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VALDES, S. S. Avaliagédo do perfil de secregéo de IFN- y durante o tratamento de
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RESUMO

A tuberculose (TB) é uma doenca secular com altos indices de incidéncia e
mortalidade, sobretudo em grupos carcerarios e em vulnerabilidade econémico-social.
O diagndstico tardio e a emergéncia de casos resistentes as drogas utilizadas no
combate ao M. tuberculosis (Mtb) sdo os principais desafios para o controle da
doengca. Com isto, o estudo de biomarcadores tornou-se relevante para o
desenvolvimento de ferramentas diagndsticas mais eficazes do que as atuais. Este
estudo visou avaliar o perfil da citocina INF-y em uma coorte de pacientes em
tratamento para tuberculose drogarresistente (TBDR) de Recife, Pernambuco, com
seguimento de 6 meses. Os niveis de INF- y do sangue de 10 pacientes foram
guantificados por citometria de fluxo a partir da cultura do sangue estimulado ou néo
com antigenos especificos para Mtb provenientes do teste IGRA TB Plus (Qiagen)
antes e apos 2 e 6 meses de tratamento. Durante o acompanhamento da coorte, 0s
participantes também foram avaliados em relacdo ao quadro clinico, carga bacilar e
dano pulmonar. Apds 6 meses de tratamento, observamos uma diminui¢ao dos niveis
INF-y ao longo do tratamento e declinio da sintomatologia desses pacientes quando
comparados aos niveis antes de iniciar o tratamento. Nossos resultados sugerem que
a quantificacdo de INF- y em amostras de sangue € factivel para utilizacdo como
biomarcador para uma ferramenta de teste auxiliar e rapido para o monitoramento da
resposta da eficacia do tratamento anti-TBDR.

Palavras-chave: Tuberculose. Interferon-gamma. Biomarcadores. TBDR. Imunologia
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patients with drug-resistant tuberculosis (TBDR). 2022. 65 pages. Undergraduate
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ABSTRACT

Tuberculosis (TB) is a secular disease with high incidence and mortality rates,
especially in prison groups and in grupes associated with socio-economic vulnerability.
Late diagnosis and the emergence of cases resistant to the drugs used to combat M.
tuberculosis (Mtb) are the main challenges for disease control. As a result, the study
of biomarkers has become relevant for the development of more effective diagnostic
tools than the current ones. This study aimed to evaluate the INF-y cytokine profile in
a cohort of patients being treated for drug-resistant tuberculosis (DRTB) in Recife,
Pernambuco, with a 6-month follow-up. The levels of INF-y in the blood of 10 patients
were quantified by flow cytometry from a culture of blood stimulated or not with specific
antigens for Mtb from the IGRA TB Plus test (Qiagen) before and after 2 and 6 months
of treatment. During cohort follow-up, participants were also assessed for clinical
status, bacillary burden, and lung damage. After 6 months of treatment, we observed
a decrease in INF-y levels throughout the treatment and a decline in the symptoms of
these patients when compared to the levels before starting treatment. Our results
suggest that the quantification of INF-y in blood samples is viable to be used as a
biomarker for an auxiliary and rapid test tool for monitoring the response of anti-TBDR
treatment efficacy.

Key words: Tuberculosis. Interferon-gamma. Biomarkers. TBDR. Immunology.
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1.INTRODUCAO

A tuberculose (TB) é uma doenca infectocontagiosa causada pelo
Mycobacterium tuberculosis (Mtb). Segundo a Organiza¢cdo Mundial da Saude (OMS)
e 0 Ministério da Saude do Brasil (MS), até 2019, a TB era a primeira causa de 0Obito
por um Unico agente infeccioso, superando o virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV).
Em 2020, a mortalidade por COVID superou as taxas de TB, ocupando assim a
primeira posi¢do no ranking de mortes causadas por doengas infectocontagiosas
(WHO, 2018; BRASIL, 2022).

Em geral, a TB estd ligada a paises subdesenvolvidos, atingindo as
populacdes mais pobres em situacdes precarias de nutricdo, moradia e saneamento.
Além disto, estima-que em 2020, a TB tenha acometido cerca de 9,9 milhdes de
pessoas no mundo, sendo responsavel por 1,3 milhdo de 6bitos entre pessoas sem a
infeccao pelo HIV (WHO, 2021).

De acordo com ultimo Boletim Epidemiologico da Tuberculose no Brasil, foram
notificados 68.271 casos novos de TB, tendo uma ampla distribuicédo entre as regides
brasileiras. Neste boletim, o Brasil junto a outros 15 paises, foi responsavel por 93%
da reducado das notificacbes da TB no mundo. No entanto, essa variacdo negativa
pode ser justificada pelos impactos causados pela pandemia de covid-19 nos servicos
e sistemas de saude (BRASIL, 2022).

Em relacdo a mortalidade por TB, o Brasil registrou 4.543 6bitos em 2020, o
gue corresponde a um coeficiente de mortalidade de 2,1 6bitos por 100 mil habitantes
e segue a tendéncia dos ultimos anos da série historica dos Obitos por TB no pais
(BRASIL, 2022).

Embora atualmente exista um tratamento especifico e adequado, o controle
da doenca continua sendo um desafio, principalmente devido a persisténcia da
pobreza global, acesso limitado a saude, ampla dispersao geografica, epidemia do
HIV e emergéncia dos casos de resisténcia as drogas (TBDR) (WHO, 2021).
Atualmente o MS classifica a TB como uma questdo de salde publica no Brasil e
como uma das Doencas de Populac6es Negligenciadas (DPN) (BRASIL, 2022).

A incidéncia e a prevaléncia das DNP tém sido historicamente associadas a
territorios e populagbes de determinados grupos vulneraveis, pautados por suas
dindmicas de natureza colonial e capitalista, destacando que esta classe de doencas

em que a TB se encontra situada demonstra como as politicas e a¢gfes publicas sdo
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operadas baseadas na distincdo entre os povos habitantes de seu territorio,
culminando no processo de estigmatizacéo da doenca (GODIM, 2018).

Até onde sabemos, entre os séculos XVIII e XIX, quando a TB atingia

todas as classes sociais a doenga era tratada com muito mais seriedade pelo governo,
diferente de quando suas altas taxas de incidéncia e mortalidade se concentraram
apenas nas camadas sociais mais pobres, como ainda ocorre atualmente
(MASSABNI, 2019). Assim, além de investir em diagnéstico, tratamento e prevencao
da doenca devemos antes de tudo buscar entender nossa visdo critica sobre o
processo de vulnerabilizardo destes sujeitos, bem como debater sobre a negligéncia
destas doencas a nivel de saude global (OLIVEIRA, 2018).
GLAZIOU (2013) e SILVA (2014) apontam que uma das causas para o insucesso do
tratamento e o Obito do paciente por TB se refere ao despreparo clinico dos médicos
no diagnostico da TB, o que leva muitas vezes 0s pacientes a serem tratados para
outras doencas com manifestacdes clinicas comuns as da TB.

Desta forma, sabemos que existe uma frequéncia de pacientes que iniciam o
tratamento com antibiéticos inadequados para TB e apenas tardiamente sé&o
diagnosticados corretamente. Atualmente, como preconiza a OMS, o esquema de
tratamento basico para TB pulmonar é realizado pelo uso dos seguintes antibioticos:
rifampicina; isoniazida; pirazinamida e etambutol (WHO, 2021). Estudos como o de
BORAH P et al., (2021) apontam que este esquema de tratamento ndo se apresenta
de forma totalmente eficaz e gera altos indices de abandono devido ao longo periodo
do tratamento (no minimo 6 meses para paciente sensiveis a todas as drogas de
primeira linha), o que consequentemente levam a multirresisténcia a rifampicina e
isoniazida (TB-MDR), sendo estas as drogas anti-TB mais eficazes.

Desta forma, a TB-MDR tem dificultado ainda mais o controle da doenca,
visto que € necessario realizar um tratamento mais demorado e com drogas mais
toxicas e além de que, apenas cerca de 60% destes casos apresentam sucesso no
tratamento. Na maioria dos casos, a multirresisténcia também é notada tardiamente
apos o tratamento ter sido iniciado com as drogas de primeira linha, pois, o teste de
sensibilidade as drogas anti-TB depende do isolamento prévio do Mtb das amostras
biol6gicas em meios de cultura especificos, podendo levar de 2-3 meses (BORAH P
et al., 2021, GLAZIOU, 2013).

Outro fator que contribui para a falha terapéutica da TB é a forma do
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monitoramento clinico da eficacia do tratamento anti-TB, o qual atualmente é realizado
a partir da baciloscopia do escarro, que apresenta baixa sensibilidade, e através da
cultura da amostra de escarro. Diante disto, estudos que visam a prospecc¢édo de
biomarcadores associados a eficacia terapéutica da tuberculose séo relevantes para
0 avanco no desenvolvimento de testes de diagndsticos mais eficazes do que os
atuais e que permitem monitorar precocemente o tratamento dos pacientes (BORAH
P etal., 2021).

O IFN-y é a primeira citocina a ter alteragfes significantes no sangue
mediante a infeccdo do Mtbh. Os estudos de PAI e BEHR (2016) e CARRANZA et al
(2020) demonstraram uma diferenca significativa na expressao do IFN-y entre os
grupos de TB latente e ativo apos estimulacdo com antigenos especificos do Mtb, até
mesmo mais elevados que quando comparados ao grupo saudavel. Assim, sugere-se
gue esta citocina possui potencial para ser utilizada com o propdésito de diagnostico
diferencial entre a TB ativa e latente. Tendo em vista a significancia da alteracao
desta citocina durante o processo infectocontagioso da TB, um teste comercial IGRA
TB Plus baseado na liberacéo de INF- y na cultura de sangue apos estimulacdo com
antigenos especificos de TB, foi lancado no mercado para o diagndéstico da infeccéo
pelo Mtb.

Os antigenos desse teste comercial também tém sido usados para avaliar a
expressdo de outras citocinas e quimiocinas em pacientes com TB (ZIMMER et al.,
(2022). Poucos estudos tém avaliado a correlacdo dos niveis de INF- y produzidos
por células T efetoras previamente condicionadas a estimulos com antigenos
especificos do Mth com a resposta ao tratamento. Os estudos de SAUZULLO | et al.,
(2019), CARRARA S et al., (2004) e LEE SW; LEE CT; YIM JJ (2010) observaram
uma diminuicdo dos niveis de IFN-y apds o tratamento da TB. Em controvérsia,
estudos de DENKIGER et AL., (2013) e THERON G et al., (2012) mostraram um
aumento ou nenhuma mudanca nos niveis de IFN-y durante o tratamento da TB.

Diante dos dados discordantes na literatura, neste estudo visamos
avaliar o perfil dos niveis de IFN-y por citometria de fluxo no sangue dos pacientes em
tratamento para tuberculose drogarresistente (TBDR), provenientes de uma
populacéo vacinada para BCG e pertencentes a cidade de Recife, regidao do estado

de Pernambuco endémica para a doenca (BRASIL, 2022).
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2.REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. HISTORICO DA TUBERCULOSE

Para uma melhor compreenséo acerca do cenario atual da tuberculose (TB) e
a repercussao de suas problematicas no sistema publico de saude, ndo s6 apenas em
uma perspectiva brasileira, mas como também mundial, torna-se necesséario o
entendimento dos processos histéricos e cientificos que levaram a descoberta do
Mycobacterium tuberculosis (Mtb) como agente etiolégico da tuberculose, e seus
desdobramentos até o presente momento.

O género Mycobacterium, o qual a bactéria causadora da TB pertence, existe
h& mais de 150 milh6es de anos, sendo a sua relacao infectocontagiosa descoberta
apenas nos primeiros hominideos de 3 milhdes de anos atras na Africa Oriental
(BERTOLLI, 2001). Evidéncias arqueologicas descritas por BARBERIS (2017)
comprovam que o ancestral comum do Mtb tenha surgido entre 20.000 e 15.000 anos
atras, sendo sua infeccéo inicialmente restrita a pequenos grupos de hominideos, e
posteriormente, grupos maiores, originados pela transicdo do movimento némade
para o sedentario durante a Revolucéo Agricola ha 12.500 anos.

O ambiente quente e ao mesmo tempo umido, sombrio e arejado, caracteristico
aos pulmdes, foi um fator altamente positivo para a sua proliferacdo. Com isto, a partir
deste processo a TB esteve acompanhando lado a lado o avan¢co da humanidade,
adquirindo novas caracteristicas oriundas dos processos de mutacdes e trocas de
materiais genéticos bacterianos, adaptando-se ao seu novo hospedeiro, 0 homem
(BARBERIS, 2017).

Devido a descoberta de que muitos faradés foram acometidos pela TB ainda
muito jovens ha cerca de 3.300 anos, como Amendéfs IV e sua esposa Nefertiti
(ROSEMBERG, 1999), o, BERBERIS (2017), conseguiu estimar a data de origem da
Mtb e a sua associacdo patogénica com a espécie humana. Neste estudo foram
encontradas deformidades esqueléticas tipicas da TB em mumias egipcias,
conservadas had mais de 4.400 anos. Além disto, lesbes e anormalidades
patognoménicas da doenca sao ilustradas no inicio do desenvolvimento da arte
egipcia, h4 mais de 3000 anos a.C., comprovando a presenca da doenca nesta
civilizacao antiga (ROSEMBERG,1999).



16

Os primeiros documentos aprofundados na pesquisa para a compreensao do
que seria a TB foram encontrados na india e China ha 3.300 e 2.300 anos,
respectivamente (BARBERIS, 2017). Termos como “consuncdo” e “tisica” foram
utilizados para se referir a TB na Antiguidade e Idade Média, sendo ambos 0s termos
oriundos da India, e possuem o respectivo significado de “emagrecimento’ e
“depauperacéao do corpo” (BERTOLLI, 2001).

Acerca da presenca da TB no continente americano, a mais antiga evidéncia
da TB foi obtida de um corpo mumificado de uma jovem india na regido onde
atualmente seria 0 Peru na era pré-colombiana h& 3.100 anos. Em seu pulméo direito
havia um nédulo hilar volumoso contendo bacilos do Mtb, que foram comprovados no
pulméo pela analise do DNA para Mtv (ROSEMBERG, 1999).

