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Considerada uma das principais doengas infecciosas em salde publica, a tuberculose
(TB) alcanca niveis de alta endemicidade em paises em desenvolvimento. Em 2008, o
Brasil ocupava o 19° lugar entre os 22 paises considerados de maior incidéncia. Neste
mesmo ano o Estado de Pernambuco apresentava o mais alto coeficiente de incidéncia
da regido Nordeste e a Cidade do Recife (PE) a capital brasileira com mais casos novos
de TB. Nos ultimos 20 anos, a incidéncia de TB na popula¢do de idosos com idade igual
ou acima de 60 anos, residentes no Recife, permaneceu sempre alta ao longo dos anos.
Com o envelhecimento da populacéo brasileira, a doenca TB pode vir a constituir um
grave problema, principalmente se considerarmos que as taxas de letalidade tendem a
aumentar com a idade. Apesar disso, poucos estudos investigando o comportamento da
tuberculose nessa populacdo tém sido realizados no Brasil. A presente dissertagdo
constou de trés estudos abordando a tuberculose no idoso. No primeiro, realizou-se uma
revisdo bibliografica acerca dos estudos publicados sobre fatores imunolégicos
relacionados ao desenvolvimento da TB no idoso, particularmente o papel das células T
regulatérias (T regs), e sua relacdo com a reatividade ao teste tuberculinico (TT). A
revisdo bibliogréafica foi realizada mediante uma busca on-line nas bases de dados
Medline-PubMed, Science-Direct, Lilacs, Bireme e Scielo, com foco nas publicacfes
dos ultimos dez anos, nos idiomas portugués e inglés. Os resultados do primeiro artigo
demonstram que poucos estudos tém avaliado o nivel das células T regs na populacado
idosa e a informacao sobre essas celulas nesse grupo é limitada e controversa. Conclui-
Se com essa revisao que existe uma lacuna de informacao no contexto da respostaao TT
e producdo de células T regs em idosos com tuberculose. O segundo é um estudo tipo
série de casos cujo objetivo foi descrever o padréo de reatividade ao TT e caracteristicas
dos individuos idosos com e sem TB doenca e adultos com TB, assim como identificar
0 ponto de corte da curva ROC (Receiver Operating Characteristic) que melhor
descrimina idosos com e sem TB doencga. Foram estudados 87 pacientes residentes da
cidade do Recife, no periodo de janeiro de 2008 a dezembro de 2009. Os resultados do
artigo 2 mostra que ao comparar a média em milimetros do valor do TT dos trés
grupos, essas sao diferentes e a diferenca foi estatisticamente significante (p=0,001).
Alem disso, ter idade entre 60 a 69 anos, ser do sexo masculino, esta desnutrido, beber e
fumar sdo caracteristicas presentes no idoso com TB. A curva ROC identificou o ponto
de corte de 5 mm como aquele que apresenta os valores de sensibilidade (0,61) e
especificidade (0,78) mais elevados para discriminar os idosos com TB doenca dos
idosos sem TB doenca. Com base nos resultados encontrados, sugerimos que o critério
de positividade do TT nos individuos idosos seja revisto. O objetivo do terceiro estudo
foi verificar a correlacdo entre os niveis de células T regs e a reatividade ao TT em
idosos e adultos com TB e idosos sem TB. A expressdo de FOXP3 por PCR em tempo
real foi realizada em 61 pacientes, enquanto que quantificacdo das células Treg por
citometria de fluxo em 25. Ao analisar a correlacdo do TT e células T regs observou-se
que s6 houve correlacdo estatisticamente significativa no grupo de adultos com TB
doenca. Verificou-se ainda, uma correlacdo positiva entre 0 TT e os niveis de FOXP3
nos grupos de adultos e idosos com TB e uma correlagdo negativa no grupo de idosos
sem TB. Os resultados encontrados no artigo 3 indicam uma diminuicdo dos niveis de
células T regulatérias na circulacdo periférica de pacientes idosos com TB em atividade,
sugerindo existir uma imunodepressao nesse grupo que pode ser responsavel pela menor
reatividade ao TT quando comparado aos adultos com tuberculose.

Palavras-chave: tuberculose, idosos, imunidade, células T regulatérias, teste tuberculinico,
Curva ROC.
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Considered one of the major infectious diseases in public health, tuberculosis (TB) reaches high
levels of endemicity in developing countries. In 2008, Brazil ranked 19th place among 22
countries considered to have higher incidence. That same year the State of Pernambuco had the
highest incidence rate in the Northeast and the city of Recife was the Brazilian capital with more
new cases of TB. Over the past 20 years, the incidence of TB in the elderly population aged
over 60, living in Recife, has always been high over the years. With an aging population, TB
disease can become a serious problem, especially since fatality rates tend to increase with age.
Nevertheless, few studies investigating the behavior of tuberculosis in this population have been
conducted in Brazil. This work consisted of three studies dealing with tuberculosis in the
elderly. At first, there was a review of published studies on immunological factors related to
development of TB in the elderly, particularly the role of regulatory T cells (T regs), and its
relation to reactivity to the tuberculin test (TT). The literature review was conducted by an
online search in Medline, PubMed, Science-Direct, Lilacs, and Scielo Bireme, focusing on
publications of the last ten years, in Portuguese and English. The results of the first article
showing that few studies have assessed the level of T cells regs in the elderly population and
information on such cells in this group is limited and controversial. We concluded from this
review that there is a lack of information in the context of the response to TT and T cell
production regs in elderly patients with tuberculosis. The second is a case series study aimed to
describe the pattern of reactivity to TT and characteristics of elderly individuals with and
without TB disease and adults with TB, and identify the cutoff of ROC (Receiver Operating
Characteristic) that best discriminates elderly with and without TB disease. We studied 87
patients living in Recife, from January 2008 to December 2009. The results of the second article
shows that when comparing the mean value in millimeters of the TT of the three groups, these
are different and the difference was statistically significant (p = 0.001). Moreover, aged between
60-69 years, being male, is malnourished, drinking and smoking are characteristically present in
the elderly with TB. The ROC curve identified a cutoff of 5 mm as the one that shows the
values of sensitivity (0.61) and specificity (0.78) higher for discriminating against older people
with TB disease of the elderly without TB disease. Based on these results, we suggest that the
criterion for positivity of TT in the elderly is reviewed. The third goal of the study was to
investigate the correlation between levels of regulatory cells and reactivity to TT in the elderly
and adults with tuberculosis and subjects without TB. The expression of FOXP3 by real time
PCR was performed in 61 patients, whereas quantification of Treg cells by flow cytometry at
25. By analyzing the correlation between TT and T cells regs was observed that there was only
statistically significant correlation in the group of adults with TB disease. There was also a
positive correlation between TT and the levels of FOXP3 in groups of adults and older people
with TB and a negative correlation in the elderly group without TB. The results found in Article
3 indicate a decrease in levels of regulatory T cells in peripheral blood of elderly patients with
active TB, suggesting that there is a group that immunosuppression may be responsible for low
reactivity to TT when compared with adults with tuberculosis.

Keywords: tuberculosis, the elderly, immunity, regulatory T cells, tuberculin test, ROC curve.
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INTRODUCAO
APRESENTAQAO DO PROBLEMA

A tuberculose (TB) permanece como um problema de saude publica de amplitude
mundial, sobretudo nos paises em desenvolvimento. As estimativas indicam que o
Mycobacterium tuberculosis (M. tuberculosis) infecta 2,0 bilhGes de pessoas em todo
mundo, o que significa um ter¢o da populacdo mundial (RAVIGLIONE, 1995; OPS,
2002; ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2006). Em 2008 aproximadamente
80% dos casos novos ocorreram nos 22 paises considerados como de maior incidéncia,
0 Brasil ocupava 0 19° lugar desta classificacdo (ORGANIZACAO MUNDIAL DE
SAUDE, 2009). Na Figura 1 pode-se observar a incidéncia estimada da TB nos

diferentes territorios em 2008 (ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2009).

Estimated new TB
v cases (all forms) per

o 100 000 population 8
0-24

25-49

50-99

100-299

2300 O %

No estimate /

IRE0RD

Figura 1. Incidéncia estimada de TB no ano de 2008.
Fonte: Organizacdo Mundial de Saude, 2009

TUBERCULOSE NO IDOSO: REATIVIDADE AO TESTE TUBERCULINICO E NIVEIS DE CELULAS T
REGULATORIAS



Brito, CM G

INTRODUGAO °

No Brasil, no ano de 2008, o coeficiente de incidéncia- calculado a partir dos
casos notificados - foi de 37,4 por 100.000 habitantes (hab), revelando a magnitude do
problema. Observados por regido, verifica-se que os coeficientes de incidéncia mais
altos sdo encontrados na regido Norte e Sudeste 44,5% e 40,0% por 100.000 hab
respectivamente, seguidos pela regido Nordeste, onde a incidéncia é de 38,1 por
100.000 hab. Na Tabela 1 pode-se observar a incidéncia da TB no Brasil por Regides e
Estados da federacdo, em 2008.

Tabela 1. Incidéncia da tuberculose Brasil e Regifes no ano de 2008

UF Residéncia N° CASOS POPULACAO INCIDENCIA
NOVOS 2008 (%)
BRASIL 70972 189612814 37,4
Rondonia 458 1493566 30,7
Acre 278 680073 40,9
Amazonas 2270 3341096 67,9
Roraima 128 412783 31
Para 3201 7321493 43,7
Amapa 234 613164 38,2
Tocantins 175 1280509 13,7
NORTE 6744 15142684 44,5
Maranhéao 2173 6305539 34,5
Piaui 910 3119697 29,2
Ceara 3650 8450527 43,2
Rio Grande do Norte 957 3106430 30,8
Paraiba 1069 3742606 28,6
Pernambuco 4159 8734194 47,6
Alagoas 1171 3127557 37,4
Sergipe 581 1999374 29,1
Bahia 5535 14502575 38,2
NORDESTE 20205 53088499 38,1
Minas Gerais 4511 19850072 22,7
Espirito Santo 1325 3453648 38,4
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Rio de Janeiro 10863 15872362 68,4
Sao Paulo 15366 41011635 37,5
SUDESTE 32065 80187717 40

Parana 2513 10590169 23,7
Santa Catarina 1646 6052587 27,2
Rio Grande de Sul 4617 10855214 42,5
SUL 8776 27497970 31,9
Mato Grosso do Sul 879 2336058 37,6
Mato Grosso 1081 2957732 36,5
Goias 813 58445996 13,9
Distrito Federal 352 2557158 13,8
CENTRO-OESTE 3125 13695944 22,8

Ignorado/Em Branco 57
Fonte: SINAN, em fevereiro 2010

Neste mesmo ano verificou-se o coeficiente de 47,6 por 100.000 habitantes no
Estado de Pernambuco sendo o mais alto da regido Nordeste (Tabela 1) e 132 casos por
100.000 habitantes na Cidade do Recife (PE), a capital brasileira com mais casos novos
de Tuberculose no mesmo ano (SINAN/ DATASUS/ MS, 2010). Na populagédo de
idosos acima de 60 anos residentes no Recife no ano de 2008 a incidéncia foi de 123 por
100.000 habitantes (SINAN/ DATASUS/ MS, 2010). A Tabela 2 mostra uma série
historica da incidéncia de TB em idosos no Recife, nos ultimos 20 anos, mostrando que
a incidéncia da TB permaneceu sempre alta ao longo dos anos, principalmente se
considerarmos a partir de 1993 (Figura 2). Fato que pode ser atribuido ao aumento no
namero de notificacdo e/ou coincide com o ano que a Organizacdo Mundial de Saude
(OMS) decretou tuberculose como uma doenga de “emergéncia mundial”, devido 0s

altos indices de incidéncia na populacdo em geral no ano de 1993 (Figura 2).
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Tabela 2. Série histérica da incidéncia de tuberculose em idosos por 100.000 habitantes com ou
mais 60 anos, por todas as formas, na Cidade do Recife (PE) no periodo de 1988-2008

ANO INCIDENCIA
1988 117,06
1989 99,04
1990 88,84
1991 95,18
1992 65,98
1993 95,87
1994 118,37
1995 138,59
1996 140,72
1997 142,93
1998 142,73
1999 162,90
2000 125,06
2001 109,73
2002 122,06
2003 144,38
2004 141,74
2005 131,33
2006 116,75
2007 101,08
2008 122,76

FONTE: DIEVS/PCR, 2010
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Figura 2. Série historica da incidéncia de tuberculose em idosos com ou mais 60 anos, por todas as
formas, e na populacdo em geral na Cidade do Recife (PE) no periodo de 1988-2008.

Com o envelhecimento da populacdo brasileira, a incidéncia da tuberculose
comeca a se deslocar para a populacdo dos idosos (FERREIRA, 2005), podendo vir a
constituir em um grave problema, principalmente se considerarmos que as taxas de
letalidade tendem a aumentar com a idade (MURRAY et al., 1993 ; MISHIMA, 2005).
Apesar disso, poucos estudos investigando o comportamento da tuberculose nessa
populacdo tém sido realizados no Brasil (VENDRAMINI et al 2003; CAVALCANTI,

2006; DOMINGOS, 2007).

Estima-se que havera um agravamento da tuberculose nos préximos 20 anos,

com aumento da prevaléncia de novas infecc@es, da incidéncia de casos e da letalidade
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da doenga (BRASIL, 2002). Dentre os fatores determinantes dessa situagdo, destaca-se a
epidemia do HIV, presenca de co-morbidades, o envelhecimento da populagéo e formas
clinicas da doenca (ROSEMBERG, 2001; SELIG, 2004; OMS, 2006). Dos fatores
relacionados ao aumento da ocorréncia da tuberculose no idoso séo ainda citados a

imunodepressdo, a desnutricdo, o alcoolismo e tabagismo (VENDRAMINI et al 2003).

Estudos publicados reconhecem a dificuldade de se estabelecer o diagnostico da
tuberculose no idoso devido a sua apresentacdo clinica freqlientemente atipica. Além
disso, a realizagdo e interpretacdo de exames complementares nessa populagdo séo
particularmente dificeis, devido a freqliente presenca de doencas associadas (FREITAS
et al., 2002). Esses problemas sdo, em parte, decorrentes das alteracdes imunologicas

proprias do envelhecimento (ROSEMBERG, 2001).

As células T regulatorias estdo envolvidas na supressdo de respostas imune aos
microorganismos que invadem ou co-habitam o hospedeiro (BELKAID et al, 2002;

HISAEDA et al, 2004; LUNDGREN et al, 2003), inclusive na tuberculose humana

(FERRAZ et al, 2006).

As células T sdo responsaveis por dois processos: imunidade e
hipersensibilidade. Nas situacGes de alta imunidade e pouca hipersensibilidade, a
necrose ndo progride, € invadida por fibroblastos, e forma-se um nddulo residual que
pode, em certas condicGes, evoluir para calcificacdo. Isso, porém ndao impede que dentro

do aglomerado cicatricial permanecam bacilos vivos quiescentes que, por sua vez,

TUBERCULOSE NO IDOSO: REATIVIDADE AO TESTE TUBERCULINICO E NIVEIS DE CELULAS T
REGULATORIAS



Brito, CM G

INTRODUCAO °

manterdo a situacdo com algum grau de hipersensibilidade, fato esse comprovado pela

reacdo a tuberculina que permanece positiva (ROSEMBERG, 2001).

Estudos mostram que ha uma menor reatividade do teste tuberculinico em idosos
com TB doenca quando comparados aos adultos jovens doentes (VANDEN &
DEMEDTS, 1992; KORZENIEWSKA-KOSELA et al., 1994; DORKEN et al. , 1987 ;
VENDRAMINI, 2003). Ao mesmo tempo, tem-se verificado um aumento no nimero de
células T regulatérias com o avancar da idade, as quais exercem uma acgdo
imunossupressora para infeccdo pelo M. tuberculosis, dentre outros agentes infecciosos
(LEPOSAVIC et al, 2006). Alem disso, poucos estudos dentre eles, o de Rosemberg
(2001) e Loser et al (2007) sugerem que células T regulatérias atuam diretamente no

sitio da inflamac&o/ infeccéo.

O estudo realizado por Cavalcanti et al (2006), em idosos com tuberculose na
cidade do Recife (PE), contribuiu para o conhecimento das caracteristicas clinicas e
epidemiologicas dos idosos com tuberculose. Porém, o padrdo imunologico e de
resposta ao teste tuberculinico ndo foi estudado. Torna-se, portanto, necessario delinear
uma investigacdo com parametros clinicos para responder as questfes ainda nao

esclarecidas.

Pesquisas acerca do envelhecimento populacional e seu impacto sobre o padrédo
epidemiologico de doencas infecciosas precisam ser realizadas para que o conhecimento

atualizado de sua ocorréncia fornecam subsidios para 0s programas de controle. Nesse
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sentido, a presente dissertacdo tem por objetivo geral estudar a resposta ao teste

tuberculinico em idosos e sua correlagdo com indicadores indiretos da resposta imune.

A dissertacdo seré apresentada na forma de trés artigos: No primeiro realizou-se
uma revisdo bibliografica dos estudos publicados sobre resposta imunolégica
relacionados ao desenvolvimento da tuberculose no idoso, particularmente sobre o papel
das células T regulatérias (Tregs), e sua relacdo com a reatividade ao teste tuberculinico
(TT). A revisdo bibliogréfica foi realizada mediante uma busca on-line nas bases de
dados Medline-PubMed, Science-Direct, Lilacs, Bireme e Scielo, com foco nas
publicacbes dos ultimos dez anos, nos idiomas portugués e inglés. Os termos de busca
utilizados foram: Tuberculosis (TB); Elderly; Aging; Tuberculin Reactivity; Purified

Protein Derivative (PPD); Immunity; Regulatory T cells CD4"CD25" FOXP3 ™.

O segundo artigo relata os resultados de um estudo que descreveu o padrdo de
reatividade ao teste tuberculinico em um grupo de idosos com tuberculose doenca,
comparando-o com dois grupos: idosos sem tuberculose doenca e adultos com

tuberculose, verificando ainda as caracteristicas de cada grupo.

