realizado nesta cidade que avaliou custo efetividade dos testes de triagem, mostraram
que o PT isolado foi mais custo efetivo, entretanto o grupo populacional estudado foi
diferente do estudo citado (48).

Destaca-se positivo neste trabalho o tamanho amostral de pacientes com DC e RCUI,
o fato de ter sido o primeiro estudo realizado em um pais onde a TB é endémica e onde toda a
populacdo é vacinada com BCG ao nascer, além de ter avaliado pacientes com DIl virgens de
tratamento e pacientes com DIl em uso de biolégico hd mais de um ano e com menos de um
ano, permitindo-se inferir sobre a necessidade de repetir os testes de rastreio de ILTB ap6s
inicio de terapia bioldgica. Ressalta-se também que a analise dos individuos do grupo controle
possibilitou estimar a influéncia da imunossupressdo na taxa de positividade dos testes. Além
disso, o tempo de seguimento dos doentes foi de dois anos, periodo com maior chance de
desenvolvimento da TB, que permitiu dessa forma avaliar quem foram os doentes que
desenvolveram tuberculose ativa. Apenas um paciente desenvolveu TB ativa e na sua forma
pulmonar, ap6s trés meses do inicio da terapia anti-TNFa. Este paciente teve rastreio negativo
para ILTB.
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CONCLUSAO

A concordancia entre PT e IGRA foi baixa em todos os grupos do estudo.

O IGRA foi mais eficaz para detectar ILTB do que o PT nos pacientes com DC e
teve um papel significativo como teste adicional ao PT em todos os grupos estudados.

As elevadas taxas de conversdo do IGRA e do PT, justificam a retestagem dos
métodos de rastreio de ILTB ap0s inicio da terapia bioldgica anti-TNFa.

A imunossupresséo e o uso da terapia anti-TNFa nao influenciaram os resultados do
IGRA e do PT.
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APENDICE A - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)

& %o& UNIVERSIDADE DO ESTADO DO RIO DE JANEIRO
?-“-, HOSPITAL UNIVERSITARIO PEDRO ERNESTO
UERJ ; DISCIPLINA DE GASTROENTEROLOGIA E
ofs“mnﬁ ® ENDOSCOPIA DIGESTIVA

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

O Sr (a) estard participando de um estudo de Dissertacdo de Mestrado intitulado
“Comparacao entre o Interferon-Gamma Release Assay e o teste cutaneo tuberculinico para
rastreio de tuberculose latente antes e durante a terapia anti-TNFa na doenga inflamatéria
intestinal no Rio de Janeiro, Brasil”.

Os pacientes com doenca inflamatoria intestinal (DII), DC ou retocolite ulcerativa sao
pacientes que precisam de tratamento por toda a vida ja que possuem uma doenca crénica. O
tratamento consiste no uso de drogas que podem diminuir a imunidade e por iSsoO esses
pacientes podem ficar predispostos a inimeras infec¢fes. Um dos medicamentos usados para
o tratamento das DIl sdo drogas chamadas de imunobiol6gicos ou drogas anti fator de necrose
tumoral a (anti-TNFa). Esses medicamentos vém mudando o curso da doenga, melhorando a
qualidade de vida dos pacientes e diminuindo a chance do paciente vir a ser submetido a uma
cirurgia. Portanto alguns pacientes com DIl de atividade moderada ou grave vao necessitar
iniciar esses remédios para o controle da sua doenca.

Os anti TNFa (infliximabe e adalimumabe) podem aumentar o risco do paciente
desenvolver uma TB, se ele ja tiver sido exposto a essa bactéria no passado. Para evitar isso é
fundamental realizar alguns exames que possam averiguar esse contato anterior com a
bactéria responsavel por produzir a TB.

Normalmente fazemos de rotina a radiografia do torax e o teste de PPD. Este consiste
na injecdo intradérmica (injecdo superficial na pele com agulha bastante fina) de um
composto chamado tuberculina. Apés 2 dias da injecdo observa-se se houve reacdo da pele
aquela injecdo. Se a reacdo da pele (vermelhiddo e endurecimento no local) for maior ou igual
a meio centimetro, significa que o paciente ndo deve iniciar o tratamento com anti-TNFa
imediatamente. Alguns pacientes em que o PPD foi negativo, o tratamento é iniciado mas
ainda assim estes podem desenvolver TB. Para tentar diminuir esse risco estaremos neste

estudo acrescentando outro método além do PPD. Este método chama-se IGRA e consiste na
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retirada de amostras de sangue para serem enviadas ao laboratorio e realizagdo de analises
especificas.