Dentro do estudo citado anteriormente, o autor Rosemberg afirma que:

“Existe um consenso, quase homogéneo entre 0os pesquisadores, de que a TB
chegou as Américas com seus primeiros imigrantes asiaticos, ha pelo menos 10
mil anos, persistindo em alguns grupos sociais minoritarios e dispersos por
milhares de anos, até atingir propor¢c@es epidémicas ha 1.500 anos na regido
dos Andes.” (ROSEMBERG, 1999).

Baseando-se nesta afirmacédo, pode-se concluir que provavelmente a cepa
primordial circulante no continente americano tenha sido trazida pelos imigrantes do
continente asiatico, a qual seria a mesma transmitida na China e india, devido a serem
as civilizacdes com maiores registros do acometimento da TB e também com histérico
de migracao para as américas (ROSEMBERG,1999).

Embora a TB tenha sido praticamente ignorada na Europa durante o periodo
medieval, devido ao declinio da ocupacdo de centros urbanos e a falta de
conhecimento popular sobre a doenca e a sua lenta mortalidade, o conhecimento da
doenca tornou-se evidente com o surgimento do movimento Renascentista
(BARBERIS, 2017; BERTOLLI, 2001; ROSEMBERG, 1999).

Por outro lado, durante o Renascentismo foram iniciadas a expansédo do

conhecimento sobre a TB. Neste cenario, € relatado o destaque dos médicos:

“Girolamo Fracastoro, médico italiano com grande destaque, que em 1546 declarava se op0s
ao principio hipocratico que afirmava que “um tisico nasce de outro tisico”; também
postulando, baseado em seus estudos sobre a medicina arabe, que a TB era transmitida por
“microparticulas” transportadas pelas correntes aéreas, depositando-se em objetos em volta
do individuo infectado; seguido do médico francés Sylvius, que relatou pela primeira vez a
“existéncia de granulagcbes em pulmdes contaminados, que quando apresentavam aspecto
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purulento, levavam ao aparecimento de cavidades” e sua dimensdo e tamanho previam a
gravidade da doenc¢a.” (BERTOLLI, 2001).

Em 1679, o médico de Amsterda, Sylvius de laBoe foi provavelmente o primeiro
médico a usar o termo “tubérculos” na tisica do pulmao, que ele nomeou tubercula
granulosa (FRITH, 2014).

Antes da Idade Moderna, no inicio do século XV, com o descobrimento das
américas e a chegada dos colonizadores europeus, a ocorréncia da TB aparentou ter
diminuido muito antes da chegada dos colonizadores, o que levou a populacdo
indigena a ser altamente susceptivel a devastacéo pela reintroducdo do Mtb.

Na Ameérica Central, o padre cronista espanhol, Diego Duran, em registros,
observava que dos 50 a 60 escravos sacrificados no funeral do governante mexicano
Axayacatl, em 1479, muitos eram corcundas, e supde-se que alguns deles tinham TB,
sendo este um indicio da susceptibilidade apresentada pela populacdo indigena a
infeccdo da TB mediante o contato com seus colonizadores espanhois (DANIEL,
2000).

Durante o século XVIII, ainda na Idade Moderna e na Revolucao Industrial da
Europa Ocidental, a TB tornou-se uma epidemia com uma taxa de mortalidade de até
900 mortos por 100 mil habitantes por ano. Devido ao aumento sucessivo das
condicdes precérias dos trabalhadores, como ambientes de trabalho extremamente
degradantes, alojamentos mal ventilados e superlotados, além da falta de
saneamento basico e a desnutricdo da populacdo em geral, e outros fatores de risco,
corroboraram para o aumento dos indices de casos da doenca e de mortalidade por
TB (BARBERIS, 2017).

Na Asia, especificadamente na China, néo existe registro historico de um grave
surto de TB, fato contrario a situacédo europeia da época, onde a epidemia dos séculos
XVIII e XIX foi um evento epidemiolégico definido e documentado, possuindo impactos
culturais e demograficos relevantes. Esta disparidade nos indices de TB nos
continentes Europeu e Asiatico pode ser explicada pelo diferente ritmo do processo
de industrializacao, tendo em vista que a China nao participou da Revolucéo Industrial
e sua taxa de urbanizacdo histérica raramente excedia 10% da populagéo total,
evitando assim maiores taxas de transmissdo da TB devido a menor presenca de

aglomerados sociais em pequenos espacos fechados (LIU et al., 2018).
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Devido a falta de farmacos eficientes na época, terapias alternativas como a
climaterapia era a principal indicacdo para o tratamento da doenga durante as
epidemias ocasionadas durante e apos a Revolucdo Industrial, sendo recomendado
viver em climas montanhosos e maritimos, com baixas pressdées atmosféricas, ar
puro, temperaturas amenas e constantes ao longo do ano e locais com insolagéo
abundante (VIEIRA, 2011).

Além destes tratamentos, outras sete terapias também eram bastante
frequentes neste periodo, chamados de “septeto da panacea”, por serem indicados
para todos os males, sendo eles: sangria, purgativos, ventosas, vesicatérios,
emeéticos, sanguessugas e clisteres. Os seis primeiros pertenciam a rotina médica em
todos os centros medicos, enquanto a sangria, técnica estipulada por Galeno, foi
praticada quase até o final do século XIX, sendo indicada para os tuberculosos pela
premissa de que ao retirar-lhes o sangue os casos de hemoptise diminuiriam, o que
tornava os pacientes anémicos, mais fracos e debilitados (ROSEMBERG, 1999).
Pode-se concluir que os tratamentos ofertados nesta época continuaram
apresentando teor empirico, como na ldade Média, apesar de que poderiam levar
mais rapidamente o paciente ao 0bito, o que nos leva a crer que também pode ter sido
um importante fator para os aumentos exponenciais das taxas de mortalidade da
época.

Assim, alguns autores, como BARBERIS (2017) e BERTOLLI (2001), acusam
a palidez anémica das pessoas enfermas pela TB, em decorréncia da aderéncia aos
tratamentos ofertados na época, como a causa da origem do termo “peste branca” no
século XVIII.

A continuacédo da utilizacdo dos termos “consuncao” e “tisica” se estendeu até
0 século XVIII, os quais foram substituidos no século XIX pelo termo “tuberculose”,
nomeado pelo médico-pesquisador Johann Lukas Schonlein (BARBERIS, 2017).

Desta forma, observa-se que a utilizacéo e difusédo entre os grandes médicos
do termo “tuberculose” como definicdo da doenca altamente letal causadora dos
tubérculos durante a época foi altamente importante para a popularizacdo desta
palavra, que ainda se mantém.

Apenas em meados do século XIX, René Téophilo H. Laennec, inventor do
estetoscoOpio, conseguiu esclarecer a patogénese da TB e reuniu 0 conceito da

doenca, assimilando as formas pulmonares e extrapulmonares. Guiado pelo interesse
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em pesquisar sobre esta “nova doenca” chamada tuberculose, causadora das altas
taxas de mortalidade em Londres, Estocolmo e Hamburgo, Laennec fez registros
claros e concisos sobre a patologia da TB, descrevendo a maioria dos sinais
patolégicos associados a doenca e inseriu novos termos para relatar suas
descobertas, com isto, a compreensdo moderna e atual sobre a TB teve inicio com a
publicagéo do Tratado de Laennec (DANIEL, 2006).

Apenas em 1895, final do século XIX, através dos experimentos realizados pelo
cirurgido militar francés Antoine Villemin foram elucidadas as condi¢des infecciosas e

inoculaveis da TB:

"Os experimentos consistiram na inoculagdo em diversas espécies de grupos experimentais

sadios de “uma pequena quantidade de liquido purulento de uma cavidade tuberculosa”,
obtida a partir de necropsias de individuos mortos pela TB, o que resultou no adoecimento de
todos os grupos inoculados. Assim, concluiu-se que a TB é uma doenca infectocontagiosa

dependente de um agente causal especifico, que seria uma forma de vida “infinitamente
pequena” (BERTOLLI, 2001).

Os experimentos realizados por Antoine Villemin apontam os avancos da
concepcao cientifica da época, a partir da elaboracéo de resultados mais concisos a
partir do uso do conhecimento cientifico ao invés do empirico, assim como outros
estudiosos que o antecederam este movimento, expandindo a classe pesquisadora
dos séculos anteriores que acreditava na comprovacdo cientifica baseada na
experimentacao, observacéo e analise de eventos bioldgicos. Sua definicdo de “uma
forma de vida infinitamente pequena”, acusando a bactéria Mtb como agente
etiolégico da doenca como também o método de experimentacdo associada a
cavidade pulmonar, tendo vista que neste ambiente ocorre a principal manifestacao
da doenca, ampliam ainda mais os conhecimentos acerca da infectologia e patologia
previamente descobertos por outros pesquisadores que o antecederam.

Préximo a esta época, o médico-pesquisador William Budd sugeriu que a TB é
disseminada pela sociedade por “germes especificos”, expelidos por pessoas
acometidas pela doenca, sendo esta afirmacdo mais um dos avancos sobre o
conhecimento da transmissao da doenca (DANIEL, 2006).

Apesar dos avancos cientificos relatados no campo médico e da expansao do

conceito do que seria a tuberculose, ainda existia a falta de um tratamento eficaz para
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o combate da doenca. As altas taxas de mortalidade associadas a prevaléncia da
doenca nas popula¢cdes mais vulneraveis da época exigiam medidas de contenc¢éo da
doenca para a protecao do restante da populacdo, visando unicamente apenas a
diminuicdo da transmissao do Mtb e cuidados paliativos aos enfermos (ROSEMBERG,
1999). Com isto, houve a criacdo dos sanatérios em 1854, com o pioneirismo de
Hermann Brehmer, o qual inaugurou a primeira instituicdo especializada no tratamento
da TB nas montanhas da Silésia, afim de isolar os pacientes com TB durante a
administracdo do tratamento ineficaz proposto durante a época (MARTINI et al.,
2017).

A partir disto, surgem as organizagcfes internacionais responsaveis pelas
propostas de combate a TB, consolidadas no final no final do século XIX, centralizadas
principalmente nos dispensarios (MARTINI et al., 2017).

O tratamento ofertado nos dispensarios era preferencialmente direcionado as

classes sociais mais pobres, sendo responsaveis por atividades como:

“Exames diagnosticos, encaminhamentos para consultérios médicos e servicos de
enfermagem, como também a assisténcia social aos doentes, com o auxilio de entidades
filantrépicas que forneciam medicamentos, roupas e alimentos. O tratamento efetuado nos
sanatérios poderia durar varios anos e exigia uma severa disciplina dos internados: higiene,
repouso, alimentacéo, ar puro e acompanhamento médico. Acreditava-se que o isolamento
em ambientes hospitalares possibilitaria uma melhora na alimentacéo e tornaria os efeitos de
um acompanhamento médico prolongado mais efetivo, como também reduziria as taxas de
contagio sociais.“ (ANTUNES, 2000).

No inicio do século XX, antes da implementacédo dos farmacos anti-TB, ainda

foram desenvolvidas inGmeras técnicas cirdrgicas para o tratamento da TB, entre elas:

“O colapso pulmonar, pneumotérax, drenagens cavitarias, toracoplastia, lobectomia e
ressecc¢do do 4pice do lobo superior do pulméo, sendo a Ultima o procedimento escolhido de
forma preferencial em casos especificos, como quando o tratamento padrdo da TB
apresentava falha ” (MARSICO, 2006).

Em decorréncia a este cenario, outro ponto chave para o avanco cientifico

surge na histéria da tuberculose ainda no século XIX:

“Em 24 de marco de 1882, a histéria da TB mudou drasticamente, quando Hermann Heinrich
Robert Koch apresentou a Sociedade Fisiologica de Berlim demonstracdes do bacilo da TB
gue ele havia isolado e identificado, como também seus famosos postulados, que até os dias
de hoje séo o padréo para a demonstracao de uma etiologia infecciosa.” (DANIEL, 2006).
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As descobertas feitas por Koch serviram como um alerta geral para sociedade
da época, como podemos observar no texto acima, tanto para a classe médico-
cientifica, quanto para o regime vigente a época, tendo-se em vista a necessidade de
conscientizacao e a implementacédo de medidas de prevencdo da populagéo sobre a
doenca.

Em 1890, Koch relatou ter isolado uma substancia, oriunda de bacilos da TB,
gue poderia “tornar inofensivas as bactérias patogénicas encontradas em um corpo
vivo e fazer isso sem desvantagem para o corpo”. Esta substancia foi nomeada
tuberculina e a administracdo de injecdes deste composto € rapidamente
implementada como tratamento para doenca (DANIEL, 2006).

No entanto, seu potencial terapéutico ndo atingiu os resultados esperados,
ocasionando inameros Obitos, uma vez que a sua administracdo desencadeava
intensas reacodes sistémicas e graves lesdes progressivas, com grandes destruicbes
pulmonares e generalizacéo das formas clinicas, levando os enfermos rapidamente a
morte (ROSEMBERG, 1999).

Apesar do fracasso da tuberculina, os experimentos de Koch tiveram uma
grande contribuicdo para a bacteriologia, devido a sua metodologia ter sido utilizada
como referéncia por outros bacteriologistas da época, o que posteriormente garantiu
sua indicacdo e premiacdo ao Prémio Nobel de Medicina em 1905 devido ao
esclarecimento da etiologia da TB. Com isto, o Mtb foi nomeado de forma popular de
“bacilo de Koch” em referéncia as suas descobertas (DANIEL, 2006).

No inicio do século XX, houve a busca de uma terapia eficiente ou de uma
vacina com garantia de imunoprotecéo contra a TB por parte da comunidade cientifica
gue ainda realizava tentativas de controlar a tuberculose. Com isto, surge a vacina
BCG (Bacilo Calmette-Guérin), desenvolvida por Albert Calmette e Camille Guérin,
em 1906. Apds 231 subcultivos realizados durante 13 anos, estes pesquisadores
obtiveram uma cepa de M.bovis com viruléncia atenuada. Apesar do sucesso inicial
da vacina, ainda se fazia necessario continuar a busca de uma terapia eficaz capaz
de curar os individuos previamente infectados pela TB, tendo em vista que esta vacina
nao apresentava potencial terapéutico, apenas profilatico (BECK, 2000).

