UNIVERSIDADE
BEIRA INTERIOR

i

Utilizacao de adenosina desaminase como
biomarcador de tuberculose pleural na
populacao de doentes da Beira Interior

Analise de variaveis confundentes e determinacao
de valor de corte ajustado as caracteristicas da
populaciao em estudo

Ligia Catarina Ribeiro Barbosa

Dissertacao para obtencao do Grau de Mestre em
Medicina
(mestrado integrado)

Orientador: Mestre em Medicina Luis Vaz Rodrigues

Maio de 2020



Folha em branco

ii



Resumo

O doseamento de adenosina desaminase no fluido pleural tem sido largamente
estudado como um biomarcador de tuberculose pleural. As suas carateristicas
operacionais sao influenciadas por diversos fatores, nomeadamente a incidéncia
regional de tuberculose.

Para o caso de Portugal, um estudo de 2014, para uma incidéncia de tuberculose
de 25/100.000 habitantes, determinou o valor cut-off de adenosina desaminase no
liquido pleural de 40.5 UI/L (sensibilidade 95.24%, especificidade 91.95%). Desde 2016
a incidéncia de tuberculose em Portugal decresceu para um valor inferior a 20/100.000
habitantes e nao foi publicado até entdo nenhuma atualizacdo dos valores cut-off de
adenosina desaminase no liquido pleural.

O objetivo principal deste trabalho é determinar o melhor valor cut-offda
adenosina desaminase no liquido pleural para uma populacdo cohort, portuguesa,
diagnosticada com tuberculose pleural ap6s 2016.

Foi realizado um estudo transversal retrospetivo baseado na consulta de
processos clinicos de todos os pacientes que realizaram o doseamento da adenosina
desaminase no liquido pleural no periodo de tempo compreendido entre novembro de
2016 e dezembro de 2018. Foram recolhidos dados demograficos, dados acerca do tipo
de derrame pleural e acerca do diagnostico final. Os derrames transudados e as
amostras repetidas foram excluidas.

A andlise estatistica inferencial foi realizada com base numa regressao logistica
e uma Receiver Operator Curve considerando uma significincia de 5%, com recurso ao
Software Statistical Package for Social Science, versao 23 e o MedCalc® versao 19.1.3.

De um total de 200 pacientes, foram incluidos 136 com derrame pleural
exsudativo. Os pacientes eram maioritariamente homens (60.3%) e a media de idades
foi de 70.4 anos. 10 tinham o diagnoéstico final de tuberculose pleural, 54 tinham
derrames infeciosos, 45 tinham derrames malignos e 27 tinham derrames de outras
etiologias.

Area under receiver operator curve foi de 0.808 para um valor cut-off de
24.9UI/L, com sensibilidade 70% e especificidade de 87% (p=0.001). Quando
considerados valores alternativos de 35 e 40 UI/L, a sensibilidade/especificidade foram
de 40%/90% e 10%/92%, respetivamente.

Para a nossa amostra, o valor que apresentava o melhor perfil de sensibilidade e

especificidade foi 24.9 UI/L.
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Estes resultados sublinham a necessidade de repensar este valor cut-off para a
nossa populacdo dado que se deixariam por diagnosticar 9 dos 10 pacientes com

tuberculose pleural.
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Abstract

Pleural fluid adenosine deaminase has been thoroughly studied as a valuable
marker of pleural tuberculosis. Nevertheless, its operational characteristics are
influenced by different factors, namely the regional incidence of tuberculosis.

In Portugal, a paper from 2014 (tuberculosis incidence 25/100.000) has set the
cut-off value of pleural fluid adenosine deaminase at 40.5 IU/L (sensitivity 95.24%;
specificity 91.95%). Since 2016 the incidence of tuberculosis in Portugal has decreased
to less than 20/100.000 and no updates of pleural fluid adenosine deaminase have
been published.

The main goal of this work is to ascertain the best possible cut-off value for
pleural fluid adenosine tuberculosis in a Portuguese pleural tuberculosis cohort
population, diagnosed after 2016.

We conducted a cross sectional retrospective study based on the consultation of
the clinical records of all patients who performed pleural fluid adenosine deaminase
(November 2016 to December 2018). Data on demographics, type of pleural effusion
and final diagnosis was collected. Transudative and repeated samples were excluded.
Inferential analysis was performed with logistic regression and ROC curve considering
a significance of 5%, using the software Software Statistical Package for Social Science
version 23 and MedCalc® v 19.1.3.

From a total of 200 patients we included 136 with exudative pleural effusions.
Patients were mainly male (60.3%) with mean age of 70.4 (+-15.65) years. Of total, 10
had a final diagnosis of pleural TB, 54 infectious effusions; 45 malignant pleural
effusions and 27 had other diagnosis. Area under receiver operator curve was 0.808 for
a cut-off value of 24.9 U/L [sensitivity 70%; specificity 87% (p=0.001)]. When
considering the alternative cut-off values of 35 and 40 UL/L the sensitivity/specificity
was 40%/90% and 10%/92%, respectively.

In our sample the best possible cut-off value of pleural fluid adenosine
deaminase was 24.9U/L. Our results highlight the need to rethink this cut-off in our
population, since the current proposed limit would have left undiagnosed 9 out of 10

patients with pleural tuberculosis.



Keywords

Adenosine deaminase; Biomarker; Pleural effusion; Pleural fluid; Tuberculosis; Pleural

tuberculosis;



indice

Resumo
Palavras-chave
Abstract
Keywords
Lista de Figuras
Introducao
1.1 Tuberculose
1.1.1 Agente Etiologico
1.1.2 Epidemiologia
1.1.3 Fisiopatologia
1.1.4 Manifestacoes Clinicas
1.2 Tuberculose Pleural
1.3 Adenosina Desaminase
Objetivo
Materiais e Métodos
3.1 Analise Estatistica
3.1.1 Métodos Estatisticos
Resultados
Discussao

Bibliografia

il

v

-

© 9 &

14
15
15
15
16

21

24



Lista de Figuras

Figura 1. Carateristicas do liquido pleural da amostra em estudo .........cccccecveeruveruennee. 17
Figura 2. Anédlise comparativa entre doentes com tuberculose pleural e doentes com
outros diagnosticos em relacao as diferencas das carateristicas idade e das
carateristicas do liquido pleural ...........ccueeeieeiiieiieceeeeee e 18