O terceiro artigo teve como propdsito descrever a correlagdo entre os niveis de
células T regulatérias CD4"CD25'FOXP3" e a reatividade ao teste tuberculinico em

idosos e adultos com tuberculose em atividade e idosos sem tuberculose doenca.

Este trabalho foi desenvolvido no ambito de um projeto de pesquisa mais amplo

intitulado: “Estudo da tuberculose em populagdes especiais: Validagdo de métodos
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diagndsticos em co-infectados pelo HIV, idosos e criancas e Avaliacdo da transmissdo
hospitalar da tuberculose e efeito do HAART em pacientes co-infectados pelo HIV?”,
financiada pelo CNPq processo nimero: n° 410567/2006-0 que teve por objetivo
estudar a tuberculose em pacientes cuja doenga é de dificil diagnostico (criangas, HIV

positivos e idosos).

TUBERCULOSE NO IDOSO: REATIVIDADE AO TESTE TUBERCULINICO E NIVEIS DE CELULAS T
REGULATORIAS



Brito, CM G

INTRODUCAO '

REFERENCIAS

TUBERCULOSE NO IDOSO: REATIVIDADE AO TESTE TUBERCULINICO E NIVEIS DE CELULAS T
REGULATORIAS



Brito, CM G

INTRODUGCAO **
BELKAID, Y., PICCIRILLO. C.A.,, MENDEZ. S., SHEVACH, E.M, & SACKS, D.L.
CD4+CD25+ regulatory T cells control Leishmania major persistence and immunity.
Nature, v. 420, n. 6915, p. 502-507, 2002.

BRASIL. Ministério da Salde. Tuberculose: Guia de Vigilancia Epidemiolégica.
Funasa. Brasilia, 2002.

CAVALCANTI, Z.R; ALBUQUERQUE, M.F.M; CAMPELO, A.N.R; XIMENES, R;
MONTARROYOS, U; VERCOSA; M.K.A. Caracteristicas da tuberculose em idosos
no Recife ( PE): contribuicdo para o programa de controle. J Bras Pneumol, vol 32, n. 6,
p. 535-43, 2006.

DATASUS/MS/SUS. Tuberculose- Casos confirmados notificados no Sistema de
Informacdo de  Agravos de  Notificacdo-  SINAN.  Disponivel em:
http://dtr2008.saude.gov.br/sinaweb/tabnet/dh?sinan/tuberculose/bases/tubercbr.def.
Acesso em 02 de dezembro de 20009.

DATASUS/MS/SUS. Informagbes de Saude/ Demograficas e Socio-econdmicas.
Censos- Populacéo residente de Pernambuco. Disponivel em:
http://tabnet.datasus.gov.br/cgi/deftohtm.exe?ibge/cnv/poppb.def. Acesso em 25 maio
de 2010.

DOMINGOS, M.P. Tuberculose em Recife, PE- O efeito da estratégia DOTs (Directly
Observed Treatment Short- course) e fatores associados ao 6bito e ao abandono de
tratamento,1996 a 2005. 2007. Tese (Doutorado em Saude Publica) - Universidade
Federal de Minas Gerais, Belo Horizonte, 2007.

FERRAZ, J. C., MELO, F. B. S., ALBUQUERQUE, M. F. P. M., MONTENEGRO, S.
M. L. AND ABATH, F. G. C. Immune factors and immunoregulation in tuberculosis.
Brazilian journal of medical and biological research. v. 39, p. 1387-1397, 2006.

FERREIRA, A.AA; QUEIROZ, KCS; TORRES, KP; FERREIRA, MAF; ACCIOLY,
H; ALVES, MSCF. Os fatores associados a tuberculose pulmonar e a baciloscopia:
uma contribuicdo ao diagndstico nos servicos de saude publica. Rev. Saude Publica, v.
8, n. 2, p.142-9, 2005.

TUBERCULOSE NO IDOSO: REATIVIDADE AO TESTE TUBERCULINICO E NIVEIS DE CELULAS T
REGULATORIAS


http://dtr2008.saude.gov.br/sinaweb/tabnet/dh

Brito, CM G

INTRODUCAO '
FREITAS, E. V; PY,L; NERY, A L; CANCADO, FAX; GORZONE, ML; ROCHA,
SM. Tratado de Geriatria e Gerontologia. Rio de Janeiro. Editora: Guanabara Koogan,
2002.

HISAEDA, H., MAEKAWA, Y. IWAKAWA, D., OKADAH. HIMENO, K,
KISHIHARA, K., TSUKUMO,K., TSUKUMO, S.I. & YASUTOMO ,K. (2004).
Escape of malaria parasites from host immunity requires CD4+CD25+ regulatory Tcells
Nature Medicine, v.10, n.1, p.29-30, 2004.

KORZENIEWSKA-KOSELA M, KRYSL J, MULLER N, BLACK W, ALLEN E,
FITZGERALD JM. Tuberculosis in young adults and the elderly. A prospective
comparison study .Chest v. 106, n.6, p.28-32,1994.

LEPOSAVIC, G. et al. Age associated changes in CD90 expression on thymocytes and
in TCR-dependent stages of thymocytes maturation in rats. Exp. Gerontol, v. 41, n. 6,
p.574-589, 2006.

LOSER, K; BEISSERT, S. Dendritic cells and T cells in the regulation of cutaneous
immunity. Adv Dermatol, v. 23, p. 307-33, 2007.

LUNDGREN, A. et al. Helicobacter pylori-specific CD4+ CD25high regulatory T cells
suppress memory T-cell responses to H. pylori in infected individuals. Infection and
Immunity, v. 71, n.4, p.1755-62, 2003.

MISHIMA, EO. Tuberculose pulmonar no idoso em comparacdo com a do adulto
jovem. 2005. Tese (Doutorado em Saude Publica) Universidade de Séo Paulo,
Faculdade de Saude Publica, Sdo Paulo, 2005.

MURRAY, C.; STYBLO, K. & ROUILLON, A., 1993. Tuberculosis. In: Disease
Control Priorities in Developing Countries (D. T. Jamison; W. H. Mosley; A. R.
Measham & J. L. Bobadilla, eds.), pp. 233-258. New York: Oxford University Press.

ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE. The Global Plan to Stop TB 2006-2015:
actions for life toward a world free of tuberculosis. Genebra: WHO/CDS/TB, 2006.
Disponivelem:http://www.who.int/tb/publications/global_report/en/.  Acesso: 03.04.
2010.

TUBERCULOSE NO IDOSO: REATIVIDADE AO TESTE TUBERCULINICO E NIVEIS DE CELULAS T
REGULATORIAS



Brito, CM G

INTRODUCAO ™

ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE - WHO Report 2009. Global tuberculosis
control - a short update to the 2009 report.
Disponivelem:http://www.who.int/tb/publications/global_report/en/.  Acesso: 03.04.
2010.

RAVIGLIONE, M. C.; SNIDER Jr., D. E. & KOCHI A. Global epidemiology of
tuberculosis: morbidity and mortality of a worldwide epidemic. JAMA, v. 273. p. 220-
226, 1995.

ROSEMBERG, José. Mecanismo imunitéario da tuberculose sintese e atualizacdo. Bol.
Pneumol. Sanit., vol.9, no.1, p.35-59, 2001. Disponivel em:
<http://scielo.iec.pa.gov.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid. Acesso em 10 de julho de
2010.

SELIG L, BELO MT, TEIXEIRA EG CUNHA AJ, BRITO R, LUNA AL, et al. Obitos
atribuidos a tuberculose no Estado do Rio de Janeiro. J Bras Pneumol.v. 30, n. 4, p. 327-
34, 2004.

SINAN/SES. GOVERNO DO ESTADO DE PERNAMBUCO, Secretaria Estadual de
Saude, Coordenacdo de Tuberculose do Estado de Pernambuco. Indicadores e
informacGes do SINAN/MS/SUS. Disponivel em:
http://dtr2008.saude.gov.br/sinanweb/index.php?name=Tnet. Acessado em: fevereiro de
2010.

VAN DEN BRANDE, P; DEMEDTS, M. Four-stage tuberculin testing in elderly
subjects induces age-dependent progressive boosting. Chest v.101, n.2, p.447-50, 1992,

VENDRAMINI SHF, Villa TCS, Cardozo Gonzales RI, Monroe. A Tuberculose no
idoso: analise do conceito. Rev Latino-Am. Enfermagem. v.11, n. 1, p. 96-103, 2003.

TUBERCULOSE NO IDOSO: REATIVIDADE AO TESTE TUBERCULINICO E NIVEIS DE CELULAS T
REGULATORIAS



Brito, CM G

15

ARTIGO 1

ARTIGO 1

TUBERCULOSE NO IDOSO: REATIVIDADE AO TESTE TUBERCULINICO E NiVEIS DE CELULAS T
REGULATORIAS



Brito, CM G

ARTIGO1 '

ARTIGO DE REVISAO

TUBERCULOSE NO IDOSO, PAPEL DAS CELULAS T
REGULATORIAS E A REATIVIDADE AO TESTE
TUBERCULINICO.

BRITO, CMG'; BRAGA,C* PEREIRA, VRA* CASTANHA PMS?
ALBUQUERQUE, MFPM** CAMPELO ARL!

1 DEPARTAMENTO DE MEDICINA CLINICA, CCS/UFPE
2 LABORATORIO DE DOENGAS TRANSMISSIVEIS/ DEPTO DE PARASITOLOGIA/CPQAM/ FIOCRUZ
3 DEPARTAMENTO DE SAUDE COLETIVA/CPgAM/FIOCRUZ

4 LABORATORIO DE IMUNOGENETICA/DEPTO DE IMUNOLOGIA/CPQAM/ FIOCRUZ

Correspondéncia: Cintia Michele Gondim de Brito Lima
Estrada do Arraial, 2385, apt 1701-Tamarineira-52051360-Recife-Pernambuco
Fone: (81) 88273280- E-mail: cintiabri@yahoo.com.br

TUBERCULOSE NO IDOSO: REATIVIDADE AO TESTE TUBERCULINICO E NiVEIS DE CELULAS T
REGULATORIAS



Brito, CM G

17

ARTIGO 1

RESUMO

TUBERCULOSE NO IDOSO: REATIVIDADE AO TESTE TUBERCULINICO E NiVEIS DE CELULAS T
REGULATORIAS



Brito, CM G

ARTIGO1

O processo de envelhecimento é dindmico e envolve modificacbes tanto morfoldgicas
como funcionais, bioquimicas e psicoldgicas que determinam a progressiva perda da
capacidade de adaptacdo do individuo ao meio ambiente, ocasionando maior
vulnerabilidade e maior incidéncia de doencas. Particularmente no que se refere a
tuberculose (TB), a populagéo idosa (>60 anos) apresenta marcante suscetibilidade ao
adoecimento, tanto pela reativacdo de focos latentes quanto pela ocorréncia de novas
infecgBes, principalmente devido a diminuigdo da resposta imune celular que ¢ afetada
no processo de envelhecimento. Apesar disso, poucos estudos investigando o
comportamento da tuberculose na populagdo idosa tém sido realizados. Este trabalho
tem como objetivo revisar 0s estudos publicados sobre fatores imunoldgicos
relacionados ao desenvolvimento da tuberculose no idoso, particularmente o papel das
células T regulatérias (T regs), e sua relacdo com a reatividade ao teste tuberculinico
(TT). A revisdo bibliogréfica foi realizada mediante uma busca on-line nas bases de
dados Medline-PubMed, Science-Direct, Lilacs, Bireme e Scielo, com foco nas
publicacBes dos Ultimos dez anos, nos idiomas portugués e inglés. Os diversos estudos
que foram analisados relatam que as células T regs exercem importante papel no
controle da infeccdo tuberculosa que permitem a manutencdo do equilibrio entre a
supressdo da imunidade ao Mycobacterium tuberculosis (M. tuberculosis) e o0s
mecanismos imunopatogénicos em pacientes com TB. Porém, poucos estudos tém
avaliado o nivel das células T regs na populacdo idosa e a informagdo sobre essas
células nesse grupo é limitada e controversa. As evidéncias existentes até 0 momento,
demonstrada pela presente revisdo, apontam que essas células podem ser menos
funcionais no envelhecimento, levando a necessidade de altos nimeros para manter a
tolerancia. Alternativamente, o envelhecimento dos individuos leva a uma reducdo da
atividade dos linfocitos T e a infeccdo tuberculosa contribui para acentuar o estado de
faléncia do sistema imunoldgico. Aliado a isso, chama atencdo o fato que nos idosos,
estudos mostram uma reducdo da reatividade do teste tuberculinico. No entanto, apenas
um estudo foi encontrado na literatura que demonstrando a associacdo entre a
intensidade da reatividade ao teste tuberculinico e os niveis de células T regulatorias
(CD4'CD25%) na populagdo geriatrica. Nesse sentido, conclui-se que s30 escassos
estudos que trate dessa tematica e existe uma lacuna de informagdo no contexto da
resposta ao TT e niveis de células T regs em idosos.

Palavras-chaves: Tuberculose, idoso, imunidade, células T regulatérias CD4'CD25"
FOXP3 *, Teste Tuberculinico.
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The aging process is dynamic and involves morphological, functional, biochemical and
psychological changes that determine the progressive loss of adaptability of the
individual to the environment, leading to greater vulnerability and greater incidence of
diseases. Particularly with regard to tuberculosis (TB), the elderly population (> 60
years) shows marked susceptibility to illness, both through the reactivation of latent foci
as the occurrence of new infections, mainly due to decreased cellular immune response
that is affected in aging process. Nevertheless, few studies investigating the behavior of
tuberculosis in the elderly have been conducted. This paper aims to review published
studies on immunological factors related to development of tuberculosis in the elderly,
particularly the role of regulatory T cells (T regs), and its relation to reactivity to the
tuberculin test (TT). The literature review was conducted by an online search in
Medline, PubMed, Science-Direct, Lilacs, and Scielo Bireme, focusing on publications
of the last ten years, in Portuguese and English. The various studies that were reviewed
reported that T cells regs play an important role in controlling tuberculosis infection that
allow the maintenance of equilibrium between the supression of immunity to
Mycobacterium tuberculosis (M. tuberculosis) and immunopathogenic mechanisms in
patients with TB. However, few studies have assessed the level of T cells regs in the
elderly population and information on such cells in this group is limited and
controversial. The evidence available so far, demonstrated by this review, indicate that
these cells may be less functional in aging, leading to high numbers need to maintain
tolerance. Alternatively, the aging of individuals leads to a decreased activity of T
lymphocytes and tuberculosis infection contributes to enhance the status of the collapse
of the immune system. Allied to this, is noteworthy that in the elderly, studies show a
reduced reactivity of the tuberculin test. However, only one study was found in the
literature demonstrating the association between the intensity of tuberculin skin test
reactivity and levels of regulatory T cells (CD4'CD25") in the geriatric population.
Accordingly, it is concluded that there are few studies that addresses this subject and
there is an information gap in the context of the response to TT and T cell levels in
elderly.

Keywords: Tuberculosis, elderly, immunity, regulatory T cells CD4 * CD25 * FOXP3 ™
Tuberculin Test.
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INTRODUCAO

A tuberculose (TB) permanece como um problema de salde publica de
abrangéncia mundial, sobretudo nos paises em desenvolvimento. As estimativas
indicam que o Mycobacterium tuberculosis (M. tuberculosis), o agente etiolégico da
doenca, infecta 2,0 bilnGes de pessoas em todo mundo (Raviglione, 1995; OPS, 2002,
OMS, 2006). Isso significa que cerca de um terco da populacdo mundial alberga a
micobactéria sem manifestar sintomas da doenca e com risco de progredir para doenca
ativa (Rosemberg, 2001). Estes dados inferem que, nos proximos 50 anos devera
ocorrer um expressivo aumento dos casos da TB em idosos, que podera aumentar de 5%
para 14% (Chaimowicz, 2001).

Atualmente, uma em cada dez pessoas no mundo tem 60 anos de idade ou mais e
estima-se que em 2.050 essa relacdo seja de 1:5 e 0 niUmero de centenarios aumentara 15
vezes em relacdo ao ano de 1999 (IBGE, 2005). O Brasil é considerado um pais em
processo de envelhecimento, sendo 9% da populacdo atual composta por individuos
idosos (Brasil, 2004).

A incidéncia da tuberculose no Brasil, que comeca a se deslocar para a
populacdo dos idosos (Ferreira, 2005), pode vir a constituir um grave problema,
principalmente se considerarmos que as taxas de letalidade tendem a aumentar com a
idade (Murray et al., 1993; Mishima, 2005). Apesar disso, poucos estudos investigando
0 comportamento da tuberculose na populacéo idosa tém sido realizados (Vendramini et
al 2003; Cavalcanti, 2006; Domingos, 2007).

Esse trabalho tem como objetivo revisar os estudos publicados na literatura, nos
altimos 10 anos, sobre os fatores imunologicos relacionados ao desenvolvimento da
tuberculose no idoso, particularmente o papel das células T regulatérias (Tregs), e sua
relacdo com a reatividade ao teste tuberculinico (TT).

A revisdo bibliografica foi realizada a partir da busca on-line por publicacdes
nos idiomas portugués e inglés, nas bases de dados Medline-PubMed, Science-Direct,
Lilacs, Bireme e Scielo. A busca enfocou artigos publicados nos ultimos dez anos. Com
excecdo dos artigos relacionados a reatividade ao teste tuberculinico, cuja pesquisa -
devido a reduzida producao cientifica sobre o tema - abrangeu o periodo correspondente
aos ultimos vinte anos. Os termos de busca utilizados foram: Tuberculosis (TB);
Elderly; Aging; Tuberculin Reactivity; Purified Protein Derivative (PPD); Immunity;
Regulatory T cells CD4"CD25" FOXP3 ™
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RESPOSTA IMUNE A TUBERCULOSE E ENVELHECIMENTO

A resposta imune a infeccdo pelo M. Tuberculosis envolve a interagdo de células
especializadas, que englobam o sistema macréfago-célula T. As células T CD4" e CD8"
tém como funcdo o reconhecimento de antigenos e outros constituintes do bacilo, para
elaborarem as citocinas que ativam os macrdéfagos (Rosemberg, 2001). Macréfagos
residentes no tecido compdem uma das primeiras barreiras de defesa frente a mico-
bactéria. Essas células fagocitam e processam os antigenos do bacilo, apresentando-os
aos linfocitos T auxiliadores (CD4") através do complexo principal de histo-
compatibilidade (Major Histocompatibility Complex - MHC) de classe Il, presente
unicamente nos macrofagos, celulas dendriticas e linfocitos B (também denominados
células apresentadoras de antigenos).