Apenas em 1944, os cientistas Selman Waksman, Albert Schatz e Elizabeth
Bugie descobriram a estreptomicina (DAVIS, 1966). Esta descoberta foi oriunda do

isolamento deste antibiético de uma bactéria, Streptomyces griseus (MADIGAN,
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1998). Além de sua grande utilidade contra infec¢cdes de diversas patologias, a
estreptomicina tornou-se o primeiro farmaco com acéo efetiva contra o Mtb, sendo
implementado como a primeira droga efetivamente importante para o tratamento da
TB, garantindo em 1952 o prémio Nobel para Waksman (DAVIS 1996).

Durante os 30 anos seguintes a descoberta da estreptomicina, novos
guimioterapicos foram acrescentados “ao arsenal terapéutico” da tuberculose.

Assim, podemos observar que a descoberta da estreptomicina foi
extremamente importante para a mudanca na perspectiva letal que se havia pela
infeccdo do Mtb, a partir da implementacéo deste farmaco foi possivel obter a cura
eficiente de quase todos os casos da doenca de forma segura (SILVA, 2017).No
entanto, em meados da década de 1970, o rapido surgimento de bactérias resistentes
levou a eficacia dos antibidticos utilizados para o tratamento anti-TB ao status de risco.

Apesar de outros medicamentos mais eficazes terem sido introduzido para o
tratamento da TB, 0 uso excessivo e inadequado desses medicamentos, assim como
a falta de desenvolvimento de novos medicamentos pela industria farmacéutica,
comprometeu o controle da doenca com o surgimento da emergéncia dos casos de
resisténcia as drogas anti-TB (TB DR). (VETOLA, 2015).

2.2. EPIDEMIOLOGIA DA TUBERCULOSE

O Mtb, principal agente etioldgico da TB afeta predominante sitios pulmonares,
causando a forma pulmonar. Além disso, este patégeno pode também afetar com
menor prevaléncia outros 6rgaos, ocasionando a forma extrapulmonar (WHO, 2018).

Em 2021 foram reportados 6,4 milhdes de casos novos de TB pulmonar no
mundo, sendo a india o pais que ocupa a primeira posicéo no ranking da incidéncia
da doenca, enquanto o Brasil ocupa o 20° lugar, tendo a sua distribuicdo conforme

aponta a Figura 1.
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Figura 1- Coeficiente da incidéncia da tuberculose (por 100mil hab.). Unidades da
Federacéo, 2021.

Casos de tuberculose por 100.000 habitantes
[ 11,82 30,8

[ 33,82 50,3
Wl 546a71,3 @
500 1000 km
L Se—

Fonte: Sistema de Informacao de Agravos e Notificacdo/ Secretarias Estaduais de Saude/
Ministério da Saide: Instituto Brasileiro de Geoarafia e Estatistica

Comi isto, torna-se evidente que a TB continua sendo um problema social, como
também uma questdo de saude publica, em contexto mundial (WHO, 2022). A OMS
descreve dados extremamente alarmantes em seu relatorio global que dizem respeito
as taxas de infectados e Obitos causados pelo Mtb no ano anterior, em decorréncia da
pandemia da COVID-19:

"A pandemia de COVID-19 reverteu anos de progresso global no combate a tuberculose e,
pela primeira vez em mais de uma década, as mortes pela doenga aumentaram. Em 2020,
mais pessoas morreram de tuberculose, com muito menos pessoas sendo diagnosticadas e
tratadas ou recebendo tratamento preventivo em comparacéo com 2019 devido a diminui¢cao
dos gastos gerais com servicos essenciais para a doenca. Estima-se que, em 2020, a TB
tenha acometido cerca de 9,9 milhdes de pessoas no mundo, sendo responsavel por cerca
de 1,5 milh&o de pessoas morreram de tuberculose em 2020 (incluindo 214 mil entre pessoas
gue vivem com HIV). Até 2019, a doenga era a primeira causa de 0bito por um Unico agente
infeccioso, tendo sido, desde 2020, ultrapassada pela COVID-19.” (WHO, 2021).
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Em consonancia, o cenério epidemioldgico brasileiro atual e as consequéncias
da pandemia da COVID-19 em 2020 sao apresentados pelo Ministério da Saude (MS)

da seguinte forma:

“No Brasil, em 2021, foram notificados 68.271 casos novos de TB, o que equivale a um
coeficiente de incidéncia de 32,0 casos por 100 mil habitantes. Em 2020, o Brasil, junto com
outros 15 paises, foi responsavel por 93% da reducao das notificagdes da TB no mundo. Essa
variacdo negativa pode ser justificada pelos impactos causados pela pandemia de covid-19
nos servigos e sistemas de salde. O numero de 06bitos registrados em 2020 foi de 4.543, o
gue corresponde a um coeficiente de mortalidade de 2,1 ébitos por 100 mil habitantes e segue
atendéncia dos Ultimos anos da série historica de analise de 6ébitos por TB no pais. ” (BRASIL,
2022)

Trazendo a tona a perspectiva brasileira, por meio destes dados torna-se
evidente a alta incidéncia da TB, como também suas altas taxas de mortalidade
historicamente continuam. Por outro lado, apesar de em 2020 as notificacdes de
novas infeccbes pelo Mtb terem decaido em 93%, as taxas de o6bitos registrados
continuaram as mesmas observadas desde 2011, o que coloca em perspectiva 0s
casos de subnotificacdo causados pela pandemia do Sars-Cov-2. Assim, podemos
pressupor que apesar dos avancos cientificos acerca da TB ainda existe uma falha no
sistema de saude publico brasileiro em diagnosticar individuos infectados pelo bacilo,
a qual tornou-se ainda mais evidente e critica, durante a pandemia do Sars-Cov-2 no
Brasil (BRASIL, 2022).

Em relacdo ao perfil epidemiolégico da doenca no Brasil, em 2021, foram
notificados 59.735 casos novos de TB pulmonar. Quanto ao numero de notificagdes
de TB por estado, foi evidenciado uma heterogeneidade no pais em 2021. Levando
em consideracdo que entre os anos de 2012-2021 as taxas de incidéncia
apresentavam-se de forma controlada, em 2021, onze estados brasileiros atingiram
os coeficientes de incidéncia acima a da média nacional e em comparacao a este
periodo, colocando novamente a TB em status alarmante apos anos (BRASIL, 2022).

Os maiores coeficientes foram registrados nos estados do Amazonas (71,3),
Rio de Janeiro (67,4) e Roraima (54,6), seguidos do Acre (50,3), Pernambuco (45,9),
Para (42,6), Rio Grande do Sul (36,5), Mato Grosso do Sul (34,9), Espirito Santo
(34,7), Amapa (35,2) e Sdo Paulo (33,8) (Figura 1) (BRASIL, 2022).

Quanto ao monitoramento dos casos de TBDR, entre 2015 a 2021, foram

diagnosticados 6.698 casos novos de TBDR no Brasil, onde apenas 848 foram
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notificados em 2021. Também foi observado que dentro deste grupo, a forma clinica
mais recorrente da TB é a pulmonar, representando 97,8% dos casos (BRASIL, 2022).

Os casos de coinfeccdo da TB-HIV no Brasil tém decaido ao longo dos anos,
variando de 9,9% em 2012 a 8,3% em 2021. A manutencao desta tendéncia durante
o periodo analisado é decorrente do aumento das testagens para o HIV em casos
novos de TB durante a pandemia da COVID-19, entre os anos 2020 e 2021, com
propor¢coes de 82,2% e 76,9%, respectivamente. (BRASIL, 2022). Torna-se
importante ressaltar que iniciar o tratamento do HIV em individuos com coinfec¢éo
TB-HIV de forma precoce, e em seguida, manter o vinculo destes pacientes a rede de
atencdo e a adesdo a TARV (Terapia Anti-retroviral) sdo recomendacdes
fundamentais dadas pelo MS, visando a diminuicdo da morbimortalidade nesta
populacéo (BRASIL, 2022).

Independentemente das populacbes de estudo dentro da TB, os individuos
infectados em sua maior parte sdo descritos como pertencentes ao sexo masculino,
na faixa-etaria dos 20 aos 34 anos e de etnia preta ou parda, com maior prevaléncia
em populacdes carcerarias quando levada em consideracdo a situacdo de soécio
vulnerabilidade (BRASIL, 2022). A TB também € definida como uma das Doencas de
Populacdes Negligenciadas (DPN), junto a outras patologias como a leishmaniose,
malaria, dengue, doenca de Chagas e hanseniase (DE MORAIS REIS et al., 2016).

As DPN sdo causadas em decorréncia da acdo e agentes infecciosos ou
parasitas, sendo consideradas endémicas em populac¢des vulneraveis em paises em
desenvolvimento. O impacto dessas doencas afeta todo globo de forma preocupante,
e o Brasil € um dos paises que mais sofre com o descaso dessas enfermidades. Em
areas onde encontramos desigualdades sociais e pobreza, sdo observadas as
condicdes ideais para incidéncia dessas doencas, devido as precarias condi¢des
sanitarias agua potavel inapropriada e ao investimento escasso em estruturas para
tratamento e diagnostico precoce das doencas em estudo (DE MORAIS REIS et al.,
2016).

2.3.  AGENTE ETIOLOGICO E FATORES DE RISCO DA TUBERCULOSE

A bactéria causadora da tuberculose pertence ao género Mycobacterium, que
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engloba mais 100 espécies, sendo assim denominado devido a presenca de acidos
micolicos em sua parede celular (COELHO e MARQUES, 2006). A presenca destes
acidos confere a estas bactérias a capacidade de ter baixa permeabilidade, o que
reduz o potencial de acdo antibacteriano da maior parte dos antibiéticos, facilitando,
assim, sua habilidade de se manter no interior celular de macréfagos (BRASIL,
2018b).

A espécie mais responsavel pelos casos de infeccdo de TB em humanos € a
Mycobacterium tuberculosis (Mtb). Outras espécies que formam o complexo Mtb
como: M. bovis; M. africanum, M. canettii, M. microtti, M. pinnipedi e M. caprae também
podem ocasionar a TB. No entanto, apenas as espécies M. tuberculosis, M. africanum
e M. pinnipedi sdo susceptiveis a infectarem seres humanos, enquanto M. microtti
infecta apenas roedores, M. pinnipedi apenas focas e lebes marinhos e, por fim, M.
caprae infecta ovinos e caprinos e M. bovis infecta bovideos e humanos, sendo esta
a espécie com maior espectro de espécies hospedeiras (BANULS et al., 2015).

O Género Mycobaterium também € composto por outras bactérias
patogénicas, como o M. leprae, que causa a a hanseniase, doenca totalmente distinta
da TB, que afeta principalmente a pele, os olhos, nariz e nervos periféricos. Assim
como, também possuem outras espécies potencialmente patogénicas, ou nao
patogénicas, denominadas como micobatérias n&o-tuberculosas (MNT) (BANULS et
al., 2015).

As bactérias do Complexo Mtb se apresentam como: estrutura bacilar fina,
ligeiramente curvos, podendo medir de 0,2 a 0,6mm de didmetro e de 1 a 10mm de
comprimento, imoveis, ndo esporulados, ndo-capsulados, aerébios estritos e alcool-
acido resistente (BAAR), com faixa de temperatura 6tima de crescimento entre 35 e
37°C (COELHO e MARQUES, 2006).

Os principais fatores de risco descritos na literatura associados a TB sdo a ma
nutricdo, infeccdo prévia pelo HIV, diabetes mellitus (DM), doenca renal cronica,
consumo abusivo de alcool e o uso de drogas. Além disto, a vulnerabilidade social
também é considerada um fator de risco relevante, sendo constatado que indigenas,
pessoas privadas de liberdade ou em situacdo de rua sdo mais vulneraveis a TB
(GENGENBACHER e KAUFMANN, 2012; DUARTE et al.,2018; NAVA-AGUILERA et
al., 2009).

Ainfeccao pelo HIV e a DM sédo descritos como possiveis causadores da falha



27

terapéutica em pacientes em tratamento anti-TB. A infec¢cdo pelo HIV tende a
aumentar susceptibilidade do desenvolvimento da TB ativa em 28 vezes, mediante a
infeccéo pelo Mtb. A coinfeccdo TB-HIV também pode contribuir para o aumento da
mortalidade, visto que ambas as doencas estdo entre as 10 maiores causas de
mortalidade por agentes infectocontagiosos a nivel mundial (SAMUELS et al., 2018,
SHARAN; KAUSHAL, 2020, BELL; NOURSADEGHI, 2018).

A DM, além de ter sido apontada como um fator de risco para TB, também
tem sido associada a falha terapéutica e a ndo conversao da cultura de escarro apos
2 meses de inicio do tratamento anti-TB, como também aos casos de recidiva da
doenca. Estas associacdes sao explicadas devido a um desiquilibrio na imunidade
celular, bem como a biodisponibilidade reduzida dos farmacos no plasma desses
pacientes, em detrimento do ganho de peso durante o tratamento e em decorréncia
da auséncia de ajuste da dose dos medicamentos associadas a esta condi¢cao
(GAUTAM; MISHRA; KUMAR, 2018, BAGHAEI et al., 2013).

2.4. INFECGCAO PELO M. TUBERCULOSIS, RESPOSTA IMUNE DO HOSPEDEIRO E QUADRO

CLINICO DA DOENCA

A infeccdo pelo Mtb ocorre através da inalacdo de goticulas contaminadas
expelidas por um individuo com o estado ativo da doenca pulmonar. A transmissao
ocorre em geral pela tosse, durante fala ou espirro (DHEDA, 2017). No entanto, o
sucesso da infeccdo ndo depende apenas do contato em si com goticulas
contaminadas, mas também da capacidade de infectividade do caso-fonte, a duracéo
do contato com este, o tipo de ambiente compartilhado e da resposta imune do
hospedeiro infectado (MARTINEZ et al., 2017).