O objetivo do nosso trabalho é comparar PPD e o IGRA na tentativa de diminuir os
riscos de desenvolvimento da TB nos pacientes com DIl que precisam iniciar o tratamento
com os imunobioldgicos.

Os riscos desses procedimentos s&o minimos como formacéo de pequeno hematoma
no sitio de coleta do sangue (igual a coleta de sangue comum para exames) ou mesmo reacdo
alérgica ao PPD que consiste em coceira na pele que pode ser tratada com medicamentos
antialérgicos. De qualquer forma, este tipo de alergia & muito rara e a necessidade do teste é
fundamental para o inicio do tratamento especifico da DI|I.

Em caso de duvidas, estaremos a disposicdo (Dra. Renata Amorim) na disciplina de
Gastroenterologia e Endoscopia Digestiva do Hospital Universitario Pedro Ernesto (HUPE),
Av. 28 de setembro, 77- Vila Isabel e nos telefones 23342421 / 28688654/ 28688258 ou,
ainda, todas as quintas-feiras de 7h as 12h, no Ambulatério de Doengas Inflamatorias
Intestinais na policlinica Piquet Carneiro, Av. Marechal Rondon, 381 — S&o Francisco Xavier
- Setor de Gastroenterologia.

Vocé também pode ter informacgdes sobre a pesquisa e tirar ddvidas junto ao Comité
de Etica em Pesquisa do Hospital Universitario Pedro Ernesto, que esta localizado no térreo
do Hospital Pedro Ernesto, telefone: (21) 2868-8253, e-mail: cep-hupe@uerj.br.

A ndo participacdo neste trabalho ndo implicara em qualquer prejuizo ao seu
acompanhamento e tratamento. As informac@es colhidas serdo sigilosas e poderdo contribuir
para melhor entendimento de sua doenca. Os resultados desta pesquisa serdo publicados em
revista nacional ou internacional sem qualquer identificacdo pessoal dos pacientes.

o Li e concordo em participar do estudo.

Nome do paciente

Assinatura data

Investigador

Eu confirmo haver pessoalmente explicado, para o individuo acima identificado, a natureza,
0 propdsito, a duracdo, os efeitos previsiveis e riscos do procedimento.

Assinatura data
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APENDICE B - Ficha de identificacdo, dados clinicos e laboratoriais

IDENTIFICACAO:

PACIENTE: DN:__/ /__SEXO: M()F()
TELEFONE(S): REGISTRO PPC: RACA

CARACTERISTICAS DA DOENGCA: DC ( ) RCUi () CONTROLE ( )

Ano do diagnostico: Fendtipo: B1 () B2( ) B3 ()
Extensdo: L1 () L2( ) L3( ) L4() EL() E2() E3() p () OUTROS

Cirurgia(s) prévia

Imunossupressdo: S( ) N (). Se sim, descrever:

Uso de bioldgico: S( ) N (). Se sim, descrever qual e 0 ano de inicio:

Tabagismo atual ou anterior (magos-ano): S( ) N ()
Vacinagdo para BCG: S () N( ). Sesim, quantas cicatrizes: 0 ( ) 1 () 2()

Contato com bacilifero: S( ) N ( ). Se sim, grau de parentesco:

Comorbidades:

Medicamentos outros:

CARACTERISTICAS LABORATORIAIS:

LAB (data:___ / [/ ):
Hg/ Ht: Leucograma (linfécitos): Alb:
VHS: PCR

TESTES DE TRIAGEM:

PPD: néo reator ( ) reator ( ). Se reator, valor em mm:
IGRA: negativo ( ) positivo ( ) indeterminado ( )

Radiografia de térax:

DESFECHO:

Tuberculose: S (1) N (). Se sim, qual a localizacdo e o tempo do inicio do biolégico (m):__
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titule da Pesquisa: Rastreio da tuberculose latente em pacientes com doenca inflamatoria intestinal e
terapia biologica: PPD x IGRA.