As células CD4" do tipo 1 (Th1), por contribuirem na producio da interleucina
(IL-2) e de interferon gama (IFN-y) que sdo os mais atuantes ativadores dos
macréfagos, desempenham a funcdo principal na resposta imune a micobactéria. As
células T-citotoxicas (CD8") reconhecem antigenos oriundos do citoplasma e
igualmente participam da resposta imune ao M. tuberculosis, sendo capazes de
reconhecer fragmentos peptidicos ligados atraves do MHC de classe I, moléculas que
sdo expressas em praticamente todas as células diferenciadas ou maduras do organismo
(Rosemberg, 2001; Teixeira, 2007).

Diversas linhagens de células T tém sido caracterizadas, dentre essas, as células
T regs que se tornaram um recente alvo de investigacdes imunologicas, em virtude de
sua identificagdo, em modelos humanos e animais (Hori et al, 2003; Aschenbrenner et
al, 2007).

As células Tregs sdo um subtipo de células T CD4" que atuam na regulacio da
resposta imune em humanos e ratos. Essas células sdo responsaveis pela manutengéo da
homeostase, controle da autoimunidade e imunidade tumoral. As células T regs regulam
0s niveis de ativacdo, proliferacdo e producdo de citocinas pelas células T efetoras,
assim como atuam no controle da funcdo imune de células dendriticas (Baecher-Allan,
2001; Shevac et al, 2001; De Jong, 2004; North & Jung, 2004; Lages, 2008).

As células T regs sdo desenvolvidas no timo e representam cerca de 5 a 10% das
células T CD4" periféricas, sendo usualmente caracterizadas por alta expressio do
marcador CD25, embora expressem diversos outros marcadores imunologicos, alguns
deles comuns aos das células T CD4" (Sakaguchi, 2004). Entre os marcadores
utilizados na identificacdo das células T regs, estdo os CTLA-4, GITR, CD45RO" que
sdo marcadores auxiliares presentes em populacbes T regs naturais (Baecher-Allan,
2004).

A recente identificacdo de um gene expresso nas células T reguladoras humanas
e de camundongos facilitou a caracterizacdo dessa subpopulacdo celular
(Aschenbrenner et al, 2007). Esse gene, denominado forkhead Box p3 ou FOXP3, é um
fator de transcricdo ativado apenas nas células T regulatérias (Hori et al, 2003; Khattri
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et al, 2003). O FOXP3 controla o desenvolvimento e a expressao do fendtipo supressivo
nas células T regs CD4"CD25" (Hori et al, 2003), sendo considerado o mais especifico
marcador para identificacdo dessas células (Sakaguchi, 2005).

Células T regs naturais modulam respostas as infec¢cGes microbianas cronicas ou
latentes em humanos. Como exemplo, ao contrario do que ocorre com individuos
sadios, a resposta de células de memdria CD4" especificas para Helicobater pylori esta
reduzida em individuos infectados, sendo este fato diretamente relacionado a producéo
de células T regs naturais Helicobater pylori especificas que inibem a atividade de
células de memoria contra a bactéria (Lundgren, 2003). InfeccGes cronicas por
citomegalovirus e HIV induzem a producdo de células T regs naturais para respostas
imunes antivirais (Aandahl, 2004; Kinter, 2004).

A ativacdo de células T regs naturais contribui para evitar a resposta inflamatéria
excessiva do hospedeiro, em certas infeccdes. Por outro lado, a sua ativacdo também
pode favorecer a manutencdo do patdgeno, seja na doenca cronica, seja no estado de
laténcia (Delgado et al, 2002; Goldfeld et al, 2004).

Estudos experimentais em camundongos mostraram que o aumento de células T
regulatérias CD4'CD25" se relaciona com a maior vulnerabilidade a infeccdes,
sugerindo assim o envolvimento dessas celulas em processos infecciosos (Hori et al,
2003). A acéo dessas células durante a resposta imune tem sido demonstrada tanto em
camundongos desprovidos de células CD4", como em individuos HIV positivos (De
Jong, 2004). Em seres humanos, o aumento da expressdo de celulas T tem sido
relacionado a reducéo da eficacia da vacinacdo com Bacilo de Calmette e Guérin (BCG)
(Weir, 2004).

As células T regs exercem importante papel na infeccdo tuberculosa. Essas
células permitem a manutencdo do equilibrio entre a supressdao da imunidade ao M.
tuberculosis e 0s mecanismos imunopatogénicos em pacientes com TB (Guyot-Revol et
al, 2006; Chiacchio et al, 2009).

Estudos acerca da relacdo entre as células T regulatorias e tuberculose indicam
que a frequéncia de células T regs estad significativamente aumentada no sangue de
pacientes com TB ativa comparado com o sangue de doadores saudaveis (Guyot-Revol
et al, 2006; Ribeiro-Rodrigues et al, 2006; Chen et al, 2007; Chiacchio et al, 2009).
Essas células aumentam durante a tuberculose infeccdo e tem sido funcionalmente
caracterizadas por sua habilidade para suprimir a imunidade especifica a0 M.
tuberculosis, mediante a inibicdo da producéo de citocinas como IFN y e IL 10 (Chen et
al, 2007).

O aumento nas frequiéncias de células T regs observado na tuberculose ativa €
mantido mesmo durante o tratamento para a doenca (Ribeiro-Rodrigues et al, 2006;
Chen et al, 2007). No entanto, apds uma terapia anti-tuberculose bem sucedida, a
frequéncia dessas células decresce para o nivel observado em doadores saudaveis (Chen
et al, 2007).

O aumento de células T regulatérias CD4" CD25" durante a tuberculose parece
constituir um mecanismo de adaptacdo do organismo para contrabalancar a intensa
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resposta inflamatoria, principalmente em locais de infeccdo ativa pelo M. tuberculosis,
como o pulmdo (Guyot-Revol et al, 2006; Chiacchio et al, 2009). No entanto, as
mesmas propriedades imunoregulatérias podem entdo, paradoxalmente, deprimir as
respostas das células T efetoras necessarias para o controle da infeccdo, tais como a
producéo de IFN-y (Ribeiro-Rodrigues et al , 2006).

O processo de envelhecimento é dindmico e envolve modificagbes tanto
morfolégicas como funcionais, biogquimicas e psicologicas que determinam a
progressiva perda da capacidade de adaptacdo do individuo ao meio ambiente,
ocasionando maior vulnerabilidade e maior incidéncia de doengas (Rosemberg, 2001).

Particularmente no que se refere a TB, a populacdo geriatrica apresenta marcante
suscetibilidade ao adoecimento, tanto pela reativagédo de focos latentes quanto pela
ocorréncia de novas infeccOes, principalmente devido a diminuicdo da resposta imune
celular que é afetada no processo de envelhecimento (Gavazzi et al, 2002). Além disso,
devido a transmissdo da tuberculose ocorrer preferencialmente pelas vias aéreas, a
reducdo dos mecanismos de defesa, como barreiras fisicas, anergia ou pela acdo de
celulas reguladoras, contribuem para aumentar a vulnerabilidade do grupo a infecgéo
tuberculosa (Rajagopalan et al , 2001; Chaimowicz, 2002).

O envelhecimento leva a uma redugéo da atividade dos linfocitos T (Rosemberg,
2001), favorecendo a ocorréncia de doencas infecciosas, inclusive a TB, que tem a
resposta imune celular como um dos principais responsaveis pelo controle da infeccéo
(Chaimowicz, 2010). Além disso, a infecgdo tuberculosa contribui para acentuar o
estado de faléncia do sistema imunolégico (Rosemberg, 2001). Semelhante ao que
ocorre com os portadores do virus HIV, a imunodepressdo gerada pelo processo de
envelhecimento, favorece a multiplicacdo de bacilos enclausurados no granuloma e,
conseqlientemente, a reativacdo da TB (reativacdo endogena). Diferentemente, a
reinfeccdo (exdgena) pelo M. tuberculosis € 0 mecanismo imunopatogénico mais
observado nos imunocompetentes (Chaimowicz, 2001).

A idade avancada provoca alteracfes nos mecanismos que envolvem a geracao
da resposta imune e contribuem para o aumento do risco de infeccbes na populagédo
idosa (Hwang et al, 2009). Diversos distdrbios, como doencas auto-imunes, infeccoes
crénicas e cancer tém sido associados com alteracdes nas células T regs (Dejaco et al,
2006; Lages et al, 2008; Tenorio et al, 2009). Apesar de muitos desses agravos
acometerem com maior freqiéncia a populacdo idosa, estudos que investiguem a
influéncia do envelhecimento na ocorréncia e/ou funcdo das células T regs ainda sdo
escassos (Dejaco et al, 2006).

Apenas poucos estudos tém avaliado o nivel das células T regs na populagéo
idosa e a informacdo sobre essas células é limitada e controversa. Estudos prévios
usando a expressdo do marcador CD25 para caracterizar as células T regs tém registrado
niveis similares de células T regs em idosos, quando comparados a adultos (Greeg et al,
2005; Valmori & Melo, 2005). Contudo, evidéncias mais recentes apontam para um
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aumento na frequéncia dessas células em individuos idosos e uma correlagdo linear
entre o nimero de células T regs e idade (Greeg et al, 2005; Dejaco et al 2006; Lajes et
al, 2008; Haynes, 2009). Niveis elevados de T regs podem causar aumento da supresséo
de células T pré-inflamatdrias e assim contribuir para o aumento da susceptibilidade a
infecgBes, risco de neoplasia e resposta deficiente a vacina em individuos idosos
(Dejaco et al, 2006).

As células T regs podem ser menos funcionais no envelhecimento, levando a
necessidade de altos numeros para manter a tolerdncia (Dejaco et al, 2006).
Alternativamente, o envelhecimento dos individuos leva a uma reducdo da atividade dos
linfocitos T e a infeccdo tuberculosa contribui para acentuar o estado de faléncia do
sistema imunolégico (Rosemberg, 2001).

Embora a expressdo do fator de transcricio FOXP3" venha sendo atualmente
utilizada para identificar a proporcdo de células T regs em humanos (Talal et al, 2005;
Burl et al, 2007; James et al, 2007; Hougardy et al, 2007), o conhecimento a respeito da
manutenc¢do da atividade supressora dessas células no idoso permanece confuso. Assim,
alguns estudos mostram manutencdo da atividade supressora em humanos e
camundongos idosos (Greeg et al, 2005; Sharma et al, 2006; Lages et al 2008),
enquanto outros registram decréscimo na supressao mediada por células T regs em ratos
e humanos mais velhos (Tsaknaridis et al, 2003; Zhao et al, 2007).

As discordancias observadas entre os estudos que investigam a relagdo entre
individuos idosos e frequéncia e funcdo de celulas T regs estdo possivelmente
relacionadas as diferencas nas técnicas de fenotipagem e/ou as caracteristicas da
populacdo de estudo, tais como média de idade, status de saude ou critérios de inclusao/
exclusdo (Lages et al, 2008).

Na populacdo idosa, evidéncias cientificas apontam para uma redugdo na
atividade de células T efetoras e aumento na populacéo de celulas T regulatorias (Greeg
et al, 2005; Dejaco et al 2006; Lajes et al, 2008; Haynes, 2009). Porém outros registram
decréscimo no nimero de células T regs em individuos mais velhos (Tsaknaridis et al,
2003; Zhao et al, 2007).

Essas alteracdes imunologicas, aliadas a fatores associados como co-
morbidades, habitos de vida e dificuldade de diagndstico, tornam esse grupo susceptivel
a doencas infecciosas, como a TB (Freitas et al, 2002; Vendraminni et al, 2003).

Com base nesses dados, € possivel que no idoso com TB niveis de células T regs
estejam alterados e esses possam influenciar na resposta imune ao bacilo, na
manutencdo do patdgeno e na progressdo para a doenca.
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ENVELHECIMENTO E REATIVIDADE AO TESTE TUBERCULINICO

O teste tuberculinico tem sido utilizado como método auxiliar no diagndstico da
infeccdo, porém ndo é suficiente para o diagnostico da TB doenca. O teste tuberculinico
é utilizado fundamentalmente para a identificacdo da infeccdo pelo M. tuberculosis e
como método de triagem para o diagnostico da TB latente em criancas e em pacientes
soropositivos para 0 Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV) (Silva Jr, 2004; Pai et
al., 2005).

O TT desenvolvido originalmente por Robert Koch, com a evolucao foi criada a
PPD (protein purified derivative), expressa de acordo com a técnica de Mantoux (1908)
pelo surgimento de uma reacdo maculo-papular local ocasionada pelo acimulo de
células inflamatorias na pele, que surge 24 a 72 h ap6s a inoculacdo intradérmica de
PPD. A tuberculina, utilizada no Brasil é a PPD-RT23 (preparada pelo STATENS
SERUM INSTITUTE, COPENHAGEN), é uma mistura de proteinas de baixo peso
molecular que é aplicada por via intradérmica no antebraco esquerdo, na dose de 0,1 ml.
Uma enduracdo de 5 a 15 mm, dependendo dos fatores de risco do individuo, é
considerada um resultado positivo e indica infeccdo por micobactérias (Teixeira et al,
2007).

O TT é realizado com base na definicdo de um ponto de corte para o tamanho da
reacdo cutanea, acima do qual o PPD ¢é considerado positivo (CENTER FOR DISEASE
CONTROL AND PREVENTION, 2000; Silva Jr, 2004). Assim, classifica-se como:

* 0 a4 mm: ndo reator,

* 5 a9 mm - reator fraco: individuo vacinado com BCG ou infectado pelo M.
tuberculosis ou por outras micobactérias;

* 10 mm ou mais - reator forte: individuo infectado pelo M. tuberculosis, que pode estar
doente ou ndo, e individuos vacinados com BCG nos ultimos dois anos.

A realizacdo da prova tuberculinica pode auxiliar no conhecimento do grau da
deteccdo da infeccdo pelo M. tuberculosis (Maciel, 1999). Entretanto, por ter baixa
especificidade, pois tanto a vacinagdo BCG quanto a exposicdo as micobactérias ndo
tuberculosas podem induzir resposta ao TT similar aquela produzida pela infeccéo pelo
M. tuberculosis, esse teste tem sido pouco utilizado na confirmacgéo diagnostica da TB
(Andersen et al., 2000).

Nos individuos infectados pelo virus HIV, considera-se reator aquele que
apresenta enduracdo de 5 mm ou mais (Silva Jr, 2004). Naqueles vacinados com BCG,
sobretudo entre aqueles imunizados ha até dois anos, a prova tuberculinica deve ser
interpretada com cautela porque, em geral, apresenta reacGes de tamanho médio
podendo alcancar 10 mm ou mais (Silva Jr, 2004). Alem disso, a variabilidade de leitura
inter e intra-observador, a necessidade de pessoal treinado e do retorno do paciente para
a leitura da enduracdo torna ainda mais complicada a sua utilizacgdo como teste de
triagem (Pai et al., 2005). Devido a sua baixa acurdcia, embora o TT seja
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ocasionalmente utilizado no diagnostico para a detec¢do de infeccdo tuberculosa latente
(ITBL) (Furin, 2005).

Algumas circunstancias podem interferir no resultado da prova tuberculinica
levando a resultados negativos, como as doengas imunossupressoras (sarcoidose,
sindrome da imunodeficiéncia adquirida, neoplasias), tratamentos com corticosterdides
e drogas imunossupressoras, gravidez, criangas abaixo de dois anos e idosos acima de
60 anos (Silva Jr, 2004).

A resposta imune na TB é algumas vezes caracterizada por imunidade reduzida,
particularmente na doenca avancada, como demonstrada pela produgdo diminuida de
IL-2 e IFN-y e anergia antigeno-especifica a preparaces de PPD (Goldfeld et al, 2004;
Delgado et al, 2002). A anergia ao PPD induz uma leitura negativa do teste
tuberculinico, podendo ocorrer em alguns individuos com tuberculose pulmonar ativa, e
que pode ser correlacionada com a expansdao de células T (Goldfeld, 2004). Esse
fenbmeno é observado com frequéncia em doencas microbianas cronicas envolvendo a
participacdo de células T supressoras (Baecher-Allan, 2004).

As células T regulatorias CD4" CD25" estdo presentes na epiderme de humanos
(Ring et al, 2006; Loser et al, 2007). O aumento na frequéncia das células T regs, ap0os
estimulacdo antigénica localizada, reflete a proliferacdo de células desse tipo residentes
na pele e que apresentam marcadores fenotipicos e funcionais das células T regs
naturais, (Clark et al, 2007; Vukmanovic-Stejic et al, 2008).

As informacgbes a respeito da relagdo entre as células T regs presentes na
epiderme e a reacdo de hipersensibilidade ao PPD sdo limitadas (Guyot-Revol et al
2006; Mahan, et al, 2008; Vukmanovic-Stejic et al, 2008).

A atividade supressora das células T regulatérias € aumentada com a adic¢éo do
PPD, o que sugere que a tuberculina pode ativar as células T regs antigeno especificas
(Mahan, et al, 2008). A estimulacdo antigénica com tuberculina na pele de voluntarios
saudaveis, com historico de vacinacdo com BCG, mostra que a cinética de acimulo e
proliferacdo de células T regulatorias CD4" FOXP3" sdo similares as células T de
memoria nesse sitio inflamatorio. A relacdo entre essas populacfes celulares sugere que
a proliferacdo de células T de memdria é controlada pelas células T regs nos sitios
periféricos (Ring et al, 2006; Loser et al, 2007). Esse equilibrio seria responsavel por
manter a resposta imune controlada e a desregulacdo nesse balanco tem sido
identificada em situacgdes patologicas (Vukmanovic-Stejic et al, 2008).