Figura 3. Andlise comparativa entre os doentes com TB pleural e os doentes com outros
diagnosticos, em relacao as diferencas das carateristicas demogréficas ........................ 18
Figura 4. Valores cut.off do ADA e os respetivos valores de sensibilidade e
especificidade para a amostra do €Studo ........c.eeeeeveeeeiiiiieiiiiece e 19
Figura 5. Analise AUC-ROC para @ amoStra .........ceceeeueereeerieriienieniieneeneesee e seeeee e 19
Figura 6. Teste de correlacdo de Spearman, entre o valor do ADA (UI/L) e as restantes

VATTAVEIS (O ESTUAO vttt eeaeeeseaaeessessesesseseasseeseseennnnnnns 20

viii



Lista de Acronimos

TB

Mt

OMS
VIH
TB-RR
TB-MDR
MDG
IFN gama
LP

LDH
ADA

S

E

VPN
VPP

ULS
ADN
UMA
DPOC
SAOS
HTP
SOH

DM

DRC
TEP

DP
AUCROC
IC

Tuberculose

Mycobacterium tuberculosis
Organizacao Mundial de Satde
Virus da Imunodeficiéncia Humana
Tuberculose Resistente a Rifampicina
Tuberculose Multirresistente
Millenium Development Goal
Interferao Gama

Liquido Pleural

Lactato Desidrogenase

Adenosina Desaminase
Sensibilidade

Especificidade

Valor Preditivo Negativo

Valor Preditivo Positivo

Unidade Local de Satde

Acido Desoxirribonucleico

Unidades Maco Ano

Doenca Pulmonar Obstrutiva Crénica
Sindrome Apneia Obstrutiva do Sono
Hipertensao Pulmonar

Sindrome Obesidade Hipoventilacao
Diabetes Mellitus

Doenca Renal Crénica
Tromboembolismo Pulmonar

Desvio Padrao

Area Under Curve Receiver Operator Curve

Intervalo de Confianca

ix



Introducao

1.1 Tuberculose
1.1.1 Agente Etiologico

A tuberculose (TB) é wuma doenca infetocontagiosa provocada por
microorganismos pertencentes ao complexo Mycobacterium tuberculosis complex, que
se inserem na familia Mycobacteriaceae e na ordem Actinomycetales. O complexo
Mycobacterium tuberculosis complex compreende 8 subgrupos distintos: M.
africanum, M. bovis, M. caprae, M.pinnipedii, M. mungi, M. orygis, M. microti, M.
canetti e M. tuberculosis (Mt).

Este ultimo é responsavel pela parte mais significativa dos casos de doenca em
humanos. E um bacilo de dimensées 0,553 nm, aerébio e nio formador de esporos. A
sua parede celular é constituida por acido micélico, um composto lipidico de cadeias
longas de acidos gordos livres, arabinogalactanos, peptidoglicanos e
lipoarabinomanano. Estes constituintes tornam a parede da micobactéria pouco
permeavel, o que reduz a eficacia da maioria dos antibio6ticos. O lipoarabinomanano,
mais especificamente, confere uma maior resisténcia do Mt quando interage com os
macrofagos do sistema imunitario do hospedeiro. Em virtude dos compostos da parede
celular, é um microorganismo alcool-acido resistente, o que significa que nao é corado

pela coloracdo de Gram.

1.1.2 Epidemiologia

A TB é uma preocupacdo mundial, sendo uma das 10 principais causas de

morte.

Para o ano de 2018, a Organizacao Mundial de Saude (OMS) reportou, um total
estimado de 10.0 milhGes de novos casos (variando de 9.0-11.0 milhdes). A incidéncia
da doenca tem uma grande amplitude conforme as regides a considerar, variando de 5
até 500 novos casos por cada 100.000 habitantes, sendo a média estimada de

130/100.000 habitantes. !

A mortalidade por TB, no grupo de doentes VIH negativos, foi de
aproximadamente 1.2 milh6es de mortes (variando de 1.1-1.3 milhdes), implicando uma
reducao de 27% em relacdo ao ano de 2000. No grupo de doentes VIH positivos,
verificou-se um total aproximado de 251000 mortes (223000-281000 mortes),

implicando uma reducao de 67% em relacao ao ano 2000.*



A TB tem uma distribui¢do ubiquitdria em relacdo ao género e a idade. Em
2018, 57% dos casos de TB ocorreram em homens com idade superior a 15 anos, 32%
em mulheres e 11% em criancas com idade inferior a 15 anos. O racio de homem:mulher

foi de 2:1. Do total, 8,6% evidenciavam coinfecao com VIH.*

A maioria dos casos de TB foram registados no Sudeste Asiatico (44%), Africa
(24%) e no Pacifico Ocidental (18%). No Mediterraneo Oriental registaram-se 8% dos
casos, 3% na América e 3% na Europa. Dois tercos da globalidade de casos, ocorreram
em apenas 8 paises: India (27%), China (9%), Indonésia (8%), Filipinas (6%),
Paquistiio (6%), Nigéria (4%), Bangladesh (4%) e Africa do Sul (3%).

Foram notificados cerca de 500.000 novos casos de TB resistente a rifampicina,
dos quais 78% apresentavam multirresisténcia (rifampicina + isoniazida). Destes, 27%
ocorreram na India, 14% na China e 9% na Federacio da Rissia. De uma forma geral,
3.4% da totalidade de novos casos e 18% de TB previamente tratadas apresentaram-se

como resistentes a rifampicina (RR-TB) ou multirresistentes (MDR-TB).*

Durante a década de 80 e 90, os paises industrializados registaram um aumento
significativo nas taxas de incidéncia de TB, que se relacionou com a deterioracao das
condicoes sociais: fluxos migratérios com origem em paises com elevada incidéncia da
doencga, epidemia de VIH, aumento dos problemas relacionados com o consumo de
substancias ilicitas, condi¢oes habitacionais insalubres e deterioracao dos sistemas de
satde e prevencao da doenca. No entanto, desde o ano de 2000, tem havido uma
tendéncia decrescente da incidéncia de TB a nivel mundial, explicada pela melhoria das
condicoes sociais, melhoria do acesso e dos servicos de satde, inerentemente associado
ao desenvolvimento cientifico das tltimas décadas. Em média, verificou-se uma taxa de
decréscimo de incidéncia de TB de cerca de 1,6% por ano, no periodo compreendido

entre 2000-2018.1!