Dado o contato, as goticulas, quando inaladas, séo direcionadas aos pulmoes,
e devido ao seu pequeno tamanho, conseguem escapar dos mecanismos de defesa
e chegar até os alvéolos pulmonares, onde serdo imediatamente identificadas por
macrofagos e células dendriticas, e, assim, por consequéncia sédo fagocitadas por
ambos tipos celulares (Figura 2) (MARTINEZ et al., 2017). Estas duas células sao os
primeiros defensores contra o patdgeno, e apos a sua internalizagdo celular, o Mtb

inicia seu ciclo de multiplicagéo intracelular (AHMAD, 2011).
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Figura 2 - Esquema do mecanismo do sistema imune mediante infec¢éo do M. tuberculosis
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Legenda: A partir do reconhecimento, processamento e apresentacdo de antigenos do Mtb por células
fagocitarias, células T CD4+ e CD8+ sdo ativadas iniciando a secrecéo de IFN- y junto a outras citocinas
pré-inflamatérias, que induzem a ativacao da resposta fagocitica visando eliminar o bacilo infectante
por meio da liberacdo de Espécies Reativas de Oxigénio, inducdo da resposta inflamatoria, apoptose
e formacao do granuloma.

Durante o inicio da infec¢éo, a resposta imune inata € preponderante, no qual
as estruturas do Mtb sdo identificadas pelas células a partir de receptores de
reconhecimento padrdo (PRRs), como os receptores Toll Like (TLR) (LIU; LIU; GE,
2017). Em seguida a identificacdo, os mecanismos de defesa sdo ativados, como a
fagocitose, apoptose e ativacdo do inflamassoma (CHAI; LU; LIU, 2020). As células
da imunidade adaptativa, células T CD4+ e T CD8+, sdo de grande importancia para
a defesa do hospedeiro mediante o estabelecimento da infec¢cédo do patdégeno, levando
a expressdo de IFN-y, que induz células infectadas a ativarem mecanismos de
combate a replicacao intracelular bacteriana (Figura 2) (MARTINEZ et al., 2017).

Os macrofagos alveolares sdo as primeiras células de defesa, exercendo a
fagocitose sobre o Mth. Em seguida s&o recrutadas células dendriticas e macréfagos
derivados de mondcitos para potencializar a atividade fagocitaria (VAN CREVEL,;
OTTENHOFF; VAN DER MEER, 2002). O processo de fagocitose do Mth é

possibilitado pela sua ligacao a diversos receptores, como 0s receptores de manose
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(MR), receptores do complemento (CR), receptores scavengers, moléculas
sulfactantes e moléculas de adesao intracelulares especificas derivadas das células
dendriticas (MAYER-BARBER e BARBER, 2015, VELASCO-VELAZQUEZ et al.,
2003).

Apo6s o sucesso do processo de fagocitose, o Mtb pode ser destruido pelos
macrofagos, no entanto, caso o bacilo venha a sobreviver ele ird se proliferar dentro
das células dendriticas e macrofagos alveolares, promovendo a formacédo de
fagossomos, que auxiliam a multiplicacéo intracelular do bacilo e promove uma falha
imunolégica no sistema imune, impossibilitando sua deteccdo (FOGEL, 2015).
Concomitante a isto, ocorre uma sinalizacéo para a producao das interleucinas (IL) IL-
la, IL-1b e outras citocinas proé-inflamatorias do hospedeiro no inicio da ativacao da
resposta imune (Figura 2) (AHMAD, 2011).

Os macroéfagos, assim que ativados, apresentam varios mecanismos de
defesa que auxiliam na eliminacdo do Mtb, como a acidificacdo do fagossomo e a
producdo de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio (Figura 2) (LIU; LIU; GE,
2017). No entanto, o Mtb também pode vir a apresentar mecanismos de evasao contra
as tentativas de defesa do hospedeiro, como o impedimento da fusdo fagossomo-
lisossomo, impossibilitando a maturacdo do fagossomo e, assim, continuam a se
multiplicar intracelularmente (DERETIC et al., 2006).

O reconhecimento do Mtb pelas células fagociticas induz a ativacao celular e
a producdo de citocinas, as quais possuem um papel de destaque na resposta
inflamatoria e no desfecho da infeccao pelo patégeno (VAN CREVEL; OTTENHOFF,;
VAN DER MEER, 2002). Com isto, os macrofagos alveolares produzem citocinas e
guimiocinas com atividade pré-inflamatorias que exercem a funcédo de sinalizar o
processo infeccioso ativo (Figura 2) (AHMAD, 2011).

Vale ressaltar que a capacidade do hospedeiro em identificar a presenca de
um patdgeno, a partir dos mecanismos do sistema imune inato, € extremamente
importante para que seja desenvolvida uma resposta imune adaptativa em seguida
frente a infeccdo (CHACKERIAN et al.,2002). Sabe-se que ha um atraso entre o
estabelecimento da infecgédo pelo Mtb e o recrutamento e ativacao de células T, o que
leva ao aumento significativo de bacilos antes que as células do sistema imune
adaptativo possam agir com efetividade contra a infec¢do. Este atraso é causado

devido a um mecanismo de viruléncia do patdogeno na tentativa de tardar a maturacao
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de células dendriticas, evitando o seu transporte para os linfonodos (MAYER-
BARBER e SHER, 2015, BEHAR et al., 2014).

As células dendriticas que tiveram processo de fagocitose ativo sobre os
bacilos do Mtb migram para os linfonodos, onde células T CD4+ e CD8+ serdo
ativadas e apresentadas aos antigenos do patégeno (AHMAD, 2011).

Portanto, a imunidade adaptativa se torna funcional apenas entre trés a oito
semanas apos a infeccdo primaria pelo Mtb, que é quando se inicia a migracdo das
células dendriticas que transportam o patégeno até os linfonodos pulmonares
(JASENOSKY et al., 2015). A partir disto, as células T sdo ativadas levando a
formacédo de granulomas no sitio de infeccdo (AHMAD, 2011). O granuloma € um
importante marcador patologico para a TB, sendo definido como um agregado de
macrofagos maduros ao redor de um centro necroético, e promovem um estimulo
continuo podendo ser descrito como um mecanismo de prevencao da disseminacao
do bacilo para sitios extrapulmonares, apesar de se tornar um nicho para persisténcia
bacteriana (CADENA; FORTUNE; FLYNN, 2017).

A replicacdo dos bacilos no interior do granuloma tem continuidade em até
aproximadamente quatro semanas, concomitantemente a ativacao do sistema imune
adaptativo, entretanto, quando se tem uma carga bacilar elevada, o granuloma tende
a ndo conseguir conter esses bacilos, levando a sua liberacdo para 0 meio externo
(CADENA; FORTUNE; FLYNN, 2017). Com isto, existe a possibilidade da chegada
dos bacilos a outros 6rgdos, mediante a disseminacao através da corrente sanguinea,
ou reentrar no trato respiratorio, o que da inicio ao ciclo de transmissdo, sendo
expectorado pelo individuo infectado para o ambiente, que neste determinado
momento encontra-se sintomatico e com a forma ativa da doenca (LEWINSOHN et
al., 2017).

Apesar da tuberculose poder ser observada como uma sequéncia de eventos,
desde a infeccao pelo Mtb até o processo infeccioso ativo, os individuos infectados,
por questdes clinicas, primordialmente, e de saude publica, sdo divididos em dois
grupos: portadores de infeccéo latente (ILTB) ou TB ativa (NEFADE et al., 2018). A
WHO (2018) estima que cerca de 1,7 bilhdes de pessoas, correspondendo a 23% da
populacdo mundial, tenha ILTB, estando, assim, em risco eminente de desenvolver
TB ativa em algum momento durante sua vida.

Quanto as formas clinicas da tuberculose, € importante inicialmente destacar
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gue de acordo com o Manual de Recomendagdes para o Controle da Tuberculose no
Brasil (2021): “N&o raramente, a TB pode manifestar-se sob diferentes apresentacoes
clinicas, relacionadas com o érgao acometido. Desta forma, outros sinais e sintomas,
além da tosse prolongada, podem ocorrer e devem ser valorizados na investigacao
diagnostica individualizada (MINISTERIO DA SAUDE, 2021). ” Assim, torna-se
evidente a dificuldade do rastreio para o controle da doenca quando pensamos que a
analise clinica do paciente, que também é um dos métodos de diagndstico
extremamente importante, devendo ser realizada de forma minuciosa, apesar de na
maioria das vezes poder direcionar a hipotese médico-clinica para outra patologia.

A tuberculose pulmonar pode se apresentar de trés formas: primaria (ocorre
em seguida ao primeiro contato do individuo com o bacilo, sendo mais comum em
criangas, apresentando manifestagdes clinicas insidiosas como febre baixa, sudorese
noturna, inapeténcia e irritabilidade, com exame fisico rotineiramente inexpressivo);
secundaria ou pos-primaria (podem ocorrer em qualquer idade, especialmente em
adolescentes e jovens adultos, sendo esta a forma mais comum tendo como
caracteristica principal a tosse seca ou produtiva, 0 que geralmente € o motivo da
procura as unidades de saude); miliar (diz respeito a um aspecto radiologico pulmonar
especifico, podendo ocorrer nas formas anteriores, sendo esta considerada a forma
grave da doenca, a qual é a fase mais comum em pacientes imunocomprometidos,
como infectados pelo HIV ou idosos, apresentando sintomas como febre, astenia,
emagrecimento e tosse, além de no exame fisico poder indicar hepatomegalia,
alteracdes no sistema nervoso central e/ou alteracBes cutaneas do tipo eritemato-
maculo-papulo-vesiculosas) (MINISTERIO DA SAUDE, 2021).

Apesar desta divisdo, os sintomas classicos, como tosse persistente seca ou
produtiva, febre vespertina, sudorese noturna e emagrecimento, podem ocorrer em
gualquer das trés formas de apresentacdo. Nos casos em que sao relatados tosse
produtiva, a expectoracao pode ser do tipo purulenta ou mucoide, com a presenca ou
auséncia de sangue. A febre vespertina, sem calafrios, costuma atingir em volta dos
38,5°C. A sudorese noturna e a anorexia sao sintomas comuns, porém inopesificos
(MINISTERIO DA SAUDE, 2021).

O exame fisico geralmente indica doenga cronica e emagrecimento, apesar
de individuos com bom estado geral e sem perda de apetite também possam estar

com TB pulmonar ativa. A ausculta pulmonar pode apresentar diminuicdo do murmario
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vesicular, sopro anférico ou até mesmo ser normal (MINISTERIO DA SAUDE, 2021).

Outras formas nao-pulmonares da tuberculose, conhecidas como
extrapulmonares podem ser observadas no Brasil,como por exemplo: pleural,
empiema pleural tuberculoso; ganglionar periférica; meningiocefalica; pericardia;
Ossea. Estas formas extrapulmonares ocorrem com menos frequéncia que as
pulmonares, sendo fortemente associadas a pacientes imunocomprometidos e seus
sinais e sintomas em geral sdo localizados nos 6rgaos infectados pelo Mtb
(MINISTERIO DA SAUDE, 2021).

2.5. DIAGNOSTICO E TRATAMENTO DA TUBERCULOSE

O diagndstico para a TB atualmente, € iniciado com o diagndstico clinico do
paciente, afim de buscar sintomas classicos da doenca, seja ela pulmonar ou
extrapulmonar, associado aos habitos, estilo de vida, moradia ou comorbidades que
possam direcionar a hipotese medica para a tuberculose. A TB também deve ser
incluida no diagnéstico diferencial, que é o passo seguinte para a confirmacao da
doenca, em casos de febre de origem indeterminada, sindrome consumptiva,
pneumonias de resolucéo lenta e todos os pacientes com tosse prolongada sem causa
conhecida. Assim, na forma pulmonar, o diagnéstico diferencial deve ser feito
principalmente para a diferenciacdo de silicose, infeccbes fungicas, neoplasias,
infeccbes bacterianas, outras micobacterioses, doencas autoimunes, embolia
pulmonar e vasculites pulmonares (MINISTERIO DA SAUDE, 2021).

Os exames bacteriologicos e de imagem séo as principais ferramentas para o
diagnostico diferencial da TB. O exame microscopico direto ou baciloscopia direta,
teste rapido molecular para a tuberculose (TRM-TB) ou Gene Xpert (GXP) e cultura
da micobactéria sdo os métodos bacteriol6gicos mais recorrentes na rotina médica
para o diagnéstico da TB (MINISTERIO DA SAUDE, 2021).

A baciloscopia consiste na observacdo de bacilos alcool-acido-resistentes
(BAAR) pelo método de Ziehl-Nielsen nas amostras de dois dias consecutivos de
escarro (forma pulmonar), lavados (forma pulmonar) ou pungbes (formas
extrapulmonares), garantindo o diagnéstico da TB em 60-80% dos casos em adultos
(MINISTERIO DA SAUDE, 2021). Apesar disto, a sua utilidade é limitada ao
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diagndstico apenas na presenca de tosse produtiva (no caso das formas pulmonares),
dificultando um diagnéstico precoce da doenca, sendo também um dos métodos
iniciais de monitoramento terapéutico, onde a auséncia de bacilos na amostra,
enquanto houver tosse produtiva, indicaria o sucesso terapéutico (SAKTIAWATI et al.,
2019).

O GXP é indicado com prioridade para o diagndstico das formas pulmonares
e laringeas da TB em adultos e adolescentes, e consiste numa amplificacao de acidos
nucleicos para a deteccdo de DNA dos bacilos do complexo Mtbh. Além disso, esse
teste € capaz de detectar cepas resistentes a rifampicina pela técnica de reacdo em
cadeira da polimerase (PCR) em tempo real. O teste apresenta seu resultado em
aproximadamente 2 horas, sendo utilizada apenas uma amostra de escarro para a
analise. Apesar de possuir uma sensibilidade de 90%, sendo superior a baciloscopia,
este teste é indicado para ser aplicado apenas em pacientes que ainda ndo iniciaram
o tratamento, sendo associado a baciloscopia positiva para a confirmacdo do
diagnostico da TB e rastreio dos pacientes TBDR primarios ou TBDR secundarios.
Em caso de agravamento de sintomas, com a hipdtese de falha terapéutica, o teste
nao deve ser utilizado apos inicio do tratamento, assim como para monitorar a eficacia
terapéutica, devido a positivacdo do teste pela deteccdo de material genético de
bactérias mortas pela acao dos farmacos anti-TB (WHO, 2011).