As células T regs sdo geralmente associadas com TB ativa. Essas células estdo
aumentadas no sangue e sitios de doenga em pacientes com tuberculose (Guyot-Revol et
al, 2006; Ribeiro-Rodrigues et al, 2006; Chen et al, 2007; Chiacchio et al, 2009).
Embora a citocina regulatoria IL 10 seja associada a anergia cutanea na resposta imune
celular antigeno especifica na tuberculose, pouco é conhecido sobre a relacdo entre a
anergia a0 PPD e a producdo de células T regs. Somente um estudo mostra,
secundariamente, que apesar das células T regs estarem expandidas no sangue de
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pacientes com TB ativa, apenas 2 dos 27 pacientes estudados com TB tiveram anergia a
resposta ao teste tuberculinico (Guyot-Revol et al, 2006).

No processo de envelhecimento, é observado um declinio da imunidade mediada
por células T (Greeg et al, 2005; Dejaco et al 2006; Lajes et al, 2008; Haynes, 2009)
em individuos com tuberculose (Trzonkowski, 2005; Leposavic et al, 2006). Aliado a
isso, nos idosos, diversos estudos mostram uma reducdo da reatividade do teste
tuberculinico (Dorken et al. , 1987; Tsai et al., 1991; Vanden & Demedts, 1992;
Korzeniewska-Kosela et al., 1994).

No entanto, estudos que demonstrem a associacdo entre a intensidade da
reatividade ao teste tuberculinico e os niveis de células T regulatérias (CD4°CD25") na
populacdo geriatrica sdo escassos. Nesse sentido existe uma lacuna de informacdo no
contexto da resposta ao TT e producdo de células T regs em idosos.

O estudo das células T regulatérias tem aberto possibilidades de tratamento
imunoldgicos, através de manipulacdo da resposta imune com intencdo de favorecer a
eliminacdo definitiva de importantes agentes patogénicos de enfermidades cronicas
humanas como o HIV, virus da hepatite C, parasitos causadores da maléria,
leishmaniose e possivelmente M. tuberculosis (Lages et al, 2008).

A manipulagdo de células T regs in vitro também mostra a possibilidade de
reintroducdo dessas células nos seus doadores, podendo vir a ser uma estratégia
terapéutica para prevenir inflamacgdes, rejeicdo de transplantes ou respostas auto-
imunes.

Apesar da relevancia do papel das células Tregs e da possibilidade de seu uso na
estratégia terapéutica, essas ainda sdo alvo de poucos estudos, possivelmente por esse
ser um tema sO recentemente abordado em pesquisas cientificas. Assim, existe a
necessidade de mais estudos que investiguem o papel e funcdo dessas células,
principalmente em grupos prioritarios como o0s idosos, acometidos ou ndo pela
tuberculose.
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Trata-se de um estudo tipo série de casos cujo objetivo foi descrever o padrdo de
reatividade ao Teste Tuberculinico (TT) e caracteristicas dos individuos idosos com e
sem tuberculose (TB) doenga e adultos com TB, assim como identificar o ponto de corte
da curva ROC (Receiver Operating Characteristic) que melhor descrimina idosos com e
sem TB doenga. Estudou-se um grupo de idosos (>60 anos) com TB, adultos (20-49)
com TB doenca e idosos (>60 anos) sem TB doenca. Os participantes foram recrutados
nos servicos da rede publica de salde que prestam assisténcia a pacientes com TB na
cidade do Recife (PE), no periodo de janeiro de 2008 a dezembro de 2009. Os pacientes
idosos com TB foram predominantemente do sexo masculino (67,7%) e a média de
idade foi 68,3 anos. Observou-se desnutricdo nos idosos (41,9%) e adultos (34,5%)
com TB e maiores percentuais de sobrepeso (48,1%) e obesidade (33,4%) nos idosos
sem TB. Com relacdo aos habitos de vida, a maioria dos etilistas (54,8%) e tabagistas
(58,1%) encontrava-se no grupo de idosos doentes. A forma pulmonar predominou
tanto nos grupos de idosos quanto nos adultos com TB, 29 (93,5%) e 23 (79,3%)
respectivamente. Ao comparar a média em milimetros do valor do TT dos trés grupos,
verificou-se 3,19+ 4,35 para os idosos sem TB doenca; 7,52+7,83 para 0s idosos com
tuberculose e 10,76+ 5,69 para os adultos com tuberculose e essa diferenca foi
estatisticamente significante (p=0,001). A curva ROC identificou o ponto de corte de 5
mm como aquele que apresenta os valores de sensibilidade (0,61) e especificidade
(0,78) mais elevados para discriminar os idosos com tuberculose doenca dos idosos sem
TB doenca. Com base nos resultados encontrados, sugere-se que o critério de

positividade do TT nos individuos idosos seja revisto.

Palavras-chaves: Tuberculose; Idoso; Teste Tuberculinico; Curva ROC.
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This is a series of cases study aimed to describe the pattern of reactivity to the
tuberculin test (TT) and characteristics of elderly individuals with and without
tuberculosis (TB) disease and adults with TB, and identify the cut-off point ROC
(Receiver Operating Characteristic) that best discriminates elderly with and without TB
disease. We studied a group of elderly (> 60 years) with TB, adults (20-49) with TB
disease and elderly (> 60 years) without TB disease. Participants were recruited from
the public health network providing assistance to TB patients in Recife (PE), from
January 2008 to December 2009. Elderly patients with TB were predominantly male
(67.7%) and mean age was 68.3 years. Observed malnutrition in the elderly (41.9%) and
adults (34.5%) with TB, and higher rates of overweight (48.1%) and obesity (33.4%) in
elderly patients without TB. With respect to lifestyle, most alcoholics (54.8%) and
smokers (58.1%) were in the group of elderly patients. The pulmonary form
predominated in both groups of elderly patients as in adults with TB, 29 (93.5%) and 23
(79.3%) respectively. When comparing the mean value in millimeters of the TT of the
three groups, 3.19 £ 4.35 for the elderly without TB disease, 7.52 + 7.83 there was for
older people with tuberculosis and 10.76 + 5.69 for adults with tuberculosis and this
difference was statistically significant (p = 0.001). The ROC curve identified a cutoff of
5 mm as the one that shows the values of sensitivity (0.61) and specificity (0.78) higher
for discriminating against elderly patients with TB disease of the elderly without TB
disease. Based on these results, we suggest that the criterion for positivity of TT in the
elderly needs to be reviewed.

Keywords: Tuberculosis; Elderly; Tuberculin Test; ROC curve.
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1. INTRODUCAO

A tuberculose (TB) humana possui como agente etiolégico o Mycobacterium
tuberculosis (M. tuberculosis), um bacilo aerdébio intracelular de multiplicacdo lenta
(Van Crevel, 2002). Individuos com TB latente representam importante reservatério de
M. tuberculosis, embora os microrganismos, nesta fase de infeccdo, se mostrem
metabolicamente inativos, condicdo que estd associada a auséncia de manifestacdes
clinicas (North et al, 2004; Kaufmann, 2005).

Estima-se que um terco da populacdo mundial alberga a micobactéria sem
manifestar sintomas da doenca, podendo progredir para doenca ativa (Rosemberg,
2001). O risco de adoecimento entre os portadores de Infecgdo Latente Tuberculose
(ILTB) na populacdo em geral é em media 0,2% no mundo ao ano, ocorrendo por
reativacdo enddégena (Orme, 2001).

A histéria natural da tuberculose mostra que a maioria dos individuos é
resistente ao adoecimento, provavelmente devido a capacidade de gerarem uma
eficiente resposta contra a M. tuberculosis, porém das pessoas expostas ao bacilo entre
10-30% ao longo da vida se tornam infectadas e a infec¢do progride transformando-se
em TB ativa. Entre estes, 0s idosos representam um grupo bastante vulneravel a
desenvolver a doenca, devido a depressdo das defesas organicas na idade avancgada e
condicdes imunossupressoras associadas (Vendramini, 2003; Texeira, 2007).

O fato dos idosos terem vivido, teoricamente, em décadas em que as taxas de
transmissdo de TB eram mais altas, aumenta o risco desses desenvolverem a doenca, ja
que a maioria dos idosos desenvolve TB doenca por reativacdo de foco latente de cepas
adquiridas na infancia (Bierrenbach, 2007).

A tuberculose no idoso € um problema de saide emergente e complexo, devido
as caracteristicas inerentes a doenca e presenca de fatores que favorecem a sua
gravidade neste grupo etario (Freitas, 2002).

A realizacdo da prova tuberculinica pode auxiliar no conhecimento do grau de
susceptibilidade da populacéo a infeccdo pelo M. tuberculosis (Maciel, 1999; Silva Jr,
2004; Pai et al., 2005). Porem, Algumas circunstancias podem interferir no resultado da
prova tuberculinica levando a resultados negativos, como as doengas imunossupressoras
(sarcoidose, sindrome da imunodeficiéncia adquirida, neoplasias), tratamentos com
corticosterdides, uso de drogas imunossupressoras e idade avancada (Silva Jr, 2004).

O objetivo deste trabalho foi descrever o padrdo de reatividade ao Teste
Tuberculinico e caracteristicas dos individuos idosos com e sem TB doenca e adultos
com TB, assim como identificar o ponto de corte da curva ROC que melhor descrimina
idosos com e sem TB doenga.
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2. MATERIAIS E METODOS
2.1. Desenho e populacdo de estudo:

Estudou-se uma série de casos de idosos com TB comparando-o0s com adultos com
TB doenca e idosos sem TB doenca. Construiu-se uma curva ROC para identificacdo do
melhor porte de corte do resultado do TT que descriminou idosos com e sem TB doenca
na populacdo de estudo. Os participantes foram recrutados através de busca ativa nos
servicos da rede publica de saude que prestam assisténcia a pacientes com TB na cidade
do Recife (PE), no periodo de janeiro de 2008 a dezembro de 20009.

Utilizou-se uma amostra de conveniéncia de 31 individuos idosos (idade>60 anos) e
29 adultos jovens (20 a 49 anos) com diagndstico clinico e bacterioldgico de
tuberculose confirmado ha menos de 15 dias e 27 idosos (=60 anos de idade), sem TB
doenca e sem lesdo pulmonar a radiografia de trax.

Foram excluidos os pacientes portadores de cancer, diabetes ou HIV positivos e em
tratamentos quimioterapico ou corticoterapia.

2.2. Coleta dos dados:

Os participantes foram recrutados nas unidades de salde, e a coleta dos dados foi
realizada de acordo com as seguintes etapas: (1) obtencéo de dados socio-demograficos
e clinicos a partir de entrevista realizada por técnicos treinados, utilizando questionario
padronizado, e consulta aos prontudrios; (2) Coleta do escarro para realizacdo da
baciloscopia e/ou cultura; (3) coleta de 30 ml de sangue venoso para a realizacdo de
testes sorologicos (anti-HIV), bioquimicos (glicemia de jejum), hematologicos
(hemograma), (4) aplicagéo e leitura do TT.

As amostras de sangue foram processadas no laboratério Municipal de Saude Publica
da Cidade do Recife (PE).

2.3. Variaveis do Estudo:
2.3.1. Variavel dependente:

Resposta ao teste tuberculinico realizado pela técnica de Mantoux (1908), mensurada
em milimetros e agrupados em: ndo reator (0-4 mm), reator fraco (5-9 mm) e reator
forte (>10mm) (Brasil, 2002).

Para construcdo da curva ROC o resultado do TT foi utilizado como variavel
continua identificando o ponto de corte que melhor maximiza os valores de
sensibilidade e especificidade para discriminar os idosos com tuberculose doenca dos
idosos sem TB doenga.
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2.3.2. Variaveis independentes:

Idade, sexo, héabitos de vida (etilismo e tabagismo), Indice de Massa Corpérea
(nutrido=IMC >18,5; desnutrido=IMC<18,50), Forma clinica da TB (pulmonar ou
extra-pulmonar).

2.4. Consideracdes éticas:

O Projeto foi aprovado pelo Comité de Etica do Centro de Pesquisa Aggeu
Magalhdes/FIOCRUZ. Todos os voluntarios que participaram leram, assinaram e
receberam uma cépia do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), antes da
realizacdo de qualquer procedimento do estudo.

2.5. Anélises Estatisticas:

Os questionarios foram codificados e digitados pela autora. Usou-se o aplicativo EPI
INFO versao 3.5.1 para 0 armazenamento dos dados e o software SPSS versdo 8 para a
analise.

As diferencas entre as médias do TT nos diferentes grupos do estudo foram testadas
por meio da analise de variancia (ANOVA) e as diferencas entre proporcdes testadas
pelo célculo de qui-quadrado. Todas as decisdes foram tomadas ao nivel de
significancia de 5%.

Realizou-se ainda, um procedimento estatistico Curva ROC (Receiver Operating
Characteristic) para identificar o ponto de corte com melhor acuracia para discriminar
0s idosos com tuberculose doenca.
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3. RESULTADOS:
3.1. Caracteristicas da populacéo de estudo:

Dos 98 pacientes que participaram do estudo 11 foram excluidos: quatro porque
participaram do piloto da pesquisa; um idoso com TB porque era diabético, quatro
idosos sem TB doenca, porém, com laudo médico radiolégico com lesdes pulmonares e
dois adultos doentes com sorologia positiva para HIV. A populacdo de estudo resultou,
portanto, em 87 pacientes que foram agrupados de acordo com seu diagndéstico clinico:
27 idosos sem TB doenca; 31 idosos e 29 adultos, ambos com TB doenca. As
caracteristicas principais dos grupos estudados encontram-se sumarizados na tabela 1.

Pode-se observar que no grupo de idosos com TB a idade média dos pacientes
foi 68,3 anos, e predominou o sexo masculino (67,7%). Em relacdo ao estado
nutricional, mensurado pelo indice de massa corpdrea (IMC), observou-se um maior
percentual de desnutricdo (IMC <18,5) entre os idosos (41,9%) e adultos (34,5%) com
tuberculose, enquanto nenhum idoso sabidamente ndo doente apresentou-se desnutrido.
Ao contrario, observou-se que 0s maiores percentuais de sobrepeso (48,1%) e obesidade
(33,4%) foram encontrados nesse grupo. Quanto aos habitos de vida estudados,
observou-se que a maioria dos etilistas (54,8%) e tabagistas (58,1%) encontrava-se no
grupo de idosos doentes. A forma clinica pulmonar da tuberculose foi mais frequente
tanto nos idosos (93,5%) quanto nos adultos (79 3%). A tuberculose extrapulmonar nos
idosos foi uma tegumentar e uma intestinal. Nos adultos, as manifestacdes
extrapulmonares foram: trés pleural, duas ganglionar e uma ocular.
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Tabela 1. Principais caracteristicas dos grupos de estudo (N=87) segundo aspectos bioldgicos e
de habitos de vida, Recife (PE) em janeiro/2008 a dezembro/2009.

Diagnostico Clinico

Idoso sem TB Idoso com TB Adulto com TB
(n=27) (n=31) (n=29)
Média (DP) Média (DP) Média (DP)
Idade (anos) 69,3 (7,2) 68,3 (8,4) 31,3 (8,6)
N (%) N (%) N (%)
Sexo
Feminino 17 (62,9) 10 (32,3) 15 (51,7)
Masculino 10 (37,1) 21 (67,7) 14 (48,3)
IMC
Desnutrido 0 (0,0 13 (41,9) 10 (34,5)
Peso adequado 5 (18,5) 9(29,1) 8 (27,6)
Sobrepeso 13 (48,1) 3(9,7) 5(17,2)
Obeso 9(33,4) 6 (19,3) 6 (20,7)
Etilista
Nao 14 (51,8) 14 (45,2) 15 (51,7)
Sim 13 (48,2) 17 (54,8) 14 (48,3)
Fumante
N&o 17 (62,9) 13 (41,9) 14 (48,3)
Sim 10 (37,1) 18 (58,1) 15 (51,7)
Forma clinica
Pulmonar - 29 (93, 5) 23 (79,3)
Extrapulmonar - 2 (6,5) 6 (20,7)

*IMC= Indice de Massa Corpérea TB= Paciente com Tuberculose DP= Desvio Padrdo

3.2. Reatividade ao teste tuberculinico:

A tabela 2 mostra a distribuicdo da reatividade ao TT por categoria segundo
grupos. No grupo de idosos doentes verificaram-se percentuais de 41,9%, 19,4% e
38,7% de ndo reatores, reatores fracos e reatores fortes, respectivamente. No grupo de
idosos sem TB doenca 77,8% foram ndo reatores, 7,4% foram reatores fracos e 14,8%
reatores fortes. E os adultos com TB 13,8%, 24,1% e 62,1%. A diferenca de distribuicéo
do resultado do TT por categoria entre os trés grupos foi estatisticamente significativa
(p=0,001).
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Ao comparar a média em milimetros do valor do TT dos trés grupos, verificou-
se 3,19+ 4,35 para os idosos sem TB doenca; 7,52+7,83 para os idosos com TB e
10,76+ 5,69 para os adultos com TB e essa diferenca foi estatisticamente significante
(p=0,001) (tabela 2).

Tabela 2. Padrédo de reatividade ao TT dos 87 pacientes por diagnostico clinico, Recife (PE) em
janeiro/2008 a dezembro/2009.

Diagnostico Clinico

Idoso sem TB Idoso com TB Adulto com TB
(n=27) (n=31) (n=29)

N % N % N %
TT por categoria®
0 -4 mm(N&o-reator) 21 77,8 13 41,9 4 13,8
5 - 9 mm(Reator fraco) 2 7,4 6 19,4 7 24,1
= 10 mm (Reator forte) 4 14,8 12 38,7 18 62,1

Média (DP) Média (DP) Média (DP)
Diametro TT 2 (mm) 3,19+ 4,35 7,52+ 7,83 10,76+ 5,69

1- Distribuigdo de TT por categoria estatisticamente diferente entre os grupos de diagndstico (p valor = 0,001)

2- Diametro TT estatisticamente diferente entre os grupos de diagnéstico (p valor = 0,001)

3.3. Curva ROC:

Para a construcdo da curva ROC (figura 1) foram incluidos 31 pacientes idosos
com tuberculose doenca e 27 idosos sem tuberculose doenca. A curva identificou o
ponto de corte de 5 (cinco) mm como aquele que apresenta os valores de sensibilidade
(0,61) e especificidade (0,78) mais elevados para discriminar os idosos com tuberculose

doenca dos idosos sem TB doenca.
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Figura 1. Curva ROC exibindo o ponto de corte que maximiza a Sensibilidade e a
Especificidade do TT para descriminar idosos com e sem tuberculose doenca atendidos em
servicos de salide no Recife (PE) no periodo de janeiro/2008 a dezembro/2009

4. DISCUSSAO

) Visando avaliar o grau de sensibilidade do TT utilizado pela rede do Sistema
Unico de Saude de atendimento em pacientes suspeitos de TB, o presente estudo
investigou trés populacdes diferentes de pacientes submetidos ao referido teste.