Desde 2000 até 2015, os esforcos mundiais desenvolvidos no sentido de reduzir
a carga da doenca centraram-se no cumprimento dos objetivos definidos nos Objetivos
de Desenvolvimento do Milénio (Millennium Development Goals-MDG’s). Em 2006 a
Organizacao Mundial de Satde desenvolveu um plano estratégico de abordagem a TB:
“Stop TB Strategy”, com base nos objetivos “to “halt and reverse” TB incidence” do
MDG’s e nos objetivos propostos pela TB Partnership “to halve TB prevalence and TB

mortality rates by 2015 compared with their levels in 19907, viavel até 2015.!

Os novos objetivos dos esforcos mundiais, locais e regionais, propostos para o
periodo 2016-2035, tém por base a ambicao de erradicar a epidemia da TB, no contexto
do definido pela agenda para o Desenvolvimento Sustentavel das Nacoes Unidas e pela

“End TB Strategy” proposta pela OMS. O MDG n°3 prevé a erradicagdo da TB até ao



ano de 2030. O “End TB Strategy” propoe objetivos intermédios para o ano de 2020 e
para o ano de 2025 e objetivos finais para o ano de 2030 e 2035 no que diz respeito a
reducdo nas taxas de incidéncia e nas taxas de mortalidade. Espera-se que em 2020,
ocorra uma reducao de 35% na mortalidade por TB e 20% na taxa de incidéncia e que
em 2030 ocorra uma reducdo de 90% do total de mortes por TB e uma reducao de 80%

nas taxas de incidéncia de TB, comparativamente aos apurados para o ano de 2015.1!

Estes objetivos foram firmados em 2018, no seguimento da primeira
conferencia ministerial sobre TB, organizada pela OMS e pelo Governo da Russia, da
qual resultou uma declaracao politica, que reiterou os compromissos ja assumidos
anteriormente, adicionando novos: tratar 40 milhoes de doentes no periodo 2018-
2022; atingir o nimero de 30 milhoes de doentes com tratamento preventivo para a TB
latente no mesmo periodo; mobilizar o minimo de 13 bilides de dolares anualmente,
aplicados na melhoria do acesso e dos meios de diagndstico, tratamento e cuidado dos
doentes com TB; e mobilizar o minimo de 2 bilides de dblares anualmente, financiando

a pesquisa cientifica acerca desta doenca.*

Globalmente, a taxa de incidéncia da TB tem vindo a decrescer. A taxa de
declinio da mesma, para o periodo de 2000-2018 foi de 1,6% por ano. A reducgio
cumulativa verificada no periodo de tempo 2015-2018 foi de apenas 6,3%, estando

bastante distante do objetivo proposto de redugao de 20% entre 2015-2020.1

A taxa de mortalidade decresceu 11% desde 2015-2018, sendo também inferior a
um terco do decréscimo perspetivado pelo objetivo de reducdo de 35% da mortalidade

em 2020.1
Em Portugal, a tuberculose é também uma das dez principais causas de morte.2

Dados preliminares relativos ao ano de 2018 demonstram uma incidéncia de TB de 16,6
novos casos por cada 100.000 habitantes, encontrando-se em decréscimo continuo
durante o altimo quinquénio a uma taxa de 5,4% por ano. Na populac¢do infantil, com
idade inferior a 5 anos, a taxa de incidéncia foi de 6,59/100.000, foram notificados 34

casos de tuberculose em criancas com idade inferior a 6 anos. 2

Apesar disso, o pais apresenta uma grande heterogeneidade em relacao aos
valores de incidéncia. Segundo os dados resultantes das notificacdes de doenca, Porto e
Lisboa apresentam as taxas mais elevadas, 25.3/100.000 e 23.7/100.000,

respetivamente. No total, a idade mediana dos doentes foi de 49 anos. 2

Ao contrario do que se verifica na maioria dos paises da Europa, a maior parte

dos casos de TB em Portugal ocorrem em individuos nativos, apesar de se verificar uma



tendéncia crescente nos casos de TB em individuos nascidos fora do pais. Em 2017 era

de 19.2% e em 2018 20.2%.2

De facto, para o periodo 2008-2012, Franco et al relataram uma desaceleragao
da diminuicao da incidéncia de TB em Portugal, que acompanhou uma tendéncia geral
da Europa, explicada pela crise econémica e social instalada. Em relagio as regides do
Pais com maior incidéncia de TB, verificaram que o Porto apresentava uma taxa de
desemprego mais elevada, o que potenciava a precariedade das condigOes sociais,
Lisboa era um importante ponto de entrada de imigrantes vindos especialmente da

Africa Subsariana.3

Em 2018 verificou-se que 8,8% dos doentes com TB se apresentavam co

infetados com VIH. 2

Em relacao aos casos de TB multirresistente, houve uma diminuicao progressiva
do nimero de casos, diminuindo de 22 casos em 2017 para 7 casos em 2018, como
resultado da estratégia de concentracao dos doentes em Centros de Referéncia de

Tuberculose Multirresistente. 2

A taxa de mortalidade por TB foi de 2,2/100.000 habitantes, tendo aumentado

em relacdo a 2017 (1,8/100.000). 2

No que concerne a situacao epidemiologica na Beira Interior, Soares, num
estudo longitudinal, retrospetivo e descritivo de 2014 identificou, para o periodo de
tempo compreendido entre 2003 e 2012, 490 casos de tuberculose pulmonar, sendo o
racio H:M 2,7:1, num total de 357 homens e 133 mulheres. A incidéncia de TB na Beira
Interior foi de 5,9/100.000 habitantes, enquanto que, para o mesmo periodo, a

incidéncia de TB em Portugal foi de 17,5/100.000 habitantes. 4

Apenas 12 casos apresentavam coinfecado com o VIH, sendo que 131 tinham
serologias desconhecidas. No ano de 2011 e 2012, registou-se o 6bito de 5 individuos