Pesquisador: RENATA FERNANDES DE AMORIM

Area Tematica:

Versao: 3

CAAE: 34227414 4 00005259

Instituigdo Proponente: Hospital Universitario Pedro Ermesto
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 998.681
Data da Relatoria: 02/12/2014

Apresentagao do Projeto:

Pacientes com doenca inflamatéria intestinal (Doenga de Crohn e Retocalite Ulcerativa) que séo
imunossuprimidos pela doenga, ou pelo uso de medicagdes para o seu tratamento, como corticosteroides e
azatioprina, apresentam maior risco de desenvolver infeccdo latente da tuberculose ao iniciar o uso de anti-
TNFalfa. O método atualmente disponivel para deteccdo da infeccdo latente (PPD) apresenta baixa
sensibilidade e especificidade, ja que a maioria da populacdo tém o antigeno vacinal. O IGRA (Interferon-
GAMA Release Assay), por ser um método mais especifico para Micobacterium tuberculosis, surge uma
potencial alternativa para rastreamento desses pacientes.

Objetivo da Pesquisa:

Avaliar a concordancia do PPD e do IGRA no rastreio da tuberculose latente em pacientes com DIl antes de
iniciar a terapia biolégica e apos 6 meses deste tratamento 2- Avaliar a concordancia do PPD e do IGRA no
rastreio da tuberculose latente em um grupo de pacientes com DIl em uso da terapia biologica ha mais de 6
meses.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:
Os riscos inerentes ao estudo sd@o minimos, relacionados aos dos métodos diagnaésticos estudados: 1 -

PPD: alergia cutanea 2 - coleta de sangue: hematoma no local de puncao,
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necessidade de multiplas pungoes.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:
Projeto na area de diagnostico, sem intervencdo. Todos os documentos de apresentacdo obrnigataria foram

encaminhados a este Comité.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:
TCLE com texto mais compreensivel pelo paciente, com formatacdo mais adequada. Foram analisadas as
documentagdes e as mesmas se encontram dentro das normas.

Projeto sem intervencao, sem riscos relevantes.

Recomendagodes:

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

O trabalho pode ser realizado da fora como esta apresentado. Diante do exposto e a luz da Resolugdo CNS
n%466/2012, o projeto pode ser enquadrado na categoria — APROVADO.

Situagdo do Parecer:

Aprovado
Necessita Apreciagao da CONEP:

Nao

Consideragdes Finais a critério do CEP:

Tendo em vista a legislacdo vigente, o CEP recomenda ao Pesquisador: 1. Comunicar toda e qualquer
alteracdo do projeto e termo de consentimento livre e esclarecido. Nestas circunstancias a inclusao de
pacientes deve ser tempaorariamente interrompida até a resposta do Comité, apos analise das mudangas
propostas. 2. Os dados individuais de todas as etapas da pesquisa devem ser mantidos em local seguro por
5 anos para possivel auditoria dos érgdos competentes. 3. O Comité de Etica solicita a V. $2, que
encaminhe relatérios parciais e anuais referentes ao andamento da pesquisa ao término da pesguisa

encaminhe a esta comissdo um sumario dos resultados do projeto.
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ANEXO B - Classificacdo de Montreal para DC e RCUi

Classificagéo de Montreal para DC

Idade do diagndstico (A) Al <16 anos
A2 17-40 anos
A3 > 40 anos

Localizagéo (L) L1 fleo terminal L1+ L4
L2 Célon L2+ L4
L3 Ileocolbnica L3+ L4
L4 Trato gastrointestinal superior

Comportamento (B) Bl Né&o estenosante / ndo penetrante Blp
B2 Estenosante B2p
B3 Penetrante B3p

p: doenca perianal

Classificacdo de Montreal para RCUi

Extensao Anatomia

E1-Proctite ulcerativa Extensdo da inflamacdo até a porc¢do distal da juncdo retossigmdide
E2- RCU do lado esquerdo  Inflamacédo até a flexura esplénica

E3- RCU extensa Inflamacdo além da flexura esplénica