A tuberculose em idosos é um problema de saude publica de razoavel magnitude
no Brasil. Estudos realizados em diferentes localidades geogréaficas do pais (Vendramini
et al 2003, Cavalcanti et al 2006, Domingos, 2007), apontaram para um crescente risco
de morte por TB entre idosos, atribuindo-se ao fato da sua apresentacdo clinica
freqlentemente atipica e presenca de co-morbidades associadas. No presente estudo, a
idade dos idosos com TB variou de 60 a 99 anos com média de 68 anos.

A casuistica estudada teve um predominio do sexo masculino entre 0s idosos
com TB. Esses dados estdo de acordo com a literatura, que demonstram que TB
acomete mais o sexo masculino (Vendramini, 2003; Cavalcanti, 2006) uma vez que
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pacientes do sexo feminino parecem ter um maior cuidado com a salde e procuram com
mais frequéncia os servigos de satde (Coberly et al , 2001).

Os resultados encontrados no nosso trabalho mostram que entre os desnutridos
estavam os idosos e adultos com TB doencga e contrariamente, o grupo de idosos sem
TB apresentou 0s maiores percentuais de sobrepeso e obesidade. Segundo Cervi (2005)
0 interesse na nutricdo de idosos tornou-se maior nos ultimos anos devido ao grande
aumento de enfermidades associadas. No seu estudo observou-se que 0s idosos com
tuberculose possuem baixo indice de massa corpérea. Estudos demonstram que a
desnutricdo protéico-calérica em idosos com TB, tem papel na susceptibilidade
imunoldgica a tuberculose (Cantalice filho, 2007).

Nesta pesquisa, a histéria de alcoolismo e tabagismo esteve presente e a maioria
encontrava-se no grupo de idosos doentes. A relacdo alcool e tuberculose doenca ja séo
conhecidas e abordadas por varios autores (Nogueira, 2001; Albuquerque et al, 2001).
Em um estudo recente realizado por Cantalice Filho (2007), que analisou o tratamento
da tuberculose pulmonar em idosos de um hospital universitario do Rio de Janeiro, foi
demonstrado que tanto o etilismo como o tabagismo mantém relacdo positiva com a
populacdo idosa. O fumo pode também ter uma atuacdo na tuberculose através de
mecanismos imunoldgicos que promovem uma diminui¢do dos niveis locais de TNF- a
deixando o paciente mais susceptivel ao desenvolvimento progressivo da doenca a partir
da TB latente (Davies, 2006).

Em relacdo as formas clinicas da doenca, dos idosos com tuberculose que
participaram do estudo 2 apresentaram a forma clinica extrapulmonar: tegumentar e
intestinal. O que é refor¢ado por Lopes (2006) quando afirma que a lesdo cutanea, na
grande maioria dos casos, € uma manifestacdo secundaria da doenca e sdo muitas as
formas de apresentacdo cuténea da tuberculose, que dependem, sobretudo, do estado
imunoldgico do paciente.

Pode-se observar ainda, que dos pacientes adultos doentes que participaram
deste estudo 6 tiveram a forma clinica extrapulmonar: 3 do tipo pleural, 2 ganglionar e
1 ocular. De acordo com Seiscento (2006) e Lopes (2006) a tuberculose pleural é a
forma extrapulmonar mais comum de tuberculose no adulto imunocompetente. Outra
forma extrapulmonar tambem muito freqliente no grupo de adultos e criancas (Carreira,
2000) é a ganglionar, que no grupo de adulto habitualmente, o teste tuberculinico é forte
reator, exceto em individuos imunossuprimidos. J& a forma clinica ocular, em razdo da
condicao do aparelho visual limitar o estudo histolégico, o diagndstico da tuberculose
ocular € sustentado por dados epidemioldgicos, teste tuberculinico positivo e exclusao
laboratorial de outras afecc@es, principalmente a toxoplasmose (Lopes, 2006).

A curva ROC é uma ferramenta poderosa para mensurar 0 desempenho de testes
diagndsticos em salde. Esta analise por meio de um método grafico simples e robusto
permitiu estudar a variacdo da sensibilidade e especificidade para diferentes pontos de
corte para o TT em idosos com TB (BRAGA, 2000). No presente estudo foram
analisados varios pontes de corte e identificado o ponto de corte de 5 mm como aquele
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que melhor maximiza os valores de sensibilidade e especificidade para discriminar 0s
idosos com tuberculose doenga dos idosos sem TB doenca.

A principio foi estabelecido uma curva ROC para delimitar o melhor ponto de
corte para a analise do didmetro do TT para a populacdo idosa. Os resultados
demonstram que a maioria dos idosos sem TB doenca apresentou resultado nao-reator
ao TT enquanto os grupos de idosos e adultos com TB apresentaram n&o-reatores ao
teste. Entretanto, 41,9% dos idosos com TB apresentaram nao reatores ao TT, 0 que
denota preocupacdo quanto a real eficacia do mesmo.

Alguns estudos tém demonstrado que o valor da reatividade ao TT em idosos
pode mostrar-se diminuido (Harada et al , 1989) ou até mesmo desparecer com 0
avancar da idade (Chaimowicz, 2010). Possivelmente, esse fato pode ser atribuido a
diminuicdo da hipersensibilidade no idoso, uma vez que estudos afirmam que uma
diminuicdo da responsividade de células mononucleares periféricas acarreta prejuizo
para hipersensibilidade cutanea (Corriga et al; 1999; Panayi; et al 2001).

A curva ROC identificou o ponto de corte de 5 mm como aquele que maximiza
os valores de sensibilidade e especificidade para discriminar os idosos com tuberculose
doenca dos idosos sem TB doenca. Esse resultado sugere que na populacdo idosa a
reatividade ao TT precisa ser revisto. O critério de positividade deveria estar baseado
nas evidéncias de imunodepressdo decorrente do processo de envelhecimento
(CHAIMOWICZ, 2010). O ponto de corte de 5Smm poderia apontar a necessidade de
investigar a TB em atividade.

Em pacientes com imunodepressdo secundaria a infeccdo pelo HIV o teste
tuberculinico com induracdo maior ou igual a 5 mm é considerado reator forte (SOUZA,
2006). Fato enfatizado no Guia de Vigilancia epidemioldgica (2009) que afirma que
pacientes HIV/AIDS com TT maior ou igual a 5 mm € indicado para o tratamento para
ITBL como alto risco de adoecimento.

A preocupacao com relacdo ao ponto de corte do TT ja esta expressa no Guia de
Vigilancia epidemioldgica do Ministério da Saude (2009). A antiga classificacdo para
valores de TT de 0 a 4 mm- N&o reator; 5 a 9 mm- Reator fraco e 10mm ou mais-
Reator forte, deixa de existir e so serd levado em consideracdo os pontos de corte 5 ou
10 mm dependendo do caso. As Indicacdes de Tratamento para ILTB vai depender de
trés fatores: ldade; Risco de adoecimento e Resultado do TT. Entretanto neste manual o
Ministério da Saude ndo estabeleceu um ponto de corte especifico para idosos acima de
60 anos, definicdo adotada pela Organizacdo das Nac6es Unidas para idosos que vivem
em paises em desenvolvimento, como € o caso do Brasil.

Os idosos de hoje sdo sobreviventes de coortes iniciadas na década de 40, tendo
sido expostos a TB durante a infancia, quando a prevaléncia da doenca era alta e 0s
esquemas terapéuticos menos eficazes. Por este motivo estima-se que 20% a 50% dos
idosos tenham TB infeccdo (Chaimowicz, 2001). Esta populacdo, albergando o bacilo
de Koch e com as deficiéncias proprias do envelhecimento, pode vir a desenvolver a
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doenca. Nos paises desenvolvidos, aproximadamente 90% dos casos de TB doenca em
idosos sdo secundarios a reativacao de foco latente (Rosemberg, 2001).

Enquanto diagnosticar e tratar Infeccdo Latente Tuberculose (ILTB) em paises
desenvolvidos é um componente essencial do controle da TB, esta € uma estratégia que
ndo tem tido a devida importdncia em paises em desenvolvimento. Nestes paises,
devido ao elevado risco de infeccdo pela alta incidéncia, a prioridade do sistema € o
tratamento dos casos ativos. Deste modo, a utilizacdo de testes para diagnéstico da
infeccdo TB nestes locais é restrita a situagfes que incluem: vigilancia epidemioldgica,
criancas, pacientes desnutridos com tuberculose e infeccdo tuberculosa em pacientes
com HIV (Dheda et al., 2005).

Ao longo deste estudo procurou-se demonstrar que 0s idosos devem ser vistos
como um grupo de grande vulnerabilidade para a tuberculose pelo Programa de
Controle da Tuberculose. As atividades de controle da endemia desenvolvidas no
municipio do Recife, ndo tém considerado este grupo de individuos para a prevencéo da
doenca, principalmente, levando-se em consideracao a transicao epidemioldgica, o risco
de ativacdo da tuberculose endogena e os fatores bioldgicos e habitos de vida. Diante
disso, recomenda-se uma maior atencdo a questdo do teste tuberculinico na prevencao
da tuberculose em idosos, uma vez que esta acdo pode contribuir para o controle da
doenca.
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Este trabalho teve como objetivo verificar a correlacdo entre os niveis de celulas T
regulatorias CD4"CD25"FOXP3" e a reatividade ao Teste Tuberculinico (TT) em idosos
e adultos com tuberculose (TB) em atividade e idosos sem TB. Os participantes da
pesquisa foram recrutados nos servicos da rede publica de salde que prestam assisténcia
a pacientes com TB na cidade do Recife (PE), no periodo de janeiro de 2008 a
dezembro de 2009. A expressdo de FOXP3" por PCR em tempo real foi realizada em 61
pacientes, enquanto que quantificacdo das células Treg por citometria de fluxo em 25.
Compararam-se 0s resultados entre os grupos utilizando-se médias e percentuais do
namero de células Treg/pl com diferentes niveis de reatividade do TT pela correlacéo
de Pearson. A diferenca entre as médias nos diferentes grupos do estudo foi testada por
meio da analise de variancia (ANOVA) e as diferencas entre proporc¢des testadas pelo
calculo de qui-quadrado. Todas as decisdes foram tomadas ao nivel de significancia de
5%. Os percentuais médios de células CD4'CD25'FOXP3" foram menores na
populacdo de idosos com TB (23,16 + 13,73) quando comparado com as médias dos
grupos de idosos sem doenca (28,70 + 27,11) e adultos doentes (34,16 + 26,02), porém
sem diferenca estatistica. Os idosos doentes apresentaram menor expressao do gene
FOXP3" (17,4 + 1,27) em relacdo aos idosos sem TB doenca (18,0 + 0,99) e adultos
com TB (18,5 £ 2,15), também sem diferenca estatistica. Ao analisar a correlagéo entre
o resultado do TT em milimetros e o percentual no sangue periférico de CD4"CD25"
FOXP3" em 25 pacientes observou-se que s6 houve correlagio estatisticamente
significativa, entre as duas variaveis, no grupo de adultos com TB doenca (p=0,004). No
entanto, verificou-se uma correlacdo positiva entre a resposta do TT em mm e 0s niveis
de FOXP3"nos grupos de adultos (p=0,025) e idosos com TB em atividade (p=0,034) e
uma correlagio negativa entre a resposta do TT e os niveis de FOXP3'no grupo de
idosos sem TB. Os resultados encontrados indicam uma diminuicdo dos niveis de
células T regulatorias na circulacdo periférica de pacientes idosos com tuberculose em
atividade, sugerindo existir uma imunodepressdo nesse grupo que pode ser responsavel
pela menor reatividade ao TT quando comparado aos adultos com tuberculose.

Palavras-chaves: Tuberculose; Idoso; Imunidade; células T regulatérias CD4"CD25"
FOXP3"; Teste Tuberculinico.
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This study aimed to investigate the correlation between levels of regulatory T cells CD4
" CD25 " FOXP3 * and the reactivity to the tuberculin test (TT) in elderly and adults
with active tuberculosis (TB) and elderly patients without TB. Survey participants were
recruited from the public health network providing assistance to TB patients in Recife
(PE), from January 2008 to December 2009. The expression of FOXP3" by real time
PCR was performed in 61 patients, whereas quantification of Treg cells by flow
cytometry at 25. We compare the results between groups using means and percentages
of the number of cells Treg/ul with different levels of reactivity of the TT by Pearson
correlation. The difference between the averages in the different study groups was
tested by analysis of variance (ANOVA) and differences in proportions tested by
calculating chi-square. All decisions were taken at a significance level of 5%. The
average percentages of CD4 * CD25 * FOXP3 * were lower in elderly patients with TB
(23.16 + 13.73) compared with the averages of groups of subjects without disease
(28.70 £ 27.11) and adult patients (34.16 + 26.02), but without statistical difference.
The elderly patients had lower expression of the FOXP3" gene (17.4 + 1.27) compared
with subjects without TB (18.0 + 0.99) and adults with TB (18.5 + 2.15), also without
statistical difference. By analyzing the correlation between the result of TT in
millimeters and percentage in peripheral blood CD4 * CD25 * FOXP3 " in 25 patients
showed that there was only statistically significant correlation between the two variables
in the group of adults with TB disease (p = 0.004). However, there was a positive
correlation between the TT response in mm and the levels of FOXP3" in groups of
adults (p = 0.025) and older people with active TB (p = 0.034) and a negative
correlation between the TT response and the levels of FOXP3" in the elderly group
without TB. The results indicate a decrease in levels of regulatory T cells in peripheral
blood of elderly patients with active tuberculosis, there is suggesting that
immunosuppression in this group may be responsible for low reactivity to TT when
compared with adults with tuberculosis.

Keywords: Tuberculosis; Elderly; immunity, regulatory T cells CD4 * CD25 * FOXP3";
TuberculinTest.
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1. INTRODUCAO

A tuberculose (TB) é uma das mais importantes causas de morbidade e
mortalidade em todo mundo, com 8 a 10 milhdes de casos novos e 2 a 3 milhdes de
morte ao ano (Dye et al, 2005). Nos idosos, a redu¢do dos mecanismos de defesa, como
barreiras fisicas, anergia ou pela acdo de células reguladoras (Rajagopalan et al , 2001;
Chaimowicz, 2002), associado ao comprometimento da funcdo e producdo de linfécitos
T contribuem para aumentar a vulnerabilidade do grupo a infeccdo pelo Mycobacterium
tuberculosis (M. tuberculosis) (Chaimowicz, 2001; Rosemberg, 2001; Teixeira, 2007).

As células T regulatorias (Tregs) representam cerca de 5 a 10% das células T
CD4" periféricas, sendo usualmente caracterizadas por alta expressdo do marcador
CD25, embora expressem diversos outros marcadores imunolégicos, alguns deles
comuns aos das células T CD4" (Sakaguchi, 2004). Essas células aumentam durante a
tuberculose infeccdo e tem sido funcionalmente caracterizadas por sua habilidade para
suprimir a imunidade especifica ao M. tuberculosis, mediante a inibi¢do da producéo de
citocinas como IFN-y e IL-10 (Chen et al, 2007; Guyot-revol et al, 2006; Ribeiro-
rodrigues et al, 2006; Chen et al, 2007; Chiacchio et al, 2009).

Na populagdo idosa, evidéncias apontam para uma reducdo na atividade de
células T efetoras e alteracdes na populacdo de células T regs mediante o aumento do
namero dessas celulas nesse grupo etario (Greeg et al, 2005; Dejaco et al 2006; Lajes et
al, 2008; Haynes, 2009). Porém outros autores registram decréscimo no numero de
células T regs em individuos mais velhos (Tsaknaridis et al, 2003; Zhao et al, 2007).

Essas alteracbes imunoldgicas, aliadas a fatores associados como co-
morbidades, habitos de vida e dificuldade de diagndstico, tornam esse grupo susceptivel
a doencas infecciosas (Freitas et al, 2002; Vendraminni et al, 2003). Até o momento,
ndo foram observados dados na literatura sobre o papel das células especificas CD4"
CD25" na infeccao tuberculosa no idoso.

Algumas circunstancias podem interferir no resultado da prova tuberculinica
levando a resultados negativos, como as doengas imunossupressoras (sarcoidose,
sindrome da imunodeficiéncia adquirida, neoplasias), tratamentos com corticosteroides
e drogas imunossupressoras, gravidez, criancas abaixo de dois anos e idosos acima de
60 anos (Silva Jr, 2004), além da infeccdo pelo HIV (Virus da Imunodeficiéncia
Humana) (De Jong, 2004). As células T regs CD4™ CD25" estdo presentes na epiderme
de humanos (Loser et al, 2007). Isso explicaria 0 aumento na frequéncia das células T
regs, apos estimulacdo antigénica cutanea localizada, refletindo a proliferacdo dessas
células residentes na pele e que apresentam marcadores fenotipicos e funcionais das
células T regs naturais (Clark et al, 2007; Vukmanovic-stejic et al, 2008).

As informacGes a respeito da relacdo entre as células T regs e a reacdo de
hipersensibilidade ao Teste Tuberculinico (TT) sdo limitadas (Guyot-revol et al 2006;
Mahan, et al, 2008; VVukmanovic-stejic et al, 2008).
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O objetivo deste trabalho foi verificar a correlagdo entre os niveis de células T
regulatorias CD4"CD25'FOXP3" e a reatividade ao TT em idosos e adultos com TB em
atividade e idosos sem TB.