por tuberculose pulmonar.4

1.1.3 Fisiopatologia

A transmissao do Mt ocorre principalmente por inalacdo de particulas
aerossolizadas contaminadas, libertadas por um doente em fase de contagio, através da
tosse, espirros ou fala. Cada aerossol pode conter até cerca de 300 particulas de
material infecioso. As particulas de maiores dimensodes vao ficar retidas na nasofaringe,
enquanto que as de dimensdoes compreendidas entre 5-10onm de didmetro tém a
capacidade de atingir as vias respiratorias inferiores e causar doenca e correspondem a

menos de 10% do total inalado. 5



A transmissao e posterior aquisicdo do Mt é influenciada por fatores exégenos
como a duracdo e intimidade do contacto, a viruléncia do agente, o grau de
infecciosidade do doente e o ambiente em que ocorre a exposicao. A presenca em locais
mal ventilados e sobrelotados é um fator de risco importante na transmissao da doenca,

porque aumenta a intensidade do contacto, favorecendo-a. 5

Pacientes com o bacilo detetdvel na microscopia da expetoracdo tém mais
probabilidade de transmitir a infecdo. Os doentes mais contagiosos sdo aqueles que
apresentam TB com lesdes pulmonares cavitarias ou TB laringea, sendo esta pouco
comum. Apesar dos doentes com microscopia da expetoracao negativa para Mt serem
menos contagiosos, estes podem também transmitir doenca. Estudos realizados nos
Estados Unidos demonstram que estes sdo responsaveis por cerca de 20% dos
contagios. Os doentes com TB pulmonar e extrapulmonar, mas com culturas para Mt

negativas sao considerados nao infetantes. 5

Desde o momento da infecdo até ao seu correto diagnodstico e tratamento,
estima-se que possam ser estabelecidos 20 contactos, considerando regioes com

elevada prevaléncia. 5

Apbs a aquisicito do Mt, o posterior desenvolvimento de infecao esta
dependente de fatores endogenos como a idade, comorbilidades e o estado imunologico

do individuo. 567

Quando o Mt alcanga os alvéolos pulmonares, é fagocitado pelos macréfagos
alveolares circulantes, através da ligacao das moléculas da parede celular do bacilo aos
recetores de superficie dos macréfagos, nos quais se inclui os recetores do
complemento. O complemento poténcia este fendmeno, através da opsonizacdo do
material infetante. Forma-se um fagossoma, que ira ajudar a destruir o material recém
fagocitado, através da sua fusdo com o lisossoma e subsequentes fendémenos de

acidificacdo. s

Uma vez dentro do fagossoma, o Mt ir4 inibir a producao de fosfatidilinositol-3-
fosfato, responsavel por sinalizar os fagossomas que deverao maturar e formar uma
fagolisossoma. Por outro lado, a interacdo especifica dos lipoarabinomananos da
parede do Mt com o fagossoma ira inibir o aumento do calcio intracelular, necessario
para que ocorra a fusao. Desta forma, nao ira formar-se o fagolisossoma, impedindo-se

o processo de autofagia que iria destruir a micobactéria. 5

Dentro do fagossoma intacto, os bacilos irao iniciar um processo de replicacao,
atingindo nimeros tao elevados que condicionam a rotura do macrofago e a libertacao

do conteudo para os tecidos. As micobactérias recém-libertadas vao dar continuidade a



evolucao e disseminacao do processo infecioso através do recrutamento de outros

macrofagos e do contacto das células dendriticas com os bacilos. 5

As células dendriticas vao migrar pelos vasos linfaticos, apresentando os
antigénios das micobactérias aos linfocitos T, elicitando uma resposta imunoldgica

celular e humoral.

Cerca de 2 a 4 semanas ap0s o inicio da infecdo, existem dois processos de
resposta desencadeados pelo organismo: mediado pelos linfocitos T e resposta de dano
tecidular. O primeiro é critico na contencao do foco nos seus estadios iniciais. Os
linfécitos T, estimulados pelos antigénios das micobactérias, vao libertar citocinas que
recrutarao outros macréfagos para o local da infecao. Estes vao agregar-se em torno da
lesdo, neutralizando os bacilos e limitando o dano tecidular circundante através de uma
reacdo granulomatosa, com formacao de tecido fibroso, deixando no centro o material
necrético — tuberculoma com necrose caseosa. Dentro desta lesdo, os bacilos podem
continuar viaveis, apesar de inativos. As citocinas libertadas neste processo,
especialmente o IFN gama, sdo responsaveis pela formacdo de espécies reativas de

oxigénio e de nitrogénio, bem como pelas manifestacoes sistémicas da infecao. 57

A resposta de dano tecidular ¢ intensificada quando a resposta dos macrofagos
se encontra enfraquecida e ao contrario desta, favorece a destruicado do tecido
pulmonar. Ocorre uma reacao de hipersensibilidade tardia aos antigénios do Mt, com
disseminacao do foco inicial para o parénquima contiguo, com invasao dos bronquios e
de vasos sanguineos. Formam-se lesdes designadas por cavitagdes. O material caseoso
do centro da lesdo, com abundancia de bacilos ativos, sofre liquidificacao, passando a
ser drenado através dos bronquios. Os macrofagos facilitam a disseminacdo deste
material através da via linfo-hematogénea, permitindo o acesso dos bacilos a todo o
organismo, promovendo o desenvolvimento de lesdes semelhantes as pulmonares. A
maioria do material infetado é eliminado do organismo através de manobras

expiratorias, como a tosse e a fala. O doente entra em fase bacilifera. s

Esta reacdo de hipersensibilidade motiva a positividade da prova tuberculinica
durante esta fase assintomatica da doenca. A inoculagio intradérmica de tuberculina,
uma proteina purificada, atrai ao local os linfocitos T previamente sensibilizados,
originando uma reacao de hipersensibilidade, posteriormente avaliada de acordo com o

diametro da reacao cutianea formada. s

O balanco entre estes dois mecanismos vai definir o curso da doenca.