O teste da cultura é o método com maior sensibilidade e especificidade, sendo
este considerado o padrdo-ouro para o diagndstico da TB e relevante para o
diagnostico bacterioldgico em casos pulmonares com baciloscopia negativa. Este
método utiliza a semeadura das amostras biolégicas em meios de cultura sélidos a
base de ovo (I6wenstein-Jensen e Ogawa-Kudoh) ou liquidos, sendo que o primeiro
tipo de meio € mais utilizado por ser menos custoso, apesar do tempo de deteccéo do
crescimento bacteriano variar de 14-30 dias, ainda podendo se estender por 8
semanas (MINISTERIO DA SAUDE, 2021). A identificacdo da espécie crescida no
meio é feita por métodos fenotipicos ou por técnicas moleculares. E importante
destacar que a partir do exame da cultura também é feito o teste de sensibilidade aos
antimicrobianos (TS), que quando realizado em meio sélido deve permanecer 42 dias
incubado para a obtencdo do resultado da sensibilidade aos farmacos de primeira
linha para o rastreio dos casos de TBDR (PETRONE et al., 2019, KANADE et al.,2019,
HOEL et al., 2019).
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O resultado da cultura confirma o diagnéstico de micobacteriose, sendo ainda
necessaria a posterior identificacdo da espécie para diferenciacdo de um caso de TB
ou MNT. Apesar do exame da cultura ser a op¢cao mais segura para o diagnostico da
TB, esta metodologia ainda ndo € a melhor escolha para monitorar o tratamento da
doenca, tornando necessario o encorajamento e apoio a pesquisa de outros métodos
alternativos para o diagndéstico e monitoramento terapéutico da doenca.

O diagnéstico por imagem deve ser acompanhado de um diagndstico
bacteriolégico, devido a sua pouca especificidade de padrdes radiolégicos
pulmonares voltadas a TB. A radiografia do térax € a melhor escolha na avaliacao
inicial e no monitoramento terapéutico da TB, podendo ser observado varios padroes
radiol6égicos sugestivos de atividade da doenca, como cavitagcdes, noédulo,
consolidagdes, massas, processo intersticial (miliar), derrame pleural e alargamento
do mediastino. O exame de imagem em pacientes com diagndstico bacteriolégico
inicial tem como objetivo excluir a possibilidade de outra doenca pulmonar, avaliar a
extensdo do acometimento pulmonar e a evolucao radiolégica durante o tratamento
(MINISTERIO DA SAUDE, 2021, BOMBARDA, 2001).

Além do uso da radiografia, a tomografia computadorizada (TC) do torax
também é um método eficaz para o rastreio e acompanhamento da TB, sendo um
método mais sensivel para demonstrar alteracées anatbmicas dos 0rgaos ou tecidos
comprometidos e € indicado na suspeita de TB pulmonar quando a radiografia inicial
€ normal (BOMBARDA, 2001).

Paralelamente aos testes bacteriolégicos e de imagem, ainda existem 0s
testes imunolégicos, como o PPD (sigla em inglés para “derivado proteico purificado”)
ou PT (Prova Tuberculinica) e o Ensaio de Liberacdo do Interferon-Gama (Interferon-
gamma Release Assay- IGRA). Ambos os testes tém sido utilizados para o diagnostico
da ILTB e também pode auxiliar o diagnéstico da TB ativa em criancas (WHO,2018).

O PPD consiste na inoculacéo intradérmica de um derivado protéico purificado
do Mtb, chamado tuberculina, com o intuito de avaliar a resposta imune celular a esses
antigenos, nao existindo evidéncias da utilizacdo do PPD como ferramenta
diagnostica da TB ativa, independente de forma pulmonar ou extrapulmonar. Assim,
um PPD positivo indica a infec¢do por Mtb, ndo confirma o diagnostico para TB ativa,
assim como um resultado negativo ndo exclui a possibilidade de processo patolégico
ativo (FARGA e CAMINERO, 2011, MINISTERIO DA SAUDE, 2021).
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O IGRA foi desenvolvido como alternativa diagndstica para a deteccdo da
infeccdo pelo Mtb, sendo um teste imunoldgico baseado no conceito de que as células
T de individuos sensibilizados por antigenos do Mtb secretam Interferon-gama (IFN-
y) quando estimuladas por antigenos especificos do bacilo, tais como o ESAT-6
(earlysecretedantigenic target 6), CFP-10 (culturefiltrateprotein 10) e o TB7.7 (TONBY
et al., 2015). Os testes IGRAs atualmente é usado para o diagnéstico da infeccéo pelo
patdgeno em paises desenvolvidos. No entanto, esta técnica ndo permite diferenciar
a doenca latente da TB ativa. O aperfeicoamento desse teste ocorreu devido a
identificacdo de segmentos gendmicos do Mtb que se encontram ausentes nas cepas
da BCG, como também na maioria das micobactérias ambientais, assim, portanto,
sendo especificos para o Mtb (MENZIES; JOSHI; PAI, 2007).

O IGRA tem sido apresentado nos ultimos anos como potencial substituto ou
complemento ao PPD nos paises de alta renda, devido principalmente ao fato do
IGRA n&o apresentar reacao cruzada com a vacinacao prévia com BCG e por infeccao
prévia por MNT (FERRARA et al., 2006).

Os testes dos IGRAs apresentam outras vantagens em relagdo ao PPD, como
por exemplo: ndo ha possibilidade do viés da leitura do resultado por diferentes
profissionais, reducao dos efeitos adversos no paciente durante o procedimento do
teste, na qual necessita apenas uma coleta de sangue, enquanto o PDD causa
reacdes de hipersensibilidade e requer o retorno do paciente para a leitura do teste
apos 48-72h. As desvantagens do IGRA incluem o seu custo elevado em comparacao
ao PPD, a necessidade de coleta de sangue, a ndo recomendacdo para testes
seriados, a frequéncia de resultados indeterminados, necessidade de laboratorio bem
equipado e do manuseio cuidadoso para a manutencao da viabilidade dos linfocitos
(FERRARA et al., 2006).

O tratamento da tuberculose possui como objetivos principais: 1) a diminuicdo
da carga bacilar para evitar o contagio de outras pessoas, bem como o 6bito do
paciente; 2) a prevencao do desenvolvimento de TB resistente e evitar possiveis
recaidas mesmo apos o término do tratamento (PASCUAL-PAREJA et al., 2018).
Diante disso, a terapia anti-TB é dividida em duas fases: uma extensiva e outra de
manutencdo. A primeira fase busca a reducdao da carga bacilar e da taxa de
transmissao do Mtb, além de prevenir o desenvolvimento dos casos de resisténcia,

enquanto a segunda fase é focada na utilizagdo de farmacos com propriedades
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esterilizantes com o intuito de eliminar os bacilos que possam ter resistido a primeira
fase, assim, evitando possiveis recaidas (PASCUAL-PAREJA et al., 2018).

Quando ndo existem indicios de resisténcia as drogas, o tratamento inicial
possui apenas 6 meses de duracdo. A primeira linha de tratamento, utilizada na fase
intensiva, possui a duracdo de 2 meses, sendo composta pelas drogas isoniazida (H),
rifampicina (R), pirazinamida (Z) e etambutol (E), seguida pela fase de manutencéo,
com a duragao de 4 meses, sendo continuada apenas a administragéo da rifampicina
e isoniazida (LAN et al., 2016, ALLUE-GUARDIA e TORRELLES, 2021, MINISTERIO
DA SAUDE, 2021). Nos casos de TB pulmonar, a OMS recomenda que seja realizada
uma cultura de escarro ao final do segundo més de tratamento, e caso o resultado
seja positivo, sugere-se que a fase intensiva seja estendida por mais dois meses,
antes de se iniciar a fase de manutengédo (RABAHI et al., 2017).

A emergéncia de casos de TBDR, particularmente os multidrogarresistentes
(TBMDR), os quais sao definidos pela apresentacdo de resisténcia in vitro a pelo
menos a rifampicina e isoniazida, também tem sido uma das problematicas acerca da
terapia anti-TB (SAMUELS et al., 2018). Quando se tem um quadro de TBMDR, o
tratamento de primeira linha ndo sera eficaz, tornando-se necessaria a alteracéo do
esquema de tratamento. Neste novo esquema, € obrigatdrio o uso de medicamentos
injetaveis de 1° linha (estreptomicina) ou de 2° linha (canamicina, amicacina e
capreomicina), sendo 0 seu uUSO necessario por no minimo 6 meses ha via
intramuscular ou endovenosa. Medicamentos da classe das fluoroquinolonas
(ofloxacina, levofloxacina e moxifloxacina) também s&o de uso obrigatério no
esquema de tratamento para TBMDR, sendo a levofloxacina o mais utilizado em dose
Unica diaria. Podem ainda também ser incluidos medicamentos orais de 2° linha, como
a terizidona, dependendo do historico do paciente (SEUNG; KESHAVJEE; RICH,
2015).

A OMS estima que cerca de 10% dos individuos que sdo confirmados com
TBMDR evoluem para um quadro de TB extensivamente resistente (TBXDR),
chegando a apresentar resisténcia a rifampicina, isoniazida, fluoroquinolona e a pelo
menos uma droga injetavel de 2° linha. Sendo assim, torna-se importante que todo
paciente com TBMDR deve ser avaliado quanto a uma possivel evolucéo para TBXDR
(SAMUELS et al., 2018, SEUNG; KESHAVJE; RICH, 2015).

A eficécia do tratamento da TB, é frequentemente dada através da conversao
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da cultura de escarro para um resultado negativo apos os 2 meses de tratamento. No
entanto, além da grande demanda de tempo para a liberacdo de resultados, o teste
tem baixa sensibilidade em pacientes paucibacilares, como as criancas e individuos
co-infectados com o HIV como também n&o possui aplicagdo em casos de TB
extrapulmonar. A baciloscopia também € utilizada com o mesmo propadsito, apesar de
apresentar menor sensibilidade e especificidade em comparacao a cultura de escarro
(HORNE et al., 2010, HOEL et al., 2019, GOLETTI et al., 2018).

2.6. BIOMARCADORES SANGUINEOS

Os biomarcadores sao variaveis genéticas, imunologicas ou bioquimicas que
se relacionam com a expressao de uma doengca. Como exemplo, o caso de doencas
inflamatérias cronicas e neoplasicas, onde os marcadores encontram-se alterados,
em comparacao aos niveis basais de um individuo saudavel, com a atividade ou
remissao do processo patolégico. Portanto, as variaveis dos biomarcadores podem
contribuir de forma extremamente importante para o acompanhamento de um
tratamento direcionado, elucidando ao médico como 0 organismo se comporta
mediante a administracdo das medica¢des. Por outro lado, quando falamos sobre
processos infecciosos, como a propria TB, os biomarcadores destacam-se devido a
seus valores preditivos acerca da evolucéo clinica, tendo em vista a transicao entre
as formas assintomaticas, oligossintomaticas e classica dessas doencas
(SCHRIEFER e CARVALHO, 2008).

Diversas moléculas imunoldgicas tém se destacado como biomarcadores
sanguineos com potencial diagnéstico e para o monitoramento ao tratamento anti-TB.
Neste estudo, priorizamos avaliar o potencial do INF- y como biomarcador para
resposta terapéutica anti-TB. O interferon-gama (IFN- y) é uma citocina pleiotrépica,
que modula tanto as redes imunes inatas quanto adaptativas. E conhecido como o
ativador mais potente de macréfagos, como também uma citocina de assinatura de
linfocitos T ativados. Embora atualmente o IFN- y seja visado por ter uma infinidade
de papéis na modulacdo imunologica e defesa de patdogenos de amplo espectro, foi
originalmente descoberto, e nomeado, como um fator secretor que interfere na
replicacdo viral. Além disto, sabe-se que esta citocina pode potencializar a

apresentacdo dos antigenos, aumentando o reconhecimento de antigeno via
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interacdo de células T e aumentando a producdo de Espécies Reativas de Oxigénio
(ROS) e Nitrogénio Reativo Intermediarios (RNIs), induzindo reposta antiproliferativa
em células cancerosas, e, por fim, induzem respostas imunoldgicas contra varios
patogenos (Figura 3) (KANG; BROWN; HWANG, 2018).

Figura 3- Atividade do Interferon- y

Atividade do Interferon-gamma -

T cell 8T Cancer
‘ (effector) cell death
@

IFN-gamma

Aumento da interagdo entre o endotélio e os leucdcitos

Indugdo da apresentagdo de antigenos

Created in BioRender.com bio

Fonte: O autor.
Legenda: Esquema ilustrativo acerca das fungdes indutoras do IFN- y mediante a apresentacdo de
antigenos as células T CD4+ por macréfagos, culminando na estimulacdo da secrecdo da citocina que
aumenta a interacdo entre o endotélio e os leucécitos, ocasionando a ativacéo de células T CD8+ que
eliminam as células cancerigenas ou outros patégenos como Mtb.

O IFN- y é a citocina de maior relevancia no controle da infeccdo pelo Mtb,
sendo produzido pelas células T CD4+ e CD8+ (FLYNN, 2004). Também ja se é
relatado na literatura o seu efeito em MHC de classe | e Il, aumentando a expressao
dessas moléculas na superficie celular, e assim, potencializam a apresentacdo de
antigenos na superficie celular através do MHC, facilitando o reconhecimento desses
antigenos pelos linfocitos T CD8+ via MHC Il e pelos T CD4+ via MHC | (Figura 3)
(BEHAR et al., 2014).

Além disso, o IFN- y tem sido descrito como um importante fator na interacédo

entre o endotélio e os leucécitos, como também na atracdo por quimiotaxia de células
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imunocompetentes para os focos de inflamacdo, sendo assim, uma importante
citocina com potencial marcador alternativo para os testes de imunodiagéstico para a
tuberculose (Figura 3). Tendo em vista que suas alteracdes, mediante a infeccao do
patdgenos sdo descritas pela literatura desde as fases iniciais, apesar de ser exclusiva
ao processo ativo da TB, podendo também estar alterada em outras patologias
(CHEGOU et al., 2013). No entanto, ha escassez de estudos que utilizem esta
molécula-alvo em populacdes heterogéneas, como a brasileira e em pacientes com
TBDR. Diante destas limitagcfes, este estudo visa conhecer o comportamento do perfil

de secrec¢ao de IFN-y em uma coorte de pacientes em tratamento para TBDR.

3.0BJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar o perfil clinico-sécio-demografico e de INF- y dos pacientes em

tratamento para TB drogaresistente (TBDR).