2. MATERIAIS E METODOS
2.1. Desenho e populagdo de estudo:

Trata-se de um estudo tipo série de casos de idosos (idade>60 anos) com TB doenca
com dois grupos de comparacao: adultos (20 a 49 anos) com TB doenca e idosos
(idade>60 anos) sem TB doenca e sem lesdo pulmonar a radiografia de térax.

Os participantes da pesquisa foram recrutados nos servicos da rede publica de saude
que prestam assisténcia a pacientes com TB na cidade do Recife (PE), no periodo de
janeiro de 2008 a dezembro de 2009. Foram incluidos pacientes com diagndstico
clinico e bacterioldgico de tuberculose confirmado hd menos de 15 dias. E excluidos 0s
pacientes portadores de cancer, diabetes ou HIV positivos e em tratamentos
quimioterapico ou corticoterapia.

2.2. Coleta dos dados:

Os participantes foram recrutados nas unidades de salde, onde foram coletados:
escarro para realizacdo da baciloscopia e/ou cultura; 30 ml de sangue venoso para a
realizacdo de testes soroldgicos (anti-HIV), testes bioquimicos (glicemia de jejum),
hematoldgicos (hemograma) e aplicacdo e leitura do TT.

Os testes imunologicos e de biologia molecular foram realizados no Centro de
Pesquisas Aggeu Magalhdes - CPgAM/FIOCRUZ. Os testes de biologia molecular
foram realizados de acordo com a técnica utilizada para mensurar a expressdo de
FOXP3", a PCR em tempo real (PCR quantitativa ou qPCR), com transcricio reversa
prévia em 61 participantes e a avaliacdo imunoldgica pela quantificacdo das células
Treg por citometria de fluxo utilizando os marcadores celulares CD4*, CD25'FOXP3*
em 25 individuos. As descrigdes das técnicas para realizacdo dos ensaios imunoldgicos
e de biologia molecular estdo detalhadamente descritas nos itens abaixo.

2.2.1. Purificacdo de células mononucleares do sangue periférico (PBMCs):

A coleta de sangue periférico total (20 ml) realizada por flebotomia, e o sangue
misturado a 10 U/ml de heparina. As células mononucleares do sangue periférico
(PBMCs) foram obtidas atraves da separacdo por gradiente de Ficoll-Hypaque
(Amersham). As PBMCs que ndo foram utilizadas ficaram congeladas em soro fetal
bovino adicionado de 10% dimetilsulfoxide (DMSO). Neste caso, foi coletados apenas
5 ml com citrato de sddio para posterior diagnostico molecular da tuberculose. Dessa
forma, o volume total de sangue coletado de cada paciente foi de 25 ml.
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2.2.2. Descricdo de Técnica de citometria de fluxo utilizando os marcadores celulares
CD4", CD25"FOXP3":

Os procedimentos, com exce¢do da leitura por citdometro, foram conduzidos em
laboratérios com nivel de seguranca 3 (NB3). PBMCs frescas ou congeladas foram
lavadas por centrifugagdo uma vez, em PBS contendo 1% de FCS. A suspenséo celular
foi ajustada para 106 células por tubo e incubada por 15 minutos a temperatura
ambiente, com soro humano AB inativado. Para deteccdo de células T regulatorias
naturais, os receptores de superficie CD4, CD25 foram investigados com anticorpos
monoclonais marcados com fluorocromo. As células marcadas por 20 minutos em
recipiente com gelo, com uma diluicdo de no maximo 1:100 (ou quando
convenientemente titulado) dos seguintes anticorpos monoclonais: clone SK3 anti-CD4
humano conjugado a aloficocianina (APC) (Cat. N°: 340443); clone M-A251 anti-CD25
humano conjugado a isotiocianato de fluoresceina (FITC) (Cat. N°: 555431). Todos 0s
anticorpos foram obtidos da BD-Biosciences Pharmingen (Ambriex). Apos lavagem, as
células foram fixadas em gelo por 2 horas, com uma solu¢do nova de paraformaldeido a
4%, diluida em tampao PBS Dulbecco’s pH 7.5. Esta etapa de fixacdo se destina a
inativar irreversivelmente o bacilo de Koch que porventura esteja presente no material
biologico. Apds uma breve lavagem com tampdo de FACS, as células foram
ressuspendidas em 400 ul de tampdo de FACS e analisadas usando citdmetro de fluxo
FACS CaliburTM e programa CellQuestTM (Becton Dickinson).

2.2.3. Obtencéo de mRNA a partir de PBMC:

Apos coleta do sobrenadadante de cultura no tempo de 24h de cultivo, o pellet
de PBMC restante em cada poco da placa foi removido através de raspagem na presenca
de 0,5 mL de PBS gelado. Apos repeticdo deste processo, a suspensao celular resultante
foi transferida para microtubos de 1,5 mL, identificados por estimulo. Em seguida,
procedeu-se a centrifugacdo dos microtubos a 300 Xg por cinco minutos a 4°C. O
sobrenadante foi entdo descartado e o pellet de PBMC ressuspendido em TRIZOL
(Invitrogen). Apos leve agitacdo em vortex, as células foram armazenadas a —80°C até a
utilizacdo nos ensaios de extracdo de RNA.

Neste processo, as células armazenadas foram descongeladas e incubadas até
atingirem a temperatura ambiente. Em seguida, foram adicionados a cada microtubo
200ul de cloroformio P. A. Apods centrifugagdo a 10000 X g por dez minutos a 4°C, a
fase polar (DNA e RNA) foi separada da fase apolar (residuos celulares, proteinas). O
sobrenadante contendo RNA/DNA foi entdo transferido para novos microtubos, onde
foram adicionados 500ul de isopropanol, que promove a precipitacdo do RNA. Apos
leve agitacdo manual e incubacdo por dez minutos a T. A., as amostras foram
novamente centrifugadas a 10000 X g por dez minutos a 4°C. Em seguida, o
sobrenadante foi descartado e o pellet foi submetido a duas centrifugacdes a 7500 X g
por cinco minutos a 4°C na presenca de alcool 75%, para fins de lavagem. O
sobrenadante resultante foi entdo descartado e o pellet de RNA foi submetido a secagem
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por cinco minutos. Apos esta etapa, foram adicionados aos microtubos 30ul de &gua
livre de RNAse. O RNA foi entdo submetido a quantificacdo por espectrofotometria e, a
partir das concentracfes obtidas todas as amostras foram normalizadas para uma Unica
concentracdo. Em seguida as amostras foram estocadas a —70°C até o momento da
utilizacdo em ensaios de transcrigdo reversa.

2.2.4. Conversdo de RNA em cDNA através de transcrigdo reversa:

Para a transcri¢do reversa foi utilizado o kit “TagMan® Reverse Transcription
Reagents” (Applied Biosystems), segundo protocolo do fabricante. O RNA obtido a
partir de PBMC pelo método do TRIZOL foi submetido a conversdo em cDNA em um
termociclador (Eppendorf mastercycler gradient). Além disso, uma amostra de RNA
ribossomal 18S, presente no kit “TagMan® Ribosomal RNA Control Reagents, VIC
Probe” foi submetida ao mesmo processo, a fim de se obter o controle positivo da
reacdo de PCR em tempo real.

A RT-PCR foi realizada em volume final de 50ul, contendo TagMan RT Buffer
1x, MgCI2 5,5mM, Mix de dNTPs 500uM, Hexameros randémicos 2,5uM, inibidor de
RNAse 0,4 U/uL, a enzima multiscribe reverse transcriptase 3,125 U/uL e 12,375uL de
amostra. A reacgdo consistiu de um ciclo, sendo este dividido em dez minutos a 25°C,
trinta minutos a 48°C e cinco minutos a 95°C. O cDNA obtido foi entdo submetido a
quantificacdo por espectrofotometria e, a partir das concentracGes obtidas, todas as
amostras foram normalizadas para uma Unica concentracdo. ApOs esta etapa, as
amostras foram armazenadas a -20°C até a utilizacdo nos ensaios de PCR em tempo
real.

2.2.5. Avaliagdo da expressdo de mRNA para FOXP3":

A expressdo de mRNA para FOXP3" (gene alvo) foi avaliada através da reacio
de PCR em tempo real, utilizando-se o sistema de deteccdo de sequéncias ABI PRISM
7500 (Applied Biosystems). A reacdo foi confeccionada em volume final de 25uL,
contendo TagMan Universal PCR Master Mix (2x), TagMan Gene Expression Assay
para FOXP3" (Assay ID: Hs99999918 m1), constituido de primers e sonda especificos
(fluoréforo FAM), agua livre de RNAse e 1L de amostra. Em paralelo, como controle
enddgeno (gene de referéncia) da reacdo foi utilizado RNA ribossomal 18S, cuja reacao
foi preparada com TagMan Universal PCR Master Mix, primers forward e reverse para
RNA ribossomal 18S, sonda para RNA ribossomal 18S (fluoroforo VIC), agua livre de
RNAse e 1uL de amostra. A expressdo de mRNA para FOXP3" para cada estimulo foi
calculada pelo método do Ct comparativo, sendo os valores obtidos normalizados com o
gene de referéncia (ACt). Este calculo foi feito da seguinte maneira:

ACt = Ct (FOXP3) — Ct (RNA 18S),
onde Ct corresponde ao ponto no grafico onde a amplificacdo se torna exponencial.
Apds a normalizagdo dos valores do gene alvo, o ACt deste foi subtraido do ACt de um
elemento calibrador (AACt). Este foi escolhido de acordo com a situagdo a ser
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analisada, seja em comparagdo ao grupo controle ou entre os grupos de pacientes. Foi
utilizada a formula
AACt = ACt (amostra) — ACt (calibrador),
onde ACt (amostra) corresponde a um parametro de interesse a ser relativizado. Obtido
o AACt, este € aplicado na formula
RQ — 2-AACt,
obtendo-se assim a quantidade relativa de FOXP3" expressa em determinada amostra.

2.3. Variaveis do Estudo:
Teste Tuberculinico - variavel continua em mm;

Numero e percentagem de células T regs (CD4"CD25"FOXP3"), por ml de sangue, para
0s ensaios imunoldgicos e de biologia molecular

2.4. Consideracdes éticas:

O Projeto foi aprovado pelo Comité de Etica do Centro de Pesquisa Aggeu
Magalhdes/FIOCRUZ. Todos os voluntarios que participaram leram, assinaram e
receberam uma copia do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), antes da
realizacdo de qualquer procedimento do estudo.

2.5. Andlises Estatisticas:

As médias e percentuais do numero de celulas Treg/ul foram comparadas entre
os grupos com diferentes valores de reatividade ao TT e entre 0s grupos de idosos
(doentes e sem TB) e de adultos jovens com TB pela correlagcdo de Pearson. A diferenca
entre as médias nos diferentes grupos do estudo foi testada por meio da analise de
variancia (ANOVA) e as diferencas entre proporc¢des testadas pelo calculo de qui-
quadrado. Todas as decisbes foram tomadas ao nivel de significancia de 5%.

3. RESULTADOS:

Para avaliar a presenca de células Treg CD4"CD25"FOXP3" em pacientes com
ou sem TB doenca foram feitos testes imunologicos e de biologia molecular utilizando
diferentes técnicas de deteccdo, PCR real time e citometria de fluxo. Na anlise
citométrica foram usadas amostras sorologicas de sangue de 25 pacientes atendidos nas
unidades de saude (Tabela 1). Entretanto, para a técnica de PCR real time, que
mensurou a expressdo do gene FOXP3™ que foi utilizado uma amostragem de 61
pacientes atendidos nas unidades de salde (Tabela 2).
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3.1. Células T regulatérias (Ensaio imunoldgico):

A anélise dos dados da tabela 1 mostra que os percentuais médios de células
CD4'CD25'FOXP3" foram menores na populacdo de idosos com TB (23,16 + 13,73)
quando comparado com as médias dos grupos de idosos sem doenca (28,70 + 27,11) e
adultos doentes (34,16 + 26,02), porém as diferencas entre os grupos ndo foram
significativas (p= 0,404).

Tabela 1. Distribuicdo do percentual de FOXP3* (GATE) com suas médias, na amostra de 25
pacientes, por grupo clinico, Recife (PE) em janeiro/2008 a dezembro/20009.

Diagndstico Clinico

Adulto com TB (n=9) Idoso com TB (n=10) Idoso sem TB (n=6)
GATE (%)* GATE (%)* GATE (%)*
7.47 0.55 4.14
55.78 12.86 8.14
8.18 29.32 49.55
56.80 33.06 4.71

45.06 37.47
82.91 33.65 68.24
9.44 7.33
37.22 31.66
34.83 19.14
40.97 19.03
Média + (DP) média + (DP) média + (DP)
34,16 + (26,02) 23,16 + (13,73) 28,70 + (27,11)

* GATE = corresponde ao percentual de FOXP3*entre as células CD4"CD25"
p= 0,404

3.2. Células T regulatorias (Biologia Molecular):

Realizou-se a técnica de PCR em tempo real para identificar a expressdo de
FOXP3" nas células CD4"CD25" em 61 pacientes.

Os idosos doentes demonstraram menos expressdo do gene FOXP3™ (17,4 +
1,27) em relacdo aos idosos sem TB doenca (18,0 + 0,99) e adultos com TB (18,5 +
2,15). E os adultos com TB (18,5 + 2,15) correspondem ao grupo que mais expressam o
gene FOXP3" ao comparar com os outros dois grupos. Porém, nenhuma comparagéo
entre 0s grupos apresentou diferenca estatisticamente significativa (p = 0,603) (Tabela
2).
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Tabela 2. Nivel de expressio de FOXP3" identificado pela diferenca dos valores do gene
FOXP3" e gene constante (DeltaCt- ACt) em 61 individuos, Recife (PE) em janeiro/2008 a
dezembro/2009.

Adultos com TB (n=22) Idosos com TB (n=18) Idoso sem TB (n=21)
ACt* ACt ACt*
17,82 16,37 17,31
18,11 19,23 17,57
16,84 17,80 17,84
19,50 16,77 18,21
17,24 17,49 16,32
- 15,35 16,81
20,79 18,37 16,65
21,32 15,97 17,60
22,23 14,84 18,19
23,45 17,51 -
19,00 16,37 18,41
17,42 19,05 -
17,72 18,56 19,90
16,48 19,41 18,61
14,84 18,14 19,67
19,58 17,70 17,29
18,41 17,93 16,99
14,99 17,04 18,94
- 18,70
17,69 18,31
18,34 19,24
17,25
MEDIA + (DP) 18,5+ (2,15) MEDIA 17,4+ (1,27) MEDIA 18,0 £ (0,99)
*ACt = Ct(roxps+) — Cliconstante)
p = 0,603

3.3. Células T regulatorias e teste tuberculinico:

Ao analisar a correlacdo entre o resultado do TT em mm (variavel continua) e
o percentual do sangue periférico CD4°CD25" FOXP3" em 25 pacientes observou-se
que s6 houve correlacdo estatisticamente significativa entre as duas variaveis no grupo
de adultos com TB (p=0,004) (tabela 3). No entanto, verificou-se uma correlacdo
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positiva entre a resposta do TT em mm e os niveis de FOXP3" nos grupos de adultos
(p=0,025) e idosos com TB (p=0,034) e uma correlagdo negativa entre a resposta do TT
em mm e os niveis de FOXP3" no grupo de idosos sem TB (tabela 4).

Tabela 3. Associacdo entre resposta ao TT em milimetros e percentual de células CD4"'CD25"
FOXP3* em 25 pacientes atendidos em servico de salde no Recife (PE) no periodo de
janeiro/2008 a dezembro/2009.

Coeficiente de correlagdo de

Grupos Pearson valor de p
Idoso sem TB -0,55 0,254
Idoso com TB 0,08 0,828
Adulto com TB 0,82 0,004

Tabela 4. Associacdo entre resposta a0 TT em milimetros e percentual de FOXP3™ em 25
pacientes atendidos em servico de salude no Recife (PE) no periodo de janeiro/2008 a
dezembro/2009.

Coeficiente de correla¢éo de

Grupos Pearson valor de p
Idoso sem TB -0,74 0,092
Idoso com TB 0,71 0,034
Adulto com TB 0,70 0,025
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4. DISCUSSAO

A presente pesquisa identificou que o nimero de células CD4'CD25"FOXP3*
foi menor na populagdo de idosos com TB em atividade quando comparado com 0s
grupos de idosos sem doenca e adultos doentes. Os estudos investigando o nivel e
funcionamento das células T regs na populagdo de idosos ainda sdo limitados e tém
resultados controversos.

Alguns trabalhos relatam que essas células mantém sua atividade supressora,
em humanos e camundongos idosos registrando niveis similares de células T regs em
idosos, quando comparados com adultos (Valmori & Melo, 2005; Greeg et al, 2005;
Sharma et al, 2006; Lages et al 2008). Outras pesquisas mostram que ha um decréscimo
na supressao mediada por células T regs em ratos e humanos idosos (Tsaknaridis et al,
2003; Zhao et al, 2007). Em outras publicacdes, contudo, os resultados apontam para
um aumento na freqiiéncia dessas células em individuos idosos e uma correlacdo linear
entre a prevaléncia de células T regs e idade (Greeg et al, 2005; Dejaco et al 2006; Lajes
et al, 2008; Haynes, 2009).

Niveis elevados de T regs podem causar aumento da supressao de células T pro-
inflamatdrias e assim contribuir para o aumento da susceptibilidade a infecgdes, risco de
neoplasia e resposta deficiente a vacina em individuos idosos (Dejaco et al 2006).
Alternativamente, as celulas T regs podem ser menos funcionais no envelhecimento,
levando a necessidade de baixa ocorréncia para manter a tolerancia (Tsaknaridis et al,
2003; Zhao et al, 2007).

Os nossos achados apontam para uma diminuicdo de células
CD4'CD25'FOXP3" em idosos com TB quando comparado aos outros grupos do
estudo, o0 que poderia ser explicado por uma diminuicdo da resposta imune celular em
decorréncia da TB em atividade.

O grau de reatividade ao TT (em milimetros) esteve correlacionado com a
producdo de células Tregs apenas no grupo de adultos com TB (p=0,004). Por outro
lado, verificou-se correlagdo positiva entre a resposta do TT e os niveis de FOXP3" nos
grupos de adultos (p=0,025) e idosos com TB (p=0,034) e correlagdo negativa entre a
resposta do TT em mm e os niveis de FOXP3" no grupo de idosos sem TB.