A doenca clinicamente evidente apos a infecao é classificada como TB primaria.
Afeta principalmente criancas e imunocomprometidos. Apesar de poder ser severa e

disseminada, nao esta associada a niveis elevados de contagiosidade. 5

Quando a aquisicdo de infecdo ocorre em idades mais tardias, o sistema
imunitario é mais eficiente, o que facilita a contencao da infecao. Contudo, os bacilos
podem ficar latentes e sofrer reativacoes até anos apos, originando TB secundéria ou
pos-priméria. A TB secundaria origina mais frequentemente cavitacdes. E por isso mais
contagiosa que a TB primaéria. Até 10% dos infetados irdo desenvolver TB secundaria,
normalmente no decorrer de depressoes do estado imunitario e destes, mais de 50%

ocorrera nos 18 meses seguintes. 5

O principal fator de risco que concorre para o desenvolvimento de doencga ativa
¢ a coinfecdo com VIH (que afeta a eficacia do sistema imunitaria por infecdo e

destruicao dos linfocitos TCD4+, envolvidos na resposta imunitéria a TB). 567

1.1.4 Manifestacoes Clinicas

A TB pode ser classificada, quanto as suas manifestacoes clinicas em TB

pulmonar e TB extrapulmonar.

A TB pulmonar é por sua vez classificada em relacdo a infecdo primaria ou
infecdo pds-primaria.

A doenca primaéria ocorre pouco tempo ap6s o contacto com o bacilo e acomete,
principalmente, os lobos pulmonares inferiores e médios. Pode apresentar-se de forma
assintomatica ou com febre e dor pleuritica. A lesao calcificada formada inicialmente,
denominado foco de Ghon pode fazer acompanhar-se de uma linfadenopatia hilar ou
paratraqueal, visivel nos exames de imagem, formando o complexo de Ghon. Alguns
pacientes desenvolvem eritema nodoso, ou conjuntivite flictenular. Afetacao pleural é
frequente. No caso das criancas e dos imunocomprometidos, a doenca pode progredir
rapidamente e assumir formas mais severas, com derrame pleural e pneumonia
associada ao rompimento das linfadenopatias que neste contexto se podem
desenvolver. A disseminacdo hematogénea é frequente, resultando em TB miliar ou
disseminada, caracterizada pela formacao de lesdes granulomatosas nos oOrgaos

afetados.5

A TB pleural pos-priméaria é mais frequente nos adultos e resulta da reativagao
de TB latente ou de reinfecdo. Acomete principalmente os lobos pulmonares
superiores, devido a maior disponibilidade de oxigénio que favorece o crescimento e
desenvolvimento das micobactérias. Ocorre a formacao de cavita¢cdes pulmonares, com

contaminacdo das vias aéreas pelo material necrético liquefeito. As lesdes cavitarias



podem coalescer, originando pneumonia caseosa. A doenca pode remitir
espontaneamente ou seguir o curso da cronicidade, com fibrose e calcificacdo das
lesGes, e continua libertacdo de micobactérias pelas vias aéreas. Este um processo

debilitante denominado por phthisis. 5

Os sintomas iniciais sdo inespecificos e insidiosos. Consistem em febre baixa
intermitente, suores noturnos profusos, perda de peso, anorexia, mal-estar geral e
astenia. Posteriormente, os doentes podem apresentar tosse, que se vai tornando
produtiva, com expetoracao purulenta e hemoptises. A doenca invasiva pode afetar a
pleura e outras estruturas respiratdrias o que condiciona dispneia. Laboratorialmente,
pode haver anemia, leucocitose, trombocitose e aumento da velocidade de

sedimentacao e da proteina C reativa. 5

A TB extrapulmonar pode, virtualmente, envolver qualquer 6rgao. Por ordem
decrescente de frequéncia, os locais mais comummente afetados sdo: ganglios
linfaticos, pleura, trato genito-urinario, sistema esquelético, meninges, peritoneu e

pericéardio. 5

1.2 Tuberculose Pleural

A TB extra-pulmonar representou, no ano de 2018, um total de 15% dos 7.0
milh6es de novos casos notificados, com uma epidemiologia variavel de acordo com a
regido geografica, desde 8% nas regides do Pacifico Ocidental até 24% no Mediterraneo

Oriental

Antonangelo et al, constataram que a TB Pleural perfaz um total de 3,7% de
todos os casos de TB: 8,7% no Brasil, 6,5% a 8,7% na China e 10% a 19,3% em
Espanha.8 Shaw et al referem que 25% dos doentes com TB, tem TB extrapulmonar

como manifestacao inicial.”

A TB pleural é a segunda manifestacdo mais comum de TB extrapulmonar nos
paises desenvolvidos.9Shaw et al estimam que 3%-5% dos doentes com TB tém afetacao
pleural e que, em areas endémicas para a doencga, possa ascender aos 30%.7 A
incidéncia de pleurisia tuberculosa varia regionalmente, conforme a incidéncia de TB.
Em paises com incidéncia baixa/moderada, a TB pleural representa cerca de 4-5% do

total de casos de TB. Em paises com elevada incidéncia, varia entre 22.3% e 68.8%.1°

Nos paises com elevada incidéncia de TB, a TB pleural ¢ a principal etiologia de

derrame pleural.”

A invasao pleural pelas micobactérias pode ocorrer tanto na infecao primaria

como na reativacao de TB, sendo esta a mais comum nos paises desenvolvidos.



Ocorre quando um foco caseoso subpleural rompe, libertando bacilos e
antigénios bacilares no espaco pleural. Estas particulas vao interagir com os linfocitos
TCD4+ (Th1) e elicitar uma resposta imunolégica mediada por células, do tipo reacao
de hipersensibilidade tardia, com libertacao de citocinas capazes de estimular a acao
antimicobacteriana dos macrofagos. O processo inflamatoério vai aumentar a
permeabilidade capilar e prejudicar negativamente a drenagem linfatica local,

originando um derrame pleural.

Pode também manifestar-se sob a forma de empiema tuberculoso, que resulta
da extensao do processo infecioso aos tecidos contiguos, podendo formar-se um trajeto
fistuloso broncopleural com drenagem de material necrotico liquefeito resultante das

cavitacoes.