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Descrever o perfil clinico e sécio-demografico da TBDR da coorte do estudo;

e Avaliar os niveis de INF- y nos sobrenadante de cultura de células de sangue

(estimuladas com ou sem antigenos especificos para TB) dos pacientes com

TB em tratamento com drogas anti-TB nos tempos 0, 2 e 6 meses;
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4. METODOLOGIA

4.1. DESENHO E LOCAL DO ESTUDO

Foi realizado um estudo retrospectivo e observacional, entre os anos de 2021
e 2022, dos niveis de INF- y no sangue de 10 pacientes com tuberculose TBDR antes
de iniciarem o tratamento e ap0s 2 e 6 meses de tratamento com drogas anti-TB de
segunda linha. Todos os pacientes foram obtidos nos servicos de saude e hospitais
de referéncia para tuberculose de Pernambuco (Hospital das Clinicas- HC e Hospital
Otéavio de Freitas- HOF), diagnosticados e tratados pelos médicos acompanhantes de
cada servico publico de saude.

4.2. CRITERIOS DE PERDA

Casos com impossibilidade clinica de coleta das amostras bioldgicas ou cujas
amostras foram insuficientes para o processamento no laboratorio foram  excluidos
deste estudo, assim como pacientes que ndo tiveram a confirmacdo por exames

bacteriolégicos para TB e TBDR.

4.3.  SELEGAO E INCLUSAO DOS PARTICIPANTES NA PESQUISA

Os voluntarios que concordaram em participar do estudo foram recrutados
ap6s esclarecimento dos objetivos da pesquisa e assinatura do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (ou representante legal, no caso de menores de
18 anos completos) (APENDICE B) e preenchimento do questionario socioeconémico
(APENDICE A). Foram incluidos pacientes a partir dos 15 anos de idade, com
diagnostico confirmado para TB, pelo teste de baciloscopia e/ou cultura positivo com
no minimo uma cruz (+), sendo este critério aplicado e expandido aos pacientes do
grupo TBDR mediante a apresentacao do teste de sensibilidade as drogas ou do teste
molecular GeneXpert (GNX) para determinacdo do padrdo de resisténcia. Os

pacientes foram recrutados antes do inicio do tratamento, apds 2 e 6 meses da terapia



41

medicamentosa. Os dados laboratoriais dos pacientes como baciloscopia, GNX,
cultura e testes de sensibilidade as drogas foram obtidos a partir dos prontuérios
médicos e utilizados para avaliar a evolucao clinica da doenca e outras informacdes
clinicas e demograficas foram obtidos a partir de um questionario aplicado para o

paciente no momento do recrutamento e coleta de sangue.

4.4. COLETA E PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS

As amostras de sangue foram coletadas nos tubos TB1, TB2 e Nil do
provenientes do kit QFT®-Plus (Qiagen). Apos a coleta, os tubos foram incubados a
37 °C durante um periodo de 16h-24h. Os tubos TB1 e TB2 possuem antigenos
especificos para o Mth, enquanto que o tubo Nil ndo apresenta antigenos. Em
seguida, os tubos foram centrifugados a 2465 x g sem pausa a temperatura ambiente
por 25 minutos. O sobrenadante obtido foi aliquotado em duplicada, armazenados em
microtubos devidamente identificados em freezer a -20 °C e posteriormente utilizados

para analise do INF- y (Figura 4).

Figura 4 - Fluxograma do processamento das amostras

Tubos IGRA Centrifuga ~ Estufade CO2a37°C Freezer

Fonte: O autor.

Legenda: Coleta das amostras nos tubos do kit IGRA TB Gold Plus, em seguida a centrifugacdo dos
tubos a 2465 x g sem pausa por 25 min, com posterior incubag¢do em estufa de CO2 a 37°C por um
periodo de 16-24h, findando no armazenamento das aliquotas etiquetadas em um freezer a -20°C.
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4.5. DETECCAO DOS NIVEIS DE INTERFERON-GAMMA POR CITOMETRIC BEAD ARRAY
(CBA)

Os niveis de INF- y foram quantificados no sobrenadante da cultura de sangue
de todos os participantes da pesquisa através do sistema Cytometric Bead Array
(CBA), seguindo a metodologia sugerida pelos fabricantes do kit BD™ CBA Human
Th1/Th2 Cytokine Kit Il (Catalog No. 551809). Todas as citocinas foram avaliadas, no
entanto apenas o INF- y € descrito neste trabalho. Os dados do CBA foram adquiridos
no citdmetro de fluxo FACScalibur da plataforma tecnolégica do IAM/Fiocruz e as
analises foram realizadas através do Software FCAP Array (versdo 3.10) (Beckton
Dickson). O mix de beads fluorescentes de captura contendo a bead anti-INF- y foi
realizado apés determinacéo da quantidade de amostras a serem analisadas e 25uL
foram adicionados a tubos de citometria. Em seguida, 25uL de amostra foram
adicionados aos tubos identificados. Este procedimento foi finalizado com a adicéo de
25uL do reagente de deteccéo, que € um mix de anticorpos anti-INF- y conjugados ao
fluorocromo PE. Os tubos foram homogeneizados e incubados durante 3h a
temperatura ambiente. Apos a incubacéo, as beads foram lavadas com 500uL de
tampéo de lavagem e centrifugados por 5 minutos a 200 x g. Apés centrifugacéo, o
sobrenadante foi cuidadosamente descartado, e novamente foi adicionado 200ul de
tampdo Wash em cada tubo, e eles permaneceram refrigerados overnight até o
momento da aquisi¢cao dos dados da analise. Os dados foram adquiridos no citbmetro
de fluxo FACScalibur da plataforma tecnolégica do IAM/Fiocruz, e foram submetidos

a andlises realizada através do Software BD CBA (Beckton Dickson).

4.6. ANALISE DOS RESULTADOS E ESTATISTICA

A analise dos niveis de INF- y foi realizada através do software GraphPad
Prism 8.0 Windows® (E.U.A.), onde os resultados obtidos foram submetidos ao teste
de normalidade e em seguida ao teste de Wilcoxon (pareado e ndo paramétrico) na
coorte em diferentes tempos de tratamento. Todas as conclusdes foram tomadas ao

nivel de significancia de p < 0.05.
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4.7. AsPECTOS ETICOS

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Instituto Aggeu
Magalh&es/Fiocruz (CAEE: 97931218.1.0000.5190) (ANEXO A
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5.RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. PERFIL CLINICO-SOCIO-DEMOGRAFICO DA COORTE DE TBDR DO ESTUDO

A coorte deste estudo foi iniciada em outubro de 2019, no entanto devido a
pandemia, 0 monitoramento e coleta das amostras bioldgicas dos pacientes foram
interrompidos no ano 2020, sendo o recrutamento do grupo de tuberculose resistente
(TBDR) retomado apenas em outubro de 2021. Dos 55 pacientes diagnosticados com
TBDR neste periodo, so foi possivel acompanhar o seguimento de 10 pacientes até o
sexto més de tratamento para a analise do IFN- vy.

Na tabela 1 podemos observar o perfil clinico e das variaveis socio

demograficas referentes ao grupo de pacientes da coorte do estudo. .

Tabela 1 — Dados clinicos e variaveis sociodemograficas dos pacientes do grupo TBDR

GRUPO TBDR
(N =10)
Género
Feminino 04 (40%)
Masculino 06 (60%)
Idade 42,8 (21 - 65)
Vacina BCG
Vacinado 06 (60%)
Né&o vacinado 0 (0%)
Né&o sabe 04 (40%)

Comorbidades

Hipertensao 01 (10%)
Diabetes 01 (10%)
HIV 01 (10%)
Sem comorbidades 07 (70%)

Sitio de Infeccéo



Pulmonar
Extrapulmonar
Tipo de Lesao Pulmonar
Unilateral
Bilateral
Cavitacao

Lesdo cavitéria
Les&o ndo cavitéria

Grau de Escolaridade
Ensino Fundamental incompleto
Ensino Fundamental completo
Ensino Médio completo
Ensino Superior completo

Etnia

Negra
Amarela
Parda
Indigena
Branca

Situagéo Trabalhista
Empregado com carteira assinada
Autdnomo
Desempregado

Estudante

Fonte: O autor.

09 (90%)
01 (10%)

06 (60%)
03 (30%)

04 (40%)
05 (50%)

05 (50%)
01 (10%)
02 (20%)
02 (20%)

03 (30%)
0 (0%)
04 (40%)
0 (0%)
03 (30%)

03 (30%)
02 (20%)
04 (40%)
01 (10%)

45

Legenda: Distribuicdo dos dados de género, idade, vacinagdo com a BCG, comorbidades, sitio de
infec¢do, tipo de leséo pulmonar, cavitacdo, grau de escolaridade, etnia e situacao trabalhista dos

pacientes acompanhados no estudo.

O género predominante no grupo TBDR do estudo foi o masculino (60%) e

de etnia parda (40%). A maioria dos pacientes confirmaram ser vacinados com a BCG
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(60%). Em relagcdo as comorbidades, foi observada a mesma frequéncia para
hipertensao, diabetes e HIV (10%).

E relevante ressaltar que o perfil epidemioldgico de pacientes de TBDR
observado no nosso estudo em relacdo ao género, idade, comorbidade e forma da
doenca corroboram com o perfil epidemiolégico atual da TB no Brasil. (BRASIL, 2022).
A TB pulmonar foi predominante (90%) na coorte do estudo, sendo acompanhado
somente um paciente com TB extrapulmonar do tipo intestinal (10%).

Em relacdo as lesdes pulmonares, a lesdo a unilateral (60%) e nao cavitaria
(50%) foram as mais frequentes. A cavitacdo € um processo patolégico de dano
pulmonar, do tipo necrose, decorrente da expansao proliferativa do Mtb, estando
assim associada a atividade e severidade da doenga (KOZAKEVICH e DA SILVA,
2015). A predominancia da forma ndo cavitaria indica que a deteccdo da
multirresisténcia na maior parte dos casos desta coorte foi feita de forma precoce, ou
seja, antes do inicio do processo de cavitacdo, o qual leva ao quadro de hemoptise e
anemia severa, sendo estes sintomas classicos da TB ativa em graus mais
avancados.

O perfil sociodemografico dos pacientes do grupo TBDR incluidos neste
estudo é representado por individuos com Ensino Fundamental Incompleto (40%), de
etnia parda (40%) e desempregados (40%). Estes dados também se encontram de
acordo com as variaveis epidemioldgicas descritas na literatura, assim como também
valida a sua associacdo as populacdes negligenciadas, que no Brasil séo
apresentadas por individuos com baixos graus de escolaridade, de etnia parda e
desempregados (BRASIL, 2022).

Apesar do tratamento anti-TB ser disponibilizado gratuitamente pelo Sistema
Unico de Satde (SUS), o acesso a salde desta popula¢do em especifico é notada
como extremamente dificil, devido a superlotacdo das unidades basicas de saude
responsaveis por ofertar o tratamento. Além disto, devido ao baixo grau de
escolaridade inerente a esta populacdo, os trabalhos socioeducativos acerca da
doenca ndo conseguem atingir resultados esperados em detrimento da falta da
compreensao da informacéo passada a estes individuos. Portanto, o investimento em
novas unidades de saude e a expansdo das previamente existentes apenas
solucionaria uma parte do problema, sendo ainda necessario maiores investimentos

na educacdo basica visando aumentar o numero do publico apto a entender
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informagdes importantes acerca da doenca.

5.2. DEFINICAO DOS CASOS, CARACTERIZACAO DO TIPO DE RESISTENCIA E HABITOS E/OU
ESTILOS DE VIDA DE RISCO ASSOCIADOS A EMERGENCIA DOS CASOS DE TBDR

Na tabela abaixo (Tabela 2) encontram-se apresentados a definicdo dos
casos de resisténcia, como também sua caracterizacdo associada aos tipos de

hébitos e/ou estilos de vida de risco para a emergéncia dos casos de TBDR.

Tabela 2 - Definicdo dos casos, caracterizacado do tipo de resisténcia e habitos e/ou estilos de vida de
risco associados a emergéncia dos casos de TBDR.

Tipo de caso TBDR (N=10)
Caso novo 06 (60%)
Abandono 03 (30%)
Falha terapéutica 01 (10%)
Tipo de resisténcia
Primaria 01 (10%)
Secundaria 09 (90%)
Multirresisténcia
Rifampicina e Isoniazida 10 (100%)
Habitos e /ou estilo de vida de risco
Etilista 01 (10%)
Ex-etilista 03 (30%)
Sem historico de etilismo 06 (60%)
Sem histérico de tabagismo 06 (60%)
Ex-fumantes 04 (40%)

Fonte: O autor.

Legenda: Distribuicdo da efinicdo dos casos, caracterizacdo do tipo de resisténcia e habitos e/ou
estilos de vida de risco associados a emergéncia dos casos de TBDR dos pacientes acompanhados
incluidos no estudo.

Os casos novos de TBDR foi predominante na coorte do estudo (60%), em
seguida, encontram-se 0s casos de abandono (30%) e os de falha terapéutica (10%).
Os casos novos dizem respeito aos pacientes que finalizaram o tratamento com o
esquema basico anti-TB em 6 meses nas Unidades Béasicas de Salde e apds alguns
meses, durante as avaliacbes trimestrais pés-tratamento, retornam a apresentar
sintomas classicos da TB e positivam o teste de cultura, além de apresentarem

resisténcia aos farmacos anti-TB. Em contraste, os casos de falha terapéutica sao
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representados pelos pacientes que durante 0s 6 meses de tratamento com o0 esquema
basico anti-TB apresentam agravamento sinais e/ou sintomas caracteristicos da
infeccdo junto ao diagndstico da resisténcia.

O abandono do tratamento com o0 esquema basico anti-TB é uma realidade
bastante frequente nas unidades basicas de saude. A ndo conclusdo do tratamento
dentro do periodo indicado (6 meses) também tem sido apontada como uma das
principais causas da resisténcia microbiana secundaria. Com a melhora dos sintomas,
apos dois ou trés meses de medicacdo, alguns pacientes optam por nédo finalizar o
tratamento, baseado na crenca de que ja estdo curados, facilitando a selecao e
proliferacdo de bactérias resistentes. Além disto, o tempo de tratamento indicado, 0s
efeitos colaterais e a administracdo da rifampicina por via injetavel também sao
algumas das explicacbes dadas pelos pacientes que chegaram a abandonar o
tratamento, o que infelizmente leva ao futuro agravo sintomatolégico, muitas leves
levando esses pacientes ao internamento nas UTI's, como também levam aos novos
casos de multirresisténcia (TB-MDR) ou resisténcia extensiva (TB-XDR).