A resposta imune na TB € algumas vezes caracterizada por imunossupressao
ativa, particularmente na doenca avancada, como demonstrado na producéo diminuida
de IL-2 e IFN-y e anergia antigeno-especifica a preparacfes de PPD- Proteina utilizada
para a aplicacdo do TT (Goldfeld et al, 2004; Delgado et al, 2002). A anergia ao PPD,
que resulta na ndo reacdo na leitura do teste tuberculinico, € um fenémeno que ocorre
em alguns individuos com tuberculose pulmonar ativa, e que pode ser correlacionada
com alteracGes nos niveis de células T (Goldfeld, 2004). Esse fenbmeno é observado
com frequéncia em doencas microbianas crénicas envolvendo a participacdo de células
T supressoras (Baecher-Allan, 2004).
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As informagBes a respeito da relacdo entre as células T regulatérias ndo
especificas presentes na epiderme e a reacdo de hipersensibilidade a injecao intradermal
com tuberculina derivada de proteina purificada (PPD) sdo limitadas (Guyot-revol et al
2006; Mahan, et al, 2008; Vukmanovic-stejic et al, 2008). Estudo desenvolvido por
Guyot-Revol e colaboradores (2006), mostrou que apesar das células T regulatérias ndo
especificas estarem aumentadas no sangue de pacientes com TB ativa, apenas 2 de 27
pacientes com TB tiveram anergia a resposta ao teste tuberculinico.

Os resultados encontrados no presente estudo indicam diminui¢do dos niveis de
células T regulatérias na circulacdo periférica de pacientes idosos com TB e sugerem
existir imunodepressao nesse grupo de individuos que pode estar relacionado a menor
reatividade ao TT quando comparado com adultos com tuberculose.

No entanto, vale ressaltar que, com relacdo a investigacdo da frequéncia de
células T regs CD4" CD25" FOXP3" nosso estudo apresentou algumas limitagoes.
Devido a dificuldade de coleta de sangue nos pacientes idosos, principalmente aqueles
com estado de saude debilitado pela doenca, algumas amostras coletadas nao
apresentaram percentual de Treg suficiente que pudesse ser avaliado pela citometria de
fluxo.

Paralelo ao ensaio por citometria de fluxo foi avaliada a expressdo de FOXP3",
marcador de células Treg por PCR em uma amostra de 61 pacientes. Os resultados
moleculares de nosso estudo confirmam os achados no que diz respeito a avaliacdo
imunolodgica, ja que nos idosos com TB foi verificada menor expressdo génica do
FOXP3" quando comparado com adultos com TB e idosos sem TB. E os adultos
doentes expressaram niveis maiores de FOXP3" em relagdo aos idosos com e sem TB.

Mesmo diante da importancia do assunto ainda existem poucos trabalhos na
literatura abordando esta tematica. Devemos destacar também que como se trata de um
estudo imunoldgico em idosos os critérios de exclusdo sdo bem restritivos, diminuindo
0 tamanho amostral.

O diagndstico rapido e especifico da TB é vital para o controle da infeccéo
bacilar. Apesar do enorme problema de satde publica mundial que a TB ocasiona, 0s
recursos médicos sdo limitados. Nenhum agente quimioterapico ou biolégico novo foi
introduzido nos ultimos 40 anos. A importancia de mecanismos moleculares e celulares
que regulem a interacdo parasito-hospedeiro, a fim de desenvolver métodos que
combatam a TB.

Os resultados dessa pesquisa exploratoria nos motivam para a realizacdo de
futuros ensaios com amostras maiores buscando uma maior interacdo entre 0s servicos
de salde e laboratdrios especializados, o que contribuira para a melhor compreensédo da
tuberculose em idosos.
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Conclui-se que poucos estudos tém avaliado o nivel das células T regs na
populacdo idosa e a informacdo sobre essas células é limitada e controversa.
Apenas um estudo demonstrou a associacao entre a reatividade ao TT e 0s niveis
de células T regs (CD4"CD25") na populagio geriatrica.

A média em milimetros do resultado do TT dos trés grupos: idosos e adultos
com TB e idosos sem TB sé@o diferentes e essa diferenca foi estatisticamente
significante (p=0, 001).

Foi identificado o ponto de corte de 5 mm do TT como aquele que melhor
maximiza os valores de sensibilidade (0,61) e especificidade (0,78) para
discriminar os idosos com TB doenca dos idosos sem TB doenca.

Os aspectos hioldgicos e de habitos de vida como ter idade entre 60 a 69 anos,
ser do sexo masculino, esta desnutrido, beber e fumar foram caracteristicas
encontradas nos idosos com TB.

Encontrou-se diminuicdo dos niveis de células T regulatérias CD4'CD25"
(Tregs) na circulacdo periférica de pacientes idosos com TB que sugere ocorrer
uma imunodepressdo nos idosos com TB que por sua vez pode estar relacionado
a menor reatividade ao TT encontrado nesse grupo quando comparado com
adultos com tuberculose.
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MINISTERIO DA SAUDE - Centro de Pesquisas Aggeu Magalhies - FIOCRUZ
Estudo da tuberculose em populagdes especiais: validagdo de métodos diagnésticos em co-infectados pelo HIV, idosos
¢ criancas e andlise da associagdo entre os niveis de linfocitos T CD4+ e CD8+ e linfocitos T reg e a reatividade ao
teste tuberculinico em idosos

DADOS GERAIS

1. Unidade de Saide | 2. Distrito [ 3. Data da entrevista

/ /

4. Niimero da ficha (Preenchido pelo coordenador)

[ [ [ [ ]

5. Nitmero do prontuario do servigo de saiide

T[T [ [ - L]

6. Nimero do SINAN hido pelo coordenador)
DADOS DO CASO INDICE
7. Nome do Paciente 7.1 Apelido 8. Sexo
1. Masculino D
2. Feminino
9. Qual a sua idade 10. Qual a data do seu nascimento? 11. Data do inicio do tratamento
(Preenchido pelo coordenador)

[ [ Janos [ [ ]meses /1 I

12. Nome da Mie

13. Respondente 14. Nome do respondente (Caso nio seja o paciente)
1. Paciente 4. Outro familiar
2. Filho 5. Outro acompanhante D
3. Conjuge
15. Procedéncia 16. Com quem mora?
1. Asilo 3. Hospital I:I 1. Parente 3. Sozinho ,:]
2. Comunidade 8. Ndo informado 2. Comunidade 4. Amigos
17. Normalmente, o Sr.(a) comparece ao servigo de saide: 18. Hoje, com quem o Sr.(a) veio ao posto / hospital?
1. Sozinho 3. Acompanhado ndo familiar 1. Sozinho 3. Acompanhado nio familiar
2. Acompanhado com familiar D 2. Acompanhado com familiar
DADOS DO DOMICILIO
19. Rua | 20. Nimero [ 21. Apte

1 T L]

22. Ponto de referéncia

23. Telefone

[ LT T T T T T T J rama [ [ ] ]

24, Bairro Cédigo do bairro
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HISTORIA DE CONTATO

25. Conhece alguém com tuberculose?
1. Sim
2. Nio (Siga para questio 30) SRR

8. Nido sabe informar

26. Quando esta pessoa esteve doente?
1.Agora esta doente
D 2. Hd menos de um ano D
] 3. Ha mais de um ano
4. Ha mais de cinco anos
8. Ndo sabe informar
9. Inaplicdvel

i

27. Qual o grau de contato do (a) Sr.(a) com essa pessoa com 2 28. A pessoa com tuberculose dormia na mesma casa com o(a) Sr(a)

tuberculose ? . (o paciente)?
Caso a resposta seja 1 ou 3, especificar. “ Caso a resposta seja 3, especificar.
1.Parente D . LSim D
2. Amigo . 2.Nio
3. Outro © 3.0utro

8. Nao sabe informar
9. Inaplicavel

8. Nio sabe informar
© 9. Inaplicavel

29. Por quanto tempo essa pessoa conviveu com o (a) Sr.(a) (o paclq*fihe) enquanto ela estava doente?

8

HISTORIA DA DOENCA ATUAL

&
30. Ha quanto tempo esta doente? (quando iniciaram os sintomas ' | 31. Tem ou teve tosse?

da TB)
1. Sim [:l
s D 2. Ndo (Siga para questdo 33) wes R TR S A E IS
8. Nio sabe informar :'
32. Tempo de tosse? 33. Tem ou teve expectoragiio? i
1. Sim E:l |

diss 2. Ndo (Si ga para questﬁo 35) R AR TR RIS R AT A AL ww-m?é

8. Nio sabe informar

34. Tem ou teve sangue na expectoragio? 35. Tem ou teve febre?
1. Sim |:_—_—|

1. Sim
25 NEO E 2 Nio (Snga para qucstﬂo 37) 2 vty Ul S S S e
8. Nio sabe informar 8. Nio sabe informar g
36. Tempo de febre? 37. Tem ou teve aumento de ganglio (“landria™)? L 7
[ | o ]
__ dias 2. Nio (Siga para questio 39) ———
8. Nio sabe informar i
38. Que parte do corpo refere aumento de ginglio (“landria™)? 39. Tem ou teve suores noturnos? v
1. Sim

2. Ngo =

(8. Niio sabe informar; 9. Nio se aplica) 8. Nio sabe informar

40. Tem ou teve dores nas costas ou no peito? 41. Perdeu ou esta perdendo peso?

] O

1. Sim 1. Sim D
2. Nio 2. N#o (Siga para questiio 43)  mwmms ot —
8. Néo sabe informar 8. Nio sabe informar 45.4_
42. Quantos quilos? 43. Tem outra doenca atualmente? w
1. Sim [—_—I
I:l 2. Nio (Siga para questdio 45)
8. Nio sabe informar
44. Qual doenga? 45. Quando procurou o primeiro servigo de saide com queixas de TB?
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5 ANTECEDENTES PESSOAIS
46. J4 teve diagnostico de diabetes melitus feito por um médico? 47. Ja teve diagnéstico de cincer feito por um médico?
1. Sim 1. Sim
2. Nao l:] 2. Nao D

8. N#o sabe informar

8. N3o sabe informar

48. Ja fez tratamento para tuberculose alguma vez na sua vida?

8. Nio sabe informar

1. Sim
2. Nio (Siga para questdo 52)

49. Quantos tratamentos para tuberculose o Sr (a) fez na sua vida?

1. Um tratamento

50. Na ultima vez que fez tratamento para tuberculose ficou bom

com o tratamento?

1. Sim
2. Nio

8. Ndo se aplica

2. Dois tratamentos
3. Trés tratamentos

51. Na ultima vez que fez o tratamento para tuberculose tomou os

remédios durante todo o tempo que o médico disse para tomar?

9. Nio se aplica
1. Sim

2. Nao
8. Nio sabe informar

9. Nio se aplica

52. Qual o principal motivo para o Sr (a) deixar de tomar os remédios (no dltimo tratamento)

Caso a resposta seja 7, especificar.
1. Nio se deu bem com a medicagido
2. Nio tinha dinheiro para o transporte até o posto
3. Estava se sentindo bem e achou que néio precisava mais de
tomar os remédios.
4. N#o tinha tempo de ir ao posto.

5. Nio era bem atendido no posto
6. Faltou remédio no posto
7. Outro motivo
9. Nio se aplica

[]

53. Na sua vida inteira, vocé ja tomou pelo menos 8 drinks (Por
drink, eu quero dizer meia cerveja, um copo de vinho ou uma
dose de destilado (pinga, whisky, etc.) de qualquer tipo de
bebida alcodlica)?
1. Sim

2. Nao (Siga para a questio 59) v

54. Ja houve algum periodo na sua vida em que em um ano vocé tomou
pelo menos 8 drinks contendo dlcool ?

P PSS T o AT TIPS M RN E 5

1. Sim
2. Nio (Siga para a questdo 59) s

55. Durante os tiltimos 30 dias, vocé bebeu pelo menos uma dose:
de alguma bebida alcodlica?

1. Sim

2. N#io (Siga para a qUestio 59)

56. Durante os altimos 3 meses, com que freqiiéncia vocé geralmente -
tomou cerveja, vinho, pinga ou qualquer outro tipo de bebida
alcodlica?

1. Todos os dias

2. Quase todos os dias :l

3. 3 a 4 dias por semana

4. 1 a 2 dias por semana

5.2 a3 dias por més

6. uma vez por més

7. Menos de uma vez por més g

57. Nos dias em que vocé bebeu nos iltimos 3 meses quantos
drinks vocé geralmente tomou num tnico dia ? Por drink, eu |
quero dizer meia cerveja, um copo de vinho ou uma dose de
destilado (pinga, whisky, etc.) ? b

99. Nio se aplica 3

58. Vocé esth atualmente em tratamento para um problema como

alcool (e droga)? ;

1. Sim
2. Nio
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59. A classificaciio quanto ao uso de bebida alcodlica (preenchido pelos coordenadores estaduais)

1. Abstémio

2. Bebedor leve (Para homens, o produto da questdo 54 pela 55, menor que 21 e mulher menor de 14)
3. Bebedor pesado (Para homens, o produto da questio 54 pela 55, maior ou igual a 21 e mulher maior ou igual a 14)
4. Dependente do dlcool (Caso tenha respondido sim na questdo 56). Dependente de édlcool

|

60. O Sr fuma cigarros regularmente?
1. Sim
2. Nio (Siga para a questio 64)
3. Fumou, mas parou (Siga para a questdo 62)
8. Nao sabe informar

[]

61. Quantos cigarros o Sr fuma?
1. 1 a 10 cigarros (até meio mago) por dia
2. 11 a 20 cigarros (meio a um mago) por dia
3. mais de 20 cigarros (mais de um mago)
4. de um a dez cigarros por semana
8. Nio sabe informar
9. Inaplicével

62. Com que idade o Sr comegou a fumar?

[ ]

8. N#o sabe informar

63. Ha quanto tempo parou de fumar?
1. meses 2.

8. Nio sabe informar 9. Nio se aplica

anos

64. Até agora, quantos cigarros o Sr. acha que fumou durante a

sua vida inteira?
1. Entre 1 e 100 cigarros (até 5 magos)

[]

2. Mais de 100 cigarros (mais de 5 magos)

65. O Sr (a) ja fez teste de AIDS alguma vez?

1. Sim e foi positivo
2. Sim e foi negativo

3. Nio fez [:l
3. Nio sabe informar. 4. Nio sabe
8. Nio informou
66. Peso 67. Altura 68. IMC [__[__l_:l
69. O Sr (a). recebe a visita da equipe do PSF na sua casa ?
1. Sim 8. Nio sabe informar I:l
2. Nao
EXAME DE LABORATORIO
70. Realizou baciloscopia? 71. Resuitado da baciloscopia realizada ?
158 1. Positiva
g D 2. Negativa I:I
2. Nio (Siga para questio 72) 3.Nio realizou

8. Nao sabe informar

/

Cruzes

72. Resultado da baciloscopia da pesquisa?

g%? 73. Realizou cultura?

1. Positiva l:] " 1. Sim I:I
2. Negativa 2. Nio (Siga para questio 77) e
3.Nio realizou / ./ Cruzes 8. Nio sabe informar
74. Resultado da cultura realizada ? 75. Resultado da cultura da pesquisa?
1. Positiva 1. Positivo
2. Negativa D 2. Negativo I:I
3. Nio realizou S 9. Nio realizou / /
4

76. Resultado do teste de sensibilidade

1. Sensivel 2. Resistente 3. Nio testada
76.1. INH 76.2. RMP 76.3. PZA 76.4. SM 76.5. EMB 76.6. ETH
77. Material da coleta? 78. Realizou TT anteriormente?
1. Escarro 1. Sim
2. Outro I:I 2. Nio (Siga para questdo 81) |

8. Nio sabe informar

79. Qual o resultado?

80. Realizou TT pela pesquisa?
1. Sim
2. N#o (Siga para questdo 75)

8. Ndo sabe informar

81. Resultado do TT feita pela pesquisa?
1. Nio reator (0 a 4 mm)

2. Reator fraco (5 2 9 mm)

3. Reator forte ( > 10 mm)

0o g U
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82. Outros exames nio especificados acima (Ex: PCR, Broncoscopia)

1. Positiva
2. Negativa

83. Tem radiografia do torax?

7 U minnn

1. Sim
2. Nio
8. Nio sabe informar
83.2 Padrio radiolégico unilateral bilateral? 83.1 Padrio radiolégico?
01. Normal 08. Alveolo intersticial 1. Unilateral
02. Infiltrado focal 09. Nodular Mista EI:I 2. Bilateral
03. Infiltrado difuso 10. Adenomegalias
04. Cavidade tinica 11. Derrame pleural I:l:]
05. Cavidades multiplas 12. Espessamento pleural apicial
06. Micronodular 13. Outros ‘:I:]
07. Alveolar 99. Nio realizado
84. Sorologia para HIV: (ELISA/Imunofiuorescéncia ou WESTERN BLOT) 85. Data da realizagio da sorologia para HIV
01. Positiva
02. Negativa

03. Inconclusiva
04. Nio realizada

[]

86. Resultado da dosagem de Linfécitos

cp4

CD8
CD4CD25

/
87. Resultado da dosagem de FOXP3
1. Expresso
2. Nio expresso

88. Evolugiio: (Preenchido pelo coordenador)
01. Alta por cura comprovada
02. Alta por completar o tratamento
03. Alta por abandono
04. Alta por 6bito.