Como consequéncia, a pleural visceral poderd sofrer um processo fibroético,
condicionando uma patologia pulmonar restritiva, com resolucao cirargica via
descorticacao pleural.® Quando ocorre rotura de uma cavitacao, pode desenvolver-se
um empiema tuberculoso, que tem como consequéncia a criacdo de uma fistula
broncopleural e hidropneumotérax. Normalmente, requer tratamento cirargico, com
descorticacao pleural. Podem permanecer cicatrizes pulmonares de tecido fibrético que

condicionam clinica de doenca pulmonar restritiva.s

A apresentacio clinica da TB pleural pode ser aguda ou subaguda. E mais
frequente em individuos VIH positivos. Em VIH negativos, acomete mais
frequentemente os adultos jovens, exceto fendmenos de reativagdo, que tendem a

atingir preferencialmente os adultos mais velhos.”

A apresentacdo clinica pode ser um derrame pleural, com sintomas e sinais
variaveis, dependentes do volume acumulado. Pode ser assintomatico. Quando agudo e
sintomatico, os sintomas mais frequentes sao febre (75%), dor pleuritica (50%-75%) e
tosse nao produtiva (70%-75%). Pode existir mal-estar geral, cansaco anormal,
anorexia, perda de peso (25%-85%), suores noturnos profusos (50%) e dispneia (50%)

em graus variaveis.”

A derrame pleural é unilateral em cerca de 95% dos casos, de volume pequeno a
moderado. Contudo, pode apresentar-se como organizado em 12% a 18% dos doentes e

loculado em 30% dos doentes.

O exame objetivo do térax podera revelar macicez a percussao e auséncia de

murmurio vesicular.5

A abordagem diagnostica do doente com derrame pleural orienta para a

realizacdo de um raio X de térax, que confirma a sua presenca. Pode evidenciar outras



lesdes pulmonares secundarias a TB (4% a 20% dos casos) como cavitacoes,

consolidacoes pulmonares e nodulos pulmonares.®

Deve ser realizada uma toracocentese evacuadora ou diagnostica, para recolher
liquido pleural (LP). Tipicamente, o LP da TB pleural é citrico ou hemorragico, de

aparéncia limpida, turva ou serosa.
Cumpre os Critérios de Light para exsudado.

Os niveis de LDH e as proteinas totais estdo aumentadas e a concentracao de
proteinas no LP é superior a 50% da concentracio de proteinas no soro. A concentracao
de glicose pode estar discretamente diminuida ou normal. O pH esta entre 7,2-7,3,

exceto nos empiemas.

A contagem celular situa-se entre 1000-6000 cél/mm3. A predominancia
celular é variavel conforme a evolucdo da infecdo. No momento do diagnostico, a
maioria dos pacientes evidencia uma predominancia linfocitica, definida por uma
percentagem de linfocitos no LP superior a 50% ou um racio Linfocitos/Neutrofilos
superior a 0,75. Se os doentes forem testados numa fase mais precoce, com menos de 2
semanas de evolucado ou se se constatar a presenca de loculacbes ou empiema, existe
uma tendéncia neutrofilica. A presenca de mais de 10% de eosinoéfilos e de mais de 5%

de células mesoteliais torna o diagnostico de TB pleural pouco provavel.71

O LP é paucibacilar, a detecao do Mt no LP por microscopia direta e por cultura

é rara.:

Por esta razdo, a biopsia pleural é frequentemente necessaria para se estabelecer
o diagnostico definitivo, através da detecao de granulomas ou de cultura positiva. Pode
ser realizada amplificacio automética de acidos nucleicos do Mt, com resultado
positivo em 75% dos casos. Este teste ndao se encontra recomendado no LP porque

possui sensibilidade baixa e bastante variavel, entre 37%-71%.51°

O diagnostico definitivo de TB ¢é tido quando existe confirmacao
micobacteriolégica por microscopia direta com coloracdo de Ziehl-Neelsen ou cultura
dos materiais biolégicos: expetoracao, com sensibilidade de 62,5% e 100%,
respetivamente; LP com sensibilidade de 5,5% e 36,6%, respetivamente; e biopsia

pleural com sensibilidade de 25,8% e 56,4%, respetivamente.*

Korczynski et al, referem que a sensibilidade da baciloscopia e das culturas é de

6%-8% e 36.3%-41%, respetivamente.°

A Dbaixa sensibilidade e a variabilidade da sensibilidade dos testes

micobacteriologicos e o tempo de demora até que as culturas positivem (4-6 semanas
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em meio s6lido e 2 semanas em meio liquido) motivaram diversos estudos acerca de
potenciais biomarcadores que facilitassem o diagnostico, das quais a adenosina

desaminase (ADA) se destaca.t2

1.3 Adenosina Desaminase

A adenosina desaminase é uma enzima envolvida na metaboliza¢ao das purinas,
catalisando a conversdao de adenosina e desoxiadenosina em iosina e desoxiosina,

respetivamente. No processo existe libertacdo de amoénia.7

A ADA encontra-se presente em diversos tipos de populaces celulares.
Participa no processo de diferenciacao das células linféides e tem uma expressao

importante a nivel dos linfocitos T ativados.

Existem dois tipos de ADA: ADA1 e ADA2. A primeira predomina nos monocitos
e linfécitos. A segunda predomina nos mondcitos e nos macréfagos. No derrame
pleural de etiologia tuberculosa, esta representa 88% do total da atividade da ADA,

sendo o racio ADA1/ADA total é inferior a 0,42.71

Para a TB pleural, o doseamento da ADA2 tem melhor perfil de sensibilidade e
especificidade em relacdo ao ADA total, sendo de 97,2% e 94,2%, respetivamente, para
0 ADA2 e 93,7% e 88,7%, respetivamente, para a ADA total.8 Apesar do doseamento do
ADA2 aumentar a especificidade relativamente ao uso do ADA total, este método nao se

utiliza na pratica devido a nao estandardizacdo dos métodos de medic¢ao.!2

Diversas condicées patologicas provocam uma elevacdo da adenosina
desaminase no liquido pleural, como o empiema, em que a ADA est4 elevada em 2/3
dos casos, derrames parapneumonicos, em que a ADA esta elevada em 1/3 dos casos,
linfomas, tumores sélidos, doencas autoimunes, como artrite reumatbdide e lapus
eritematoso sistémico e outras doencas infeciosas, como a brucelose, febre Q,

histoplasmose e coccidioidomicoses.8

No caso da TB pleural, os valores da adenosina desaminase no liquido pleural
sao influenciados por diversos fatores demograficos, momento da colheita de liquido e

métodos de doseamento.