Todos os pacientes do grupo TBDR apresentaram multirresisténcia as drogas
de primeira linha, rifampicina e isoniazida, sendo em sua maioria (90%) classificada
como secundaria. Logo, no decorrer do tratamento inicial, ou até mesmo apos o seu
término, a resisténcia foi detectada. Apenas um paciente (10%) apresentou a forma
primaria de resisténcia, logo, a multirresisténcia pelo teste de sensibilidade foi
identificada concomitantemente ao diagndstico da TB pelo teste de cultura.

Habitos/e ou estilo de vida, como etilismo e tabagismo, tem sido associado
resisténcia bacteriana, devido a influéncia negativa entre intera¢cdes quimicas com 0s
farmacos da terapia anti-TB, diminuindo sua biodisponibilidade ou comprometendo
sua eficacia (SILVA, 2018). Nesta coorte 40% dos pacientes sdo ex-fumantes e 30%

sao ex-etilistas. Apenas um paciente (10%) se autodeclarou etilista.

5.3.  QUADRO CLINICO E CARGA BACILAR DURANTE O TRATAMENTO DO GRUPO TBDR

As principais formas de diagnéstico utilizadas na Tisiologia, especialidade de

estudo médico da TB, é a avaligdo dos sinais ou sintomas classicos (tosse, cansaco,

sudorese noturna, febre e perda de peso) associados a testes bacterioldgicos
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positivos, como a baciloscopia e, em especial, o teste de cultura (padréo-ouro para o
diagnéstico). Além disto a sintomatologia e os testes bacterioldgicos também séo
umas das poucas ferramentas disponiveis para 0 monitoramento da terapia anti-TB,
onde a regressao dos sintomas e a negativacdo da baciloscopia, bem a como a
conversao da cultura para negativo no 2° més de tratamento, séo indicios da eficacia
terapéutica.

Na tabela 3 estdo apresentados os dados clinicos sintomatoldgicos, o resultado
dos testes bacterioldgicos durante o tratamento dos pacientes.

Tabela 3— Dados clinicos sintomatoldgicos e testes bacteriolégicos durante o acompanhamento da

coorte em tratamento para TBDR

Sinal ou sintoma classico da TB TBDR (N=10)
Tosse T0 T2 T6
Com expectoracdo 04 (40%) 02 (20%) 01 (10%)
Sem expectoracao 06 (60%) 04 (40%) 01 (10%)
Com sangue 0 0 0
Sem tosse 0 04 (40%) 08 (80%)
Cansaco T0 T2 T6
Sim 06 (60%) 03 (30%) 01 (10%)
NZo 04 (40%) 07 (70%) 09 (90%)
Sudorese Noturna TO T2 T6
Sim 02 (20%) 0 0
NZo 08 (80%) 10 (100%) 10 (100%)
Febre TO T2 T6
Sim 01 (10%) 0 0
NZo 09 (90%) 10 (100%) 10 (100%)
Perda de peso T0 T2 T6
Sim 07 (70%) 0 01 (10%)
NZo 03 (30%) 10 (100%) 09 (90%)
Exame de cultura T0 T2 T6
+ 0 0 0
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++ 02 (20%) 0 0

+++ 01 (10%) 0 0

NEGATIVO 01 (10%) 01 (10%) 01 (10%)

Sem informacdes 06 (60%) 09 (90%) 09 (90%)
Baciloscopia T0 T2 T6

+ 0 0 0

++ 01 (10%) 0 0

4+ 0 0 0

NEGATIVO 04 (40%) 02 (20%) 01 (10%)

Sem informacdes 05 (50%) 08 (80%) 09 (90%)

Fonte: O autor
Legenda: Distribuicdo dos sinais ou sintomas classicos da TB (tosse, cansaco, sudorese noturna, febre
e perda de peso) durante o0 acompanhamento da coorte dos pacientes incluidos no estudo antes do
inicio da medicacao (T0), apés dois meses (T2) e seis meses (T6) de tratamento, associado aos
resultados dos exames bacteriolégicos de cultura e baciloscopia nos respectivos tempos.

Analisando a progressdo sintomatolégica, observa-se que antes da
implementacédo da terapia anti-TBDR (T0) todos os pacientes apresentavam tosse,
40% com expectoracdo e 60% sem, 60% relatavam cansaco recorrente mediante
esforco minimo. Neste mesmo tempo, a sudorese noturna esteve presente em 20%
dos pacientes e 70% apresentaram perda de peso significante.

Apbs dois meses de tratamento (T2) houve uma reducao do quadro de tosse,
onde 40% dos pacientes tiveram o quadro cessado, enquanto que 60% ainda
continuavam a tossir com (20%) e sem (40%) expectoracdo. O cansaco recorrente
também foi encontrado com menos frequéncia, apenas 30% dos pacientes relataram
a permanéncia do sintoma. Neste mesmo tempo, todos os pacientes relataram a
auséncia de febre e perda de peso significante.

Apbs 6 meses do tratamento (T6), os sintomas da maioria dos pacientes
continuavam a reduzir. Apenas 20% dos pacientes se queixaram de tosse com (10%)
ou sem (10%) expectoracao, respectivamente, enquanto apenas um paciente (10%)
relatou o cansaco e a perda de peso.

Analisando a progressado sintomatoldgica dos pacientes do grupo TBDR,
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podemos concluir que a apesar da tosse sem expectoracéo, o cansacgo e a perda de
peso terem sido os sintomas mais frequentemente relatados entre 0s pacientes
durante o TO, a presenca destes sinais/sintomas nos tempos seguintes ndo esta
necessariamente ligada a presenca de processo patoldgico ativo.

O sintoma de cansaco, relatados nos outros tempos do estudo, esti
associado a um processo de sequela da doencga, que uma vez ativa compromete a
capacidade respiratéria do enfermo, com isto, muitos pacientes, conforme a evolucao
do tratamento, vieram a relatar a diminuicdo ou melhora total deste sintoma. A tosse
sem expectoracao deve ser observada cuidadosamente, pensando que pode vir a ser
um dos sinais causados pela tentativa de expulsar os bacilos mortos. Alguns pacientes
inicialmente chegam ao atendimento médico com tosse altamente produtiva e
ocasionalmente sanguinolenta, e apdés a implementacdo do novo esquema de
tratamento para TBDR relatam que com a evolucdo da terapia a tosse regride para
seca, até que muitas vezes, simplesmente ndo tossem mais.

A perda de peso é um sinal bastante polémico, o qual também deve ser
observado cuidadosamente. A primeira suposicdo que geralmente € feita com o
aparecimento deste sinal tem como base a atividade dos antibiéticos de segunda
linha, tendo em vista que sd&o mais toxicos para o trato digestorio, assim
comprometendo sua capacidade de absor¢éo. Apesar disto, levando em consideracao
os dados sdécio-demograficos descritos anteriormente, a maior parte destes casos
relataram vulnerabilidade econdémica, razdo a qual os levavam a ndo se alimentar com
gualidade e frequéncia, resultando na perda de peso constante.

Por outro lado, com a evolucao da terapia anti-TBDR, apds 2 meses, a maior
parte dos sinais/sintomas relatados inicialmente normalmente desaparecem ou
regridem. Assim, aumenta-se a dificuldade de coleta do escarro, tendo em vista que
0 padrdo de tosse apresentada, quando relatada em sua maioria sera seca,
inviabilizando a execucdo de ambos os testes de cultura e baciloscopia. Apenas em
casos em que existem o aparecimento de outros sintomas, com excecao da tosse
produtiva, realiza-se o lavado bronquioalveolar, que € um método bem mais invasivo,
0 qual permite realizar o exame de cultura e baciloscopia para averiguar a atividade
da doenca.

A dificuldade para a execucao desses testes durante o tratamento, explica a

auséncia dos resultados desses testes durante o acompanhamento da coorte do
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estudo. Logo, so foi possivel obter o resultado do teste bacteriol6gico nos trés tempos
propostos (sendo TO ++, T2 negativo e T6 negativo) de apenas da baciloscopia de um

dos pacientes.
5.4. ANALISE DOS NiVEIS DA CITOCINA INF-y NOS SOBRENADANTES DA CULTURA DE

SANGUE ESTIMULADO ou NAO COM ANTIGENOS DE MTB DOS PACIENTES EM

TRATAMENTO PARA TBDR

Uma diminuicdo dos niveis de INF-y foi observada conforme a
evolucgéo do tratamento dos pacientes TBDR (Figura 5).

Figura 5 - Mediana dos niveis de INF- y em pacientes TBDR.
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Legenda: Mediana dos niveis da citocina INF- y quantificada nos sobrenadantes da cultura de sangue
de pacientes TBDR estimuladas com TB1 e TB2 e ndo estimuladas (Nil) antes do tratamento (TBDR
TTO TO) e ap6s 2 (TBDR TTO T2) e 6 meses (TBDR TTO T6), com suas respectivas diferencas
estatisticas demonstradas através das barras.

Diferencas estatisticas significantes em relagdo ao decaimento desses niveis
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foram encontradas entre o TO-T6 e T2-T6 no sangue com estimulagdo antigénica do
Mtb (TB1 e TB2) e sem estimulagéo (Nill). Analisando os resultados obtidos, mediante
a evolucédo do tratamento, no sangue estimulado com TB1 foi observada a diferenca
estatistica entre as medianas do TO-T6 (p=0.0195) e T2-T6 (0.0098). No sangue
estimulando com TB2 observou-se uma diferenca estatistica mais significativa entre
os intervalos de tempo propostos pelo estudo, TO-T6 (p=0.0039) e T2-T6 (p=0.0020).
Esses resultados sugerem que a analise do INF- y apds a estimulacao do sangue com
qualquer dos antigenos TB1 e TB2, podem ser uteis para monitorar a eficacia
terapéutica da TBDR. O perfil de INF obtido no sangue néo estimulado com antigenos
nao foi o esperado. Apesar de ter apresentado um comportamento semelhante a
amostra estimulada com TB1 e TB2, com o decaimento dos niveis da citocina durante
a administracdo do tratamento, TO-T6 (p=0.0078) e T2-T6 (p=0.0059), seus niveis
apresentam-se superiores aos obtidos com estimulacdo antigénica. Nao houve
diferenca estatistica significante entre o intervalo TO-T2 nas condi¢cfes avaliadas.

Apesar de alguns estudos apontarem o uso do kit IGRA TB Plus como
ferramenta de monitoramento da eficacia terapéutica (RIBEIRO et al., 2009,
BOCHOCCINO et al., 2010, CHEE et al.,2010), até o presente momento nao existem
estudos publicados que justiiguem este comportamento. Durante a revisédo
bibliografica levantada para a construcdo deste estudo foram encontrados apenas
artigos que visavam avaliar o teste IGRA, ou a propria citocina INF- y, para potencial
diagnostico da TB ativa em diferentes grupos experimentais, ndo havendo estudos de
acompanhamento de coorte TBDR com o propésito do monitoramento terapéutico
com esta molécula-alvo.

Em especial, os antigenos TB2 do kit destacaram-se sobre os antigenos TB1
em relacdo a expressao dos niveis de INF- y dentro desta coorte em todos os tempos
propostos. Diferentemente do tubo TB1 que apenas contém antigenos que induzem
resposta T CD4+, o tubo TB2 contém antigenos que induzem uma resposta principal
de T CD8+, e em segundo plano de T CD4+, o que atribui maior sensibilidade aos
resultados obtidos a partir deste tubo. Além disto, sugere-se que a resposta T CD8+
estd mais intimamente ligada a ativagdo da doenca, enquanto sugere-se que a
resposta T CD4+ também se mantém estimulada nos casos de laténcia, o que indica
gque o uso exclusivo do tubo TB2 seja a melhor escolha para ser utilizada como

fermenta para auxiliar na avaliacdo da resposta terapéutica anti-TB, pensando em
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uma perspectiva de capacidade do IGRA (KAMADA e AMISHIMA, 2017).

A auséncia de alteracdes estatisticamente significantes entre os tempos TO e
T2 esta em consonancia com resultados encontrados na literatura, que descrevem
gue a queda significante dos niveis de INF- y s é dada entre 2-3 meses de tratamento
(BARCELLINI et al., 2016). Em estudos semelhantes realizados anteriormente
também foram reproduzidos os padrdes de secrecdo encontrados nas medianas
durante o TO e T2, corroborando para a conclusao de que o periodo minimo de
acompanhamento desta molécula-alvo, visando avaliar a eficicia da terapia anti-
TBDR, deve ser no minimo 6 meses (CHEDID et al., 2010; DENKINGER et al., 2013;
BARTALESI et al., 2017).

Apesar do numero de pacientes reduzido, quando comparamos os resultados
obtidos com estudos similares de N amostral superior, 0os quais obtiveram resultados
como alteragdes insignificantes ou no aumento da expressdo de INF- y ao final do
acompanhamento terapéutico, conclui-se que nosso estudo apresenta resultados
consistentes devido a selecdo amostral criteriosa de pacientes, que n&o incluem
criancas ou individuos HIV+ sem resposta TCD4+ adequada (BASTOS et al., 2014;
BUGIANI et al.,2011).

Além disto, o fato deste estudo ter sido executado em uma area endémica
para a doenca com heterogeneidade genética de seus participantes também
corrobora para a edificacao dos resultados apresentados. Tendo em vista que estudos
realizados em paises ndo-endémicos para a doenca com populacdes geneticamente
homogéneas, como paises europeus, possuem uma forte tendéncia a apresentarem
perfis de comportamento do IFN- y discordantes com o relatado em paises endémicos
e heterogéneos, como o Brasil e 0 préprio estado de Pernambuco, torna-se inviavel a
gualificacdo e o0 uso desta ferramenta durante 0 monitoramento terapéutico da TB,
independente do subgrupo de estudo em paises (seja ele sensivel ou TBDR) nos
paises com caracteristicas semelhantes aos citados em primeiro ponto (CLIFFORD
et al., 2015; DYRHOL-RIISE et al., 2010).