05. Alta por faléncia

06. Alta por mudanga de diagnostico
(7. Alta por transferéncia

08. Sem informagdo

]

89. Diagnéstico  (Preenchido pelo coordenador)
01. Pulmonar (apenas)
02. Pulmonar ¢ extrapulmonar
03. Extrapulmonar
04. Pleural
05. Miliar

06. Ganglionar
07. Ossea

08. Meningea
09. Outra

90. Tratamento realizado
1. Esquema [ — INH + RMP por 6 meses
PZA por 2 meses
2. Esquema IR — INH + RMP + EMB por 6 meses
PZA por 2 meses

3. Esquema IIl - SM + PZA por 3 meses
ETH + EM por 12 meses
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Centro de Pesquisas FIOCRUZ
AGGEU MAGALHAES Minist( rio da Sacele

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo do Projeto: Estudo da tuberculose em populagbes especiais: validagdo de métodos
diagndsticos em co-infectados pelo HIV, idosos e criangcas e avaliagdo da transmissao
hospitalar da tuberculose e efeito do HAART em pacientes co-infectados pelo HIV

Sub-projeto 1A: Validagdo do teste PCR em paciente infectados pelo HIV, idosos e criangas
com suspeita de tuberculose

Sub-projeto 4:Andlise da associagao entre os niveis de linfécitos T CD4+ e CD8+ e linfécitos T
reg e a reatividade ao teste tuberculinico em idosos

Instituicao executora: Centro de Pesquisas Aggeu Magalhdes —FIOCRUZ

(participante com idade 2 60 anos)

Nome do

participante:

Endereco:

Telefone:

Prezado Sr.(a):

Os pacientes idosos fazem parte de um grupo especial de pessoas que tém maiores chances de
desenvolver tuberculose, formas mais graves da doenga e, algumas vezes, comprometimento
de outros locais que ndo o pulmdo. Isso acontece porque, em geral, o organismo do idoso se
defende menos da doenca. Nos idosos também é freqliente o atraso na confirmacdo da
tuberculose porque os exames normalmente usados ndo sdo capazes de identificar a presenca
do germe responsavel pela doenca e isso faz com que muitas vezes o tratamento sé se inicie
guando a tuberculose ja esta avancada. Por essa razdo, estamos realizando uma pesquisa para
avaliar a capacidade de um novo tipo de exame de sangue chamado teste de PCR, que pode
identificar a presenga do germe da tuberculose no sangue, no escarro ou em material de outra
regido do organismo comprometida pela doenca. Além disso, queremos estudar a atividade de
uma parte do sangue (células) que é responsavel pela defesa do nosso organismo contra varias
doencgas, inclusive o germe da tuberculose. Pretendemos saber se o comportamento dessas
células nos idosos com tuberculose é diferente dos jovens com tuberculose. O estudo dessas
células pode ajudar a descobrir novos tipos de tratamento para tuberculose. Além disso,
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gueremos saber se o surgimento da reacdo que aparece na pele de pessoas afetadas pelo
germe da tuberculose, apds o teste de Mantoux (teste tuberculinico), se relaciona com a
guantidade dessas células de defesa que existem no sangue. O teste de Mantoux (teste
tuberculinico), feito normalmente nos servicos de saude para ajudar a esclarecer se a pessoa
tem ou ndo tuberculose, € um exame onde se injeta uma pequena quantidade de uma
substancia que faz parte do germe da tuberculose no braco. Se o germe da tuberculose estiver
no organismo da pessoa, aparece uma reac¢do avermelhada na area em torno do local da
picada, dois ou trés dias apds a realizacdo do exame.

Caso o (a) senhor (a) concorde em participar do estudo, o que precisamos fazer é: 12) Aplicar
um questionario onde faremos perguntas relacionadas a sua doenca; 29) realizar os exames
que fazem parte da rotina nas pessoas que apresentam sinais e sintomas suspeitos de
tuberculose (RX de térax; teste de Mantoux, exame e cultura do escarro ou de outro material
se a tuberculose estiver fora do pulmao, além do teste para o virus da aids); 32) coletar uma
amostra 25 ml de sangue retirado da veia periférica (brago) para o exame da PCR, para o
estudo das

células de defesa do sangue e para o teste para a identificagdo do virus. Esclarecemos que a

coleta do sangue sera feita por profissional experiente e que os riscos serdo minimos, pois é
um procedimento rotineiramente utilizado para varios tipos de exames diagndsticos e a
puncao serd feita com seringas e agulhas descartdveis. Porém, a picada da agulha pode causar
desconforto no local e eventualmente haver formag¢do de um pequeno hematoma, ou seja,
uma mancha roxa no local da picada. A coleta de escarro serd espontanea, apds tosse. Parte
do material coletado (sangue e escarro) deverd ser armazenada para utilizacdo futura em
pesquisa, que caso ocorra, devera ter nova autoriza¢do do sr(a) para que o material possa ser
utilizado. Sera resguardado sigilo absoluto durante todo o periodo da pesquisa, bem como da
publicacdo dos resultados em revistas especializadas, em cursos e/ou congressos médicos. Ao
participar, o (a) senhor (a) estard contribuindo para ampliar os conhecimentos sobre a
tuberculose em pessoas idosas e tem garantido os seguintes direitos:

1 - A garantia de receber resposta a qualquer pergunta ou esclarecimento a qualquer duvida
acerca dos procedimentos, riscos, beneficios e outros relacionados com a pesquisa.

2 - A liberdade de retirar seu consentimento a qualquer momento e deixar de participar no
estudo sem que isso traga prejuizo a continuagdo dos cuidados e tratamento.

3 - A seguranca de ndo ser identificado e de ser mantido o carater confidencial da
informacdo, com a sua privacidade.

4 - O compromisso de receber informacdo atualizada durante o estudo, ainda que esta possa
afetar a sua vontade de continuar participando.

Se o senhor (a) concordar, a gente pede que assine este papel em duas vias, sendo uma
delas de sua propriedade, dizendo que entendeu as explicacdes e que esta concordando. Se o
senhor (a) ndo quiser participar, isso ndo vai mudar o seu atendimento no servigo e os exames
gue o seu médico solicitou serdo realizados do mesmo jeito.
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Eu. RGn?2
abaixo assinado, tendo recebido as informacbes acima, e ciente dos meus direitos acima

relacionados, concordo em participar.

Recife, de de 20

Assinatura do paciente:

12 testemunha:

Assinatura do médico ou coordenador:

Obs: Em caso de duvidas ou questionamentos contatar os coordenadores locais da pesquisa e
médicos, a Dra. Zilda Cavalcanti pelo telefone: 99761531 ou Dra Cynthia Braga pelo telefone:
21012577.

Informacgdes sobre o andamento da pesquisa podem ser encontradas no site do Sistema
Nacional de Etica em Pesquisa (SISNEP):
http://portal.saude.gov.br/sisnep/pesquisador/menuusuario.cfm

Campus da UFPE - Av. Moraes Rego, s/n - Cx. Postal 7472 - Fone: 0XX81 3012500 - Fax: 0XX81 4531911 - CEP: 50670-420
Recife - PE - Brasil - http://www.cpgam.fiocruz.br
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FIOCRUZ

Centro de Pesquisas

AGGEU MAGALHAES Ministrio da Saogle

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (ANEXO)

Titulo do Projeto: Estudo da tuberculose em populacdes especiais: validacdo de métodos
diagndsticos em co-infectados pelo HIV, idosos e criancas e avaliacdo da transmissdao
hospitalar da tuberculose e efeito do HAART em pacientes co-infectados pelo HIV

Sub-projeto 1A: Validagdo do teste PCR em paciente infectados pelo HIV, idosos e criangas
com suspeita de tuberculose

Sub-projeto 4:Andlise da associagdo entre os niveis de linfécitos T CD4+ e CD8+ e linfécitos T
reg e a reatividade ao teste tuberculinico em idosos

Instituicao executora: Centro de Pesquisas Aggeu Magalhdes —FIOCRUZ

Prezado Sr.(a):

Gostaria de pedir sua permissdo para ficar com o exame de raios-X para efeito de melhor
analise do mesmo. Se o senhor (a) concordar, a gente pede que assine este papel em duas
vias, sendo uma delas de sua propriedade, dizendo que entendeu as explicacdes e que esta
concordando. Se o senhor (a) ndo permitir, isso ndo vai mudar o seu atendimento no servico e
os exames que o seu médico solicitou serao realizados do mesmo jeito.

Eu. RGne
abaixo assinado, tendo recebido as informacdes acima, e ciente dos meus direitos acima

relacionados, concordo em participar.

Recife, de de 20

Assinatura do paciente:

12 testemunha:
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Assinatura do médico ou coordenador:

Obs: Em caso de duvidas ou questionamentos contatar os coordenadores locais da pesquisa e

médicos, a Dra. Zilda Cavalcanti pelo telefone: 99761531 ou Dra Cynthia Braga pelo telefone:
21012577.

Informagdes sobre o andamento da pesquisa podem ser encontradas no site do Sistema
Nacional de Etica em Pesquisa (SISNEP):

http://portal.saude.gov.br/sisnep/pesquisador/menuusuario.cfm

Campus da UFPE - Av. Moraes Rego, s/n - Cx. Postal 7472 - Fone: 0XX81 3012500 - Fax: 0XX81 4531911 - CEP: 50670-420
Recife - PE - Brasil - http://www.cpgam.fiocruz.br
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PREFLITURA DO
RECIFE

Carta de Anuéncia

Declaramos para os devidos fins que autorizamos a realizacio da pesquisa “Estudo da
tuberculose em populacdes especiais: validagio de métodos diagnésticos em co-
infectados pelo HIV, idosos e criangas e avaliacio da transmissio hospitalar da
tuberculose e efeito do HAART em pacientes co-infectados pelo HIV”, nas
Policlinicas Lessa de Andrade, Agamenon Magalhdes e Centro de Satude Clementino
Fraga, coordenado pela Dra. Cynthia Braga pesquisadora do Centro Ageu Magalhies.

A(\)Cdkz;-»i’;
5’)) Evaldo Melo de Oliveira

Secretdrio de Saude

Cais do Apolo, 925 - CEP 50,030-230 - Recife - Pernambuco fone (81) 3232.8000 www.recife,pe.gov.br
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‘ FIOCRUZ
Ceniro de Pesquisas
AGGEU MAGALHAES Ministério da Saude

Recife, 28 de julho de 2008

Prezado colega,

Gostarfamos de solicitar a sua colaboragdo na coleta de informagdes para a
pesquisa intitulada “Analise da associacfio entre os niveis de linfocitos T CD4+ e
CD8+ e linfécitos T reg e a reatividade ao teste tuberculinico no idoso”, que vem
sendo realizada em pacientes com quadro suspeito de tuberculose, atendidos nos
servicos de saude do Recife, € com idade > 60 anos. Essa pesquisa, que foi aprovada
pelo Comité de Etica do Centro de Pesquisas Aggeu Magalhdes e conta com a anuéncia
da Secretaria de Saude do municipio, pretende esclarecer aspectos da resposta imune
dos idosos a infecgdo pelo Mycobacterium tuberculosis que poderdo ajudar no
desenvolvimento de novas terapias e para a melhoria da assisténcia aos pacientes idosos
com tuberculose. Sendo assim, caso identifique algum pacientes idoso (= 60 anos) com
quadro suspeito de tuberculose na area de abrangéncia da sua unidade de saude,

solicitamos a gentileza de entrar em contato com um dos nossos pesquisadores, ligando

a cobrar para:

Cintia Brito- 88#73280 ou Renata Regis- 94384944

Atenciosamente,

H Cynthia Braga
Dapartamento de Parasitologia
Mat SIAPE - 1288286

Centro de Pesquispé Aggeu Magal Fa&s" " FICRUZ

i jLLLca\ Vile Zg\

nlia Vilela

Coordenadora do Programa de Tuberculose do Recife

Campus da UFPE - Av. Moraes Rego, s/n - Cx. Postal 7472 - Fone: 81 21012500 - Fax: 81 34531911 - CEP: 50670-420
Recife - PE - Brasil - bttp://www.cpqam.fiocruz.br .
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'?'itulo do Projeto: Estudo da tuberculose em populagdes especiais: validagdo
de métodos diagnosticos em co-infectados pelo HIV, idosos e criangas e
avaliagdo da transmiss&o hospitalar da tuberculose e efeito do HAART em
pacientes co-infectados pelo HIV

Pesquisador responsavel: Maria Cyniia Braga

Instituicdo onde sera realizado o pro, *o: CPgAM/Fiocruz

Data de apresentagdo ao CEP: 26/02/ ~

Registro no CEP/CPqAM/FIOCRUZ: (

Registro no CAAE: 0007.0.095.000-0)

Apbs analisar o projeto modificado, em sua 5% verséo, apresentado em
26 de maio de 2008, o Comité de Etica em Pesquisa faz os seguintes
comentarios / consideragdes:

o Carta de Anuéncia — apresentar carta de anuéncia do Hospital Otavio

de Freitas (novo sitio da pesquisa).

e Resumo — Nao foi incluido o grupo de idosos sem tuberculose que

passarao a fazer parte do estudo.

Diante do exposto, o CEP/CPgAM, de acordo com as atribuicées
definidas na Resolugdo CNS 196/96, manifesta-se pela aprovagéo do projeto
de pesquisa proposto com a seguinte recomendacio:

e Que sejam atendidos os itens acima.
Situagao: Protocolo aprovado com recomendagao.

Ressalta-se, ainda, que as recomendagbes propostas deverdo ser
atendidas no prazo de 30 dias para emissdo do parecer final.

Recife, 10 de junho de 2008.

’ Dl ria o Megeiss
rﬁ iica

| foorgeniadorz

et CENCPOAMIFIOCRUL
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FLUXOGRAMA PARA IDO

| TUBERCULOSE* ] ¥
€1

A 4

93

SO DOENTE

TB doenga (notificado pelo SINAN e
caminhado para receber medicagio).

[ IDOSO > 60 ANOS ] **Fatores de inclusdo (Afastar neoplasias,
quimioterapia, corticoiterapia prolongada,
diabetes e HIV).
- Ja teve algum exame de HIV positivo?
- Tem ou teve diagnéstico de cancer dado por algum
médico?
FATOR DE INCLUSAOQ** - Faz ou fez quimioterapia no ltimo ano?
- Faz ou fez no ultimo ano uso por mais de 3 meses de
corticdides(decadron,dexametosona,meticorten,prednis
ona)?
A
[ ASSINAR TCLE*** *#** TCLE: Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido.
v
APLICAR QUESTIONARIO |
APLICAR PPD ] [ COLETAR SANGUE AGGEU EXAMES COMPLEMENTARES***#*
72H PARA LEITURA - ANOTAR NO LIGAR COORDENACAO DO AGENDAR RETORNO - ANOTAR
QUESTIONARIO O RESULTADO. POSTO — LEVAR PARA AGGEU NO QUESTIONARIO

AVISAR AO COORDENADOR SE O
PACIENTE NAO VIER COM 72h

*¥kk  Exames complementares:
Solicitar baciloscopia, hemograma,
glicemia, uréia, creatinina, anti-HIV

e raios-X do térax (se necessario).

TUBERCULOSE NO IDOSO: REATIVIDADE AO TESTE TUBERCULI
REGULATORIAS

NICO E NiVEIS DE CELULAS T
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FLUXOGRAMA PARA IDOSO SAUDAVEL

* Tdoso saudivel (Sem TB doenga): > 60 anos,

servico de geriatria, pareados por faixa ctdria de

[ IDOSO SAUDAVEL* ] 60269 70279 ¢80 e+
**Fatores de inclusdo (Afastar neoplasias,

quimioterapia, corticoiterapia prolongada, HIV,
diabetes, tosse vigente, historico de tuberculose,

febre e sintomologia respiratoria).

FATOR DE INCLUSAOQ**

ASSINAR TCLE***
*** TCLE: Termo de Consentimento Livre ¢
Esclarecido.
APLICAR QUESTIONARIO ]

APLICAR PPD ] [ COLETAR SANGUE AGGEU ] EXAMES COMPLEMENTARES**##
72H PARA LEITURA — ANOTAR NO LIGAR COORDENACAO DO AGENDAR RETORNO — ANOTAR
QUESTIONARIO O RESULTADO. POSTO - LEVAR PARA AGGEU- NO QUESTIONARIO
AVISAR AO COORDENADOR SE O ANOTAR NO QUESTIONARIO

PACIENTE NAO VIER COM 72h

**k**  Fxames complementares:
hemograma, glicemia, uréia,
creatinina, anti-HIV ¢ raios-X do

torax.

TUBERCULOSE NO IDOSO: REATIVIDADE AO TESTE TUBERCULINICO E NiVEIS DE CELULAS T
REGULATORIAS
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FLUXOGRAMA PARA ADULTO DOENTE

| TUBERCULOSE* ] * TB doenga (notificado pelo SINAN e
encaminhado para receber medicagao).

y

**Fatores de inclusdo (Afastar neoplasias,
[ ADULTO JOVEM ] quimioterapia, corticoiterapia prolongada,
20-49 ANOS diabetes ¢ HIV).
y
FATOR DE INCLUSAOQ**
Y
ASSINAR TCLE*** ] **#* TCLE: Termo de Consentimento Livre ¢
Esclarecido.
v
APLICAR QUESTIONARIO
r APLICAR PPD [ COLETAR SANGUE AGGEU ] [ EXAMES COMPLEMENTARES*##*
72H PARA LEITURA - ANOTAR NO LIGAR COORDENACAO DO AGENDAR RETORNO - ANOTAR
QUESTIONARIO O RESULTADO. POSTO - LEVAR PARA O AGGEU NO QUESTIONARIO

AVISAR AO COORDENADOR SE O
PACIENTE NAO VIER COM 72h

****  Exames complementares:
Solicitar baciloscopia, hemograma,
glicemia, uréia, creatinina, anti-HIV

¢ raios-X do tdrax (se necessario).

TUBERCULOSE NO IDOSO: REATIVIDADE AO TESTE TUBERCULINICO E NiVEIS DE CELULAS T
REGULATORIAS
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Fluxograma do Sangue

Coletar 30ml de sangue
venoso em sistema a vacuo \

A

Homogeneizar os tubos
delicadamente

A 4

r

TUBO 1:Tampa verde*

(.

~\

S

TUBO 2:Tampa azul**

(- M.

\

TUBO 3:Tampa

{ vermelha***

N

P
Guardar no isopor do

transporte dentro da

.

geladeira (NAO FREEZER)

=

i

COORDENACAO LEVA O
SANGUE PARA O AGGEU.

LEGENDA:
* 20ml de Heparina sédica
** Sml de Citrato de sodio

*%*% Sml de Soro

TUBERCULOSE NO IDOSO: REATIVIDADE AO TESTE TUBERCULINICO E NIVEIS DE CELULAS T

REGULATORIAS
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