A idade condiciona a senescéncia do sistema imunitario. Verifica-se um
decréscimo da producao de células T naive, repertorios mais limitados de T-cell
receptor, reducao da funcao dos T helper, ativacao mais fraca dos linfécitos T, declinio
na quantidade e na qualidade dos macréfagos. Por isso, as alteracoes induzidas pela
idade no sistema imunitario tém consequéncias importantes na utilizacao clinica deste

biomarcador.t°
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Korczynski et al, citando Lee et al, referem que dentro dos pacientes com
pleurisia tuberculosa, aqueles mais velhos apresentavam niveis significativamente mais
baixos de ADA no LP. Ainda os mesmos autores referem uma analise multivariada em
que a idade mais avancada foi tida como um fator preditor independente de TB pleural
em pacientes com doseamentos de ADA baixos. Para pacientes mais jovens e com
niveis de ADA elevados esta associada uma maior probabilidade de TB pleural. Esta
probabilidade decresce significativamente com o decréscimo do ADA e com o

incremento da idade.°

Porcel afirma, com base numa meta-analise acerca de 16 estudos realizados em
Espanha (regido com baixa incidéncia de TB), de um total de 4147 pacientes, que o
doseamento do ADA pode estar falsamente diminuido em pacientes mais velhos. Ainda
o mesmo estudo mostrou que, para o cut-off de >35U/L, a sensibilidade (S) e
especificidade (E) do ADA no LP era de 93% e 96%, respetivamente. A area abaixo da
curva ROC era de 0.968 para identificar derrames pleurais de etiologia tuberculosa.
Verificaram que o método de doseamento nao influenciava o valor diagnostico do
ADA.»2

Relativamente ao momento da colheita e analise do LP, Kotsiu et al, reportam
que a atividade da adenosina desaminase se encontra diminuida nas fases iniciais da
doenca, enquanto o derrame apresenta uma predominancia linfocitica. 10% dos
doentes diagnosticados em fase precoce apresentavam niveis de ADA mais baixos.

Estes aumentam com a progressao natural da doenca.3

A exposicao cronica ao tabaco foi apontada por Lee et al como um fator capaz de
influenciar a atividade do ADA, pela imunossupressao causada pelos componentes
quimicos do cigarro, especialmente a nicotina, capaz de inibir a fun¢ao imunolégica das
células T, tendo concluido que o status de fumador ativo eram preditores significativos

de pleurisia tuberculosa na presenca de valores de ADA menores.*4

Esta conclusdo é controversa. Kotsiou et al, num estudo retrospetivo
longitudinal de 2017, com uma amostra 131 doentes, nao identificaram correlacao entre

os valores do ADA e o status tabagico dos participantes.'3

O uso da ADA como biomarcador de TB pleural é cientificamente valido e aceite
na pratica clinica, por ser um método simples, facilmente reprodutivel, com baixo custo

e com bom perfil de sensibilidade e especificidade.'3

Em relacao a Portugal, Reis et al, publicaram em 2014 um estudo transversal de
4 anos, com 107 pacientes, em que determinaram o valor cut-off do ADA mais ajustado

a populagdo do estudo, representativa da situacdo do pais. Neste estudo, o um valor
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inferior a 40U/L é virtualmente capaz de excluir TB pleural, com um valor preditivo
negativo (VPN) de 98.7%. Um valor de ADA superior a 74.6 U/L com predominancia de
linfécitos (>50%), tem um elevado valor preditivo positivo (VPP), de 93.75% e pode ser

usado para confirmar o diagnostico com uma taxa de erro minima de 1.1%.

Através da curva ROC, o valor cut-off que apresentava melhor perfil de S, E,

PPV e NPV foi 40.5 U/L, respetivamente, 95%, 91.55%, 73.08%, 73.08% e 98.77%.

Associacao da predominancia de linfocitos no LP (>50%), aumentou a E para

95.40% e o PPV para 82.61%.

O estudo conclui que o ADA deve ser considerado um meio de diagnostico de TB

pleural til no contexto portugués.s
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Objetivo

Este trabalho tem como objetivo determinar quais as variaveis que influenciam
o valor cut-off de adenosina desaminase no liquido pleural e a sua consequente
utilizacdo na pratica clinica. Propoe-se ainda a determinar qual o valor cut-off que
apresenta um melhor perfil de sensibilidade e especificidade, para uma populacao
coorte diagnosticada com tuberculose pleural, no periodo de tempo compreendido

entre janeiro de 2016 e dezembro de 2018, na ULS Guarda.
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Materiais e Métodos

Foi realizado um estudo transversal retrospetivo, baseado na consulta dos
processos clinicos de todos os pacientes que efetuaram o doseamento do ADA no
liquido pleural, no laboratério da ULS da Guarda, no periodo de tempo compreendido

entre janeiro de 2016 e dezembro de 2018.

Foram recolhidos dados sociodemograficos (local de residéncia, naturalidade,
status tabagico, patologia pulmonar preexistente, tuberculose prévia, estado de
imunossupressao e idade no momento do diagnostico) e dados relativos ao tipo de

derrame pleural e diagndstico final.

Incluiram-se no estudo todos os pacientes com idade superior a 18 anos, com
diagnostico final de tuberculose pleural confirmado por microscopia direta com
coloracdo Ziehl-Neelsen, crescimento micobacteriano em meio de cultura Lowenstein—
Jensen e pesquisa positiva de ADN do Mt no liquido pleural/biopsia pleural. Foram
excluidas as amostras repetidas, os derrames pleurais compativeis com transudados e

os derrames idiopaticos

3.1 Analise Estatistica

3.1.1 Métodos Estatisticos

Recolhidos os dados da amostra suprarreferida, esta investigacao utilizou uma
abordagem quantitativa da andlise de dados recorrendo ao Software Statistical
Package for Social Science — SPSS, versao 26.0 para Windows, para o tratamento
estatistico dos dados, em que se assumem os valores de p inferiores a 0,05 como
estatisticamente significativos. Inicialmente, foram realizadas analises descritivas como
a frequéncia, médias e desvios padrao. Posteriormente, para a decisao acerca de qual o
tipo de testes estatisticos que deveriam ser utilizados — paramétricos ou nao-
paramétricos — realizou-se uma anélise exploratdria, onde se testou a normalidade dos
dados. As variaveis em estudo nao apresentaram uma distribuicdo normal (valores de p
inferiores a 0,05), concluindo-se que os testes a utilizar seriam os nao paramétricos. A
analise inferencial foi feita através de testes de associacdo intra-sujeito e testes de
diferencas inter-sujeitos, recorrendo aos coeficientes de correlacio (de Spearman) e

para testar as diferencas, realizar testes de Mann-Whitnney.