Apesar da presenca de diferencas estatisticas significantes dentro dos tempos
propostos pelo estudo (TO, T2 e T6) em todos os tubos, sendo observado que os
niveis de expressdo desta citocina ndo € dependente da estimulagédo antigénica do
teste IGRA, pensando a partir de uma perspectiva socioeconémica em detrimento dos

resultados obtidos no tubo Nill, pode-se sugerir que o acompanhamento destes
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pacientes também poderia ser feito a partir da coleta de amostras de soro em tubo
seco, sendo estes menos custosos e excluiriam a necessidade de incubacao da
amostra em estufa, garantindo resultados em tempo mais curto com menos gastos.
Portanto, os resultados obtidos a partir da avaliacdo desta coorte indicam que
o teste IGRA TB Plus também pode ser utilizado ferramenta auxiliar para avaliar os
pacientes antes de iniciarem o tratamento e apds um periodo de 6 meses de terapia
anti-TB. A partir de uma simples coleta de sangue periférico, a qual apresenta-se
como um método pouco invasivo, a analise de IFN- y pode ser quantificado e, mostrou-

se ser um potencial biomarcador sanguineo para os pacientes com TBDR.
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6. CONCLUSAO

O estudo de novos métodos diagndsticos e de indicadores da eficacia
terapéutica anti-TB é relevante para o controle da transmissdo, dos casos de
reinfeccéo e da falha terapéutica. Apesar da limitacdo do N amostral da coorte
de TBDR e da auséncia de exames bacteriolégicos durante o tratamento dos
pacientes com TBDR, este estudo indica que o INF- y apresenta potencial como
biomarcador para avaliar a eficacia terapéutica apés 6 meses de tratamento.
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Blir igliniu it G Jy

FIOCALZ

Fundagio Oswaldo Cruz

Canlrn de Pranuisa Aggen Magalhaes Ragistro:

Grupo:
Investigacio da associaciio do perfil imunoldgico dos pacientes de tuberculose sensiveis

¢ multirresistentes #s drogas com o perfil genotipico dos isolados clinicos de

Mycobaterium tuberculosis

FOLHA DE IDENTIFICAGAO (DESTACAR E ARMAZENAR SEPARADO DO QUESTIONARIO APOS O
PREENCHIMENTO)

1. Mome do entrevistador:
2. Data da enfrevista:

DADOS DO PACIENTE

3. Nome:

4. Data de nascimento: / /5. Local de Nascimento:

6. Mome da mae:

7. Endereco:

Bairro: Cidade: Estado:
8. Telefones: [ )

E-mail:

I- DADOS SOCIO-DEMOGRAFICOS (questionario 1):

1. A qual género (sexo) vocé pertence?

a) masculing b) feminino c) nao desejo informar
2. Qual a sua corfraga?
a) branca c) amarela e) indigena
b) preta d) parda f) ndo desejo informar

3. Qual a sua idade?

4. Qual a sua situacdo habitacional:
a) Propria b) Alugada c) Cedida d) Morador de rua

&) Com parentes f) Outras

ESTE QUESTIONARID E COMFIDEMCIAL E VOCE E LIVRE PARA RECUSAR-SE A RESPONDER A QUALQUER UMA DAS PERGUNTAS LISTADAS. EM
NENHUMA HIPOTESE ESTAS PERGUNTAS SERAD REALIZADAS A SEU RESPONSAVEL [QUESTIOMARIO IV).
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FIOCALIZ
Fumndagio Oswalde Cruz
Canlrn e Pesnuisa Aggm- M:lgalhape.' Rnghs‘lrn:

Grupo:
5. Quantas pessoas moram com vocé na sua residéncia’?

6. Ja esteve em penitenciaria? (Se n3o pulara para questao 7)
Sim___ MEo____ NSo seindo desejo informar____
7. Qual sua situagso trabalhista:
a) Empregado/ cart. Assinada  b) Autdnomo  c) Desempregado
d) Estudante &) Aposentado  f) Emprego informal  g) Nao desejo informar
8. Qual o seu grau de escolaridade?
a) Ensino Fundamental Incompleto  b) Ensino Fundamental Completo
c) Ensino médio incompleto  d) Ensine médio Completo &) Ensino supenor Incompleto
f) Ensing Superior Completo
lI- ESTADO GERAL DE SAUDE (guestionario 2)

Altura: Peso:
1.Fumante  a) Sim b} Nao
2 Etilista a) Sim b) Nao

3. Possui algumas das comorbidades a seguir?

(| )Diabetes { )Cancer ( )Imuncdeficiéncia ( ) Hemofilia | ) Outras

4. Esta tomando algum medicamento?
Sim E de uso controlado 7 Sim Mao MEo sabe informar

Se a resposta foi sim, Qual?

Ha gquanto tempo? Ultima vez que tomou?

5. Tem ou teve contato com pessoas com tuberculose? Sim M&Eo

6. Este contato foi:
{ ) Casa -grau de parentesco?
{ ) Trabalho { ) Escola
{ ) Familiares/Pessoas proximas fora residéncia.

{ ) Outros Qual?

7. Foi vacinado com BCOG? Sim Mao M&o sabe informar

67

ESTE QUESTIONARIO E CONFIDENCIAL E VOCE E LIWVRE PARA RECUSAR-SE A RESPONDER A QUALOUER UBA DAS PERGLINTAS LISTADAS. EM

MENHUMA HIPOTESE ESTAS PERGUMNTAS SERAD REALIZADAS A SEU RESPONSAVEL [QUESTIOMARIO IV).
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Belir iglhiin g do e

FIOCALE
Fundagio Dowaldo Cruz
Canlrd e Pesquisa Aggen Magalhaes Registro:
Grupo:
8. Possui cicatriz BCG? Sim (anotar o didmetro em mm): Mao
9. Trabalha em hospitais ou outros servigos de atendimento a pacientes?
Sim por quanto tempo? Nao Nao sabe informar
10. Ja teve tuberculose? Mo Sim Ha guanto tempo foi diagnosticado
10.1. Ja iniciou o fratamento? Sim M&o
10.2. Abandonou o tratamento? Sim Mo

10.3. Tratou-se por guanto tempo?
{ ) Menos de 2 meses { )2 a menos de 4 meses
( )4 amenos de 6 meses ()6 meses ou mais sem cura

( ) Completou o tratamento com cura

10.4. Ja apresentou faléncia do tratamento? Sim Nao
OBS:

10.5. Teve alguma reagdo adversa ao tratamento? Nao Sim
qual?

10.6 Apresentou resisténcia ao tratamento 7

Resisténcia primaria Resisténcia secundaria

11. Ja teve algum problema nos pulmdes? Nao

Sim Em que ano? Cual o problema?

12. Quais s&o os seus principais sintomas ?
Tosse( ) a)Secasem expectoragio (catarro) b) Com expectoragso (catamo) ¢} Com sangue
| )Cansado ( ) Febre( ) Sudorese Motuma Perdadepeso( ) kg

QOutros sintomas

13. A guanto tempo esta em tratamento para tuberculose atualmente?

ESTE QUESTIOMARIO E CONFIDENCIAL E VOCE E LIVRE PARA RECUSAR-SE A RESPONDER A QUALQUER UMA DAS PERGUNTAS LISTADAS. EM
NENHUMGA HIPOTESE ESTAS PERGUNTAS SERAD REALIZADAS A SEU RESPONSAVEL [QUESTIONARID IV).



69

M iglcnio Ju Suu by

FOCAUZ
FundagSo Oswaldo Cruz
Canlro de Prsquisa Aggen Magalhses Registro:

Grupo:
lll- OUTRAS (questionario 3 - CONFIDENCIAL):

1. Vocé tem/teve alguma doenga sexualmente transmissivel? Sim___ Nao___ N3o deseja informar
1.1. Qual doencga?

1.2. Qual tratamento foi realizado?

1.3. Qual a duragdo do tratamento?

2. Ja lhe foi oferecido alguma vez antes o teste anti-HIV? ( ) Ndo ( ) Sim
Vocé realizou o teste? ( ) Nao ( ) Sim Qual foi o resultado? ( ) Negativo ( ) Nao deseja informar

( )Positivo Esta em tratamento para o HIV? Nao Nao deseja informar Sim

3. Jateve COVID-19? Sim( ) Nao( )

4. Ja tomou a vacina para COVID-19? Sim( ) Nao( )

Se sim, qual e quantas doses?

INFORMACOES ADICIONAIS

Outras informagbes relevantes:

ESTE QUESTIONARIO E CONFIDENCIAL E VOCE E LIVRE PARA RECUSAR-SE A RESPONDER A QUALQUER UMA DAS PERGUNTAS LISTADAS. EM
NENHUMA HIPOTESE ESTAS PERGUNTAS SERAQ REALIZADAS A SEU RESPONSAVEL (QUESTIONARIO IV).



APENDICE B

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)

Ministério da Saude

FIOCRUZ

¢ao O Ido Cruz

Instituto Aggeu Magalhaes

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA VOLUNTARIOS

COM 18 ANOS COMPLETOS OU MAIS

Convidamos o (a) Senhor (a), para

participar do projeto de pesquisa intitulado: “Investigacdo da associacio do perfil

imunologico dos pacientes de tuberculose sensiveis e multirresistentes as drogas com o

perfil genotipico dos isolados clinicos de Mycobacterium tuberculosis” que sera
desenvolvido no Instituto Aggeu Magalhdes da Fundagdo Oswaldo Cruz (IAM/FIOCRUZ). O

objetivo principal desta pesquisa é estudar a resposta imunolégica do paciente diante da

infecgdo com a bactéria resistente as drogas usadas para o tratamento.

1. Caso aceite participar neste estudo, pediremos a vocé:

a)

b)

d)

Que fornega informagdes relacionadas a sua pessoa, a sua atividade profissional, ao contato
com pacientes com tuberculose, e ao acompanhamento de seu estado de saude, que
poderemos conseguir perguntando diretamente a vocé, nas suas visitas ou por telefone,
medindo seu peso e altura, e por acesso as anotacdes médicas e exames realizados durante

0 seu acompanhamento;

Que fornega 4ml (1/2 colher de sopa) de escarro e 20 ml de sangue, equivalente a
aproximadamente meio copinho de café, neste mesmo dia, para fazer o exame de escarro e
de sangue para a infeccdo tuberculosa, dosagem de citocinas e para as avaliagbes da
pesquisa.

Também pediremos que vocé volte para ser avaliado novamente daqui seis meses, e que

doe a mesma quantidade de sangue para refazer os exames.

Gostariamos também de lhe pedir para autorizar que nés possamos usar o material que
sobrar das suas amostras de sangue na continuagéo deste trabalho, em futuros projetos de
pesquisa. Essa autorizagdo € importante caso vocé ndo ache necessdrio que noés o
procuremos novamente para obter sua autorizagéo no futuro explicando em que novo projeto
estes restos de amostra serdo utilizados. Nés asseguramos que seus dados permanecerao
confidenciais, e que o comité de ética em pesquisas avaliara o estudo a ser proposto antes
que utilizemos estes restos de amostras. O fato de vocé nao concordar neste momento com a
utilizagao futura destes restos de amostra também nao atrapalha sua participagéo neste
estudo nem o cuidado médico que vocé esteja recebendo ou que possa necessitar por causa

dos procedimentos realizados para a pesquisa.

Consente que utilizemos restos de suas amostras em projetos futuros?

() Sim ( ) Nao

Av. Prof. Moraes Rego, s/n — Cidade Universitaria— Campus da UFPE, Recife — PE. CEP. 50.740-465
Telefone: (81) 2101.2500 / 2101.2600. www.cpgam.fiocruz.br
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Ministério da Saude

FIOCRUZ

dacao O Ido Cruz
Instituto Aggeu Magalhaes
2. Qualquer teste que seja feito com suas amostras que dé resultados que possam ser Uteis

para seu acompanhamento e tratamento seréo fornecidos ao seu médico.

3. Estamos enfregando a vocé uma segunda via deste documento para que possa |é-lo
cuidadosamente. Estamos também lendo com vocé todas essas informagdes para que vocé tenha a
oportunidade de tirar todas as dividas com a equipe do projeto, mas a qualquer momento vocé pode

contatar a equipe e questionar e tirar dividas sobre o estudo.

Antes de sua participagdo no projeto citado, tem total liberdade de pedir
esclarecimentos adicionais que julguem necessarios. Tais informagdes serdo prestadas por
quaisquer dos responsaveis pelo estudo. A participacdo do(a) Senhor(a) na pesquisa
podera causar riscos, como constrangimento nas abordagens, incdmodo ou dor no brago
para a coleta de sangue. Os dados obtidos durante a pesquisa serdo mantidos em sigilo
pelos pesquisadores, assegurando ao participante a privacidade quanto aos dados
confidenciais envolvidos na pesquisa, de acordo com o regimento da resolugédo 466/12. A
sua participagéo no estudo ndo acarretara custos para vocé e nao sera disponivel nenhuma
compensagcao financeira adicional. Este documento sera feito em duas vias, ficando uma em
posse do participante e a outra com o coordenador da pesquisa.

Solicitamos sua autorizagdo para que a Fundagdo Oswaldo Cruz (IAM/FIOCRUZ)
possa utilizar as informagdes obtidas em reunides, congressos e publicagbes cientificas
(preservando a identidade do voluntario). Caso exista a necessidade de apresentar recursos
ou reclamagdes em relagdo a pesquisa isso podera ser feito através do contato com o
Comité de Etica do Instituto Aggeu Magalhaes (telefone (81) 2101-2639) o qual tomara as
medidas cabiveis.

Em caso de duvidas, o (a) Senhor (a) podera procurar a pesquisadora: Michelle
Christiane da Silva Rabello ou Ana Paula Mariano Ramos. Instituto Aggeu Magalhdes —
FIOCRUZ-PE. AV. Prof°® Moraes Rego, S/N. Campus da UFPE. Recife/PE. E-mail:
michelle.rabello@cpgam.fiocruz.br. Telefone: 81 2101-2679

Nome do Paciente

Assinatura do paciente Data  / /|
Assinatura da testemunha Data_ / [/
Assinatura do pesquisador responsavel Data_ / /|

Av. Prof. Moraes Rego, s/n — Cidade Universitaria— Campus da UFPE, Recife — PE. CEP. 50.740-465
Telefone: (81) 2101.2500 / 2101.2600. www.cpgam.fiocruz.br
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ANEXO A
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