A curva ROC foi realizada com o MedCalc® v 19.1.3.
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Resultados

A amostra inicial era de 200 pacientes. Apés a aplicacao dos critérios de
inclusdo e de exclusdo, a analise estatistica incidiu sobre um total de 136 pacientes.
Foram excluidos 64 pacientes, por se tratarem de amostras repetidas, derrames

idiopaticos, transudados e doseamento de ADA realizado no liquido pericardico.

Dos pacientes sobre os quais incidiu a anélise, 82 eram do sexo masculino

(60.3%) e 54 do sexo feminino (39.7%). A idade média era de 70,43 anos (DP = 15,65).

Em relacao a naturalidade, 108 eram da Guarda (79.4%); 10 de Castelo Branco
(7.4%); 6 de Viseu (4.4%); 3 de Coimbra (2.2%); 2 de Portalegre (1.5%); 1 de Beja
(0.7%); 1 de Braganca (0.7%); 1 de Angola (0.7%); 1 do Brasil (0.7%); 1 da Bélgica

(0.7%); e 2 de naturalidade desconhecida (1.5%).
131 (96.3%) residiam na Beira Interior e 5 ndo residiam na Beira Interior (3.7%).

Em relacdo ao status tabagico, 21 eram ex-fumadores (15.4%); 34 eram nao
fumadores (25.0%); 15 eram fumadores ativos (11.0%); e desconhecia-se o status

tabagico de 66 doentes (48.5%).

Em relacdo a existéncia de patologia pulmonar concomitante, 1 apresentava
asma (0.7%); 1 apresentava DPOC, SAOS e HTP (0.7%); 1 doente tinha HTP (0.7%); 1
apresentava metastizacdo pleural de uma neoplasia nao pulmonar (0.7%); 7
apresentavam neoplasia pulmonar (5.1%); 1 apresentava uma neoplasia pulmonar e
DPOC (0.7%); 2 apresentavam SAOS (1.5%) ; 2 apresentavam SHO (1.5%); 1
apresentava SHO e DPOC (0.7%); 117 nao tinha qualquer patologia pulmonar
concomitante (86.0%) e desconheciam-se dados acerca deste parametro em 2 doentes
(1.5%).

Em relacdo a estados favorecedores de imunossupressao, 69 doentes nao
apresentavam a sua imunidade comprometida (50.7%). 67 doentes apresentavam
patologias que comprometiam a sua imunocompeténcia, dos quais 18 apresentavam
diabetes mellitus (DM) (13.2%); 7 apresentavam alcoolismo crénico (5.1%); 7
apresentavam neoplasia do pulmao (5.1%); 13 apresentavam outras neoplasias (9.6%);
3 tinham uma doenca autoimune (2.2%); 2 apresentavam doenca renal cronica (1.5%);
2 apresentavam doenca hepética cronica (1.5%); 3 tinham uma neoplasia e DM (2.2%);
2 tinham uma neoplasia e uma doenca autoimune (1.5%); 2 tinham uma neoplasia e
DRC (1.5%); 1 tinha uma neoplasia e doenca hepatica cronica (0.7%); 1 tinha DRC e DM

(0.7%); 1 tinha DRC e uma doenca autoimune (0.7%); 3 apresentavam DM e alcoolismo
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cronico (2.2%); 1 apresentava uma neoplasia, alcoolismo crénico e doenca hepatica

(0.7%); 1 apresentava DM, alcoolismo crénico e doenca hepatica (0.7%).

Em relaciao as dimensoes do derrame, 76 derrames ocupavam mais de metade
do hemitbérax (55.9%). 41 nao ocupavam mais de metade do hemitérax (30.1%).

Desconheciam-se dados sobre esta parametro em 19 doentes (14.0%)

Em relacdo ao aspeto macroscopico do derrame, 38 eram derrames hematicos
(28.0%); 1 era fibrinoso (0.7%); 32 eram turvos (23.5%); 58 eram derrames serosos
(42.6%); 1 era limpido (0.7%); 1 era lipémico (0.7%); desconheciam-se dados acerca

deste parametro em trés doentes (2.2%).

Em relacao ao diagndstico, havia 10 derrames tuberculosos (7.4%); 54 derrames
infeciosos (39.7%), dos quais 10 eram empiemas (18.5%); 45 derrames neoplasicos

(33.1%); e 27 tinham outros diagnosticos (19.9%);

As carateristicas do LP dos doentes da amostra, para a média e desvio padrao
para o ADA, pH, glicose, eritrocitos, racio LDH LP/LDH soro, racio proteinas
LP/proteinas soro, racio linfécitos/polimorfonucleares do LP, encontram-se

apresentadas na figura 1.

Média Desvio Padrio
ADA (UT/L) 14,05 1,56
pHdoLP 7,88 0,04
Glicose do LP (mg/dL) 112,56 5:53
Eritrécitos do LP (/mm™3) 16783,1 3036,51
Racio LDH do LP / LDH do soro 2,2 0,43
Racio proteinas do LP | proteinas do soro 6,64 0,09
Récio linfécitos |/ polimorfonucleares do LP 14,83 2,54

Figura 1 Carateristicas do liguido pleural da amostra em estudo

A anélise comparativa entre os doentes com TB pleural e os doentes com outros
diagnosticos, em relacao as diferencas das carateristicas demograficas e do LP

encontra-se na figura 2 e figura 3.
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Tubercalose pleural

Mao tuberculose plenral

K=10 M =126
MMédia Desviopadrio Média Desvio padrio
Idade (anos) 5780 2262 74,43 14,63
ADA (TTT/L) 29:14 14,05 13,92 15,71
pH do LP 8,00 0,00 =58 0,33
Glicose do LP (mg/dL) 9390 3537 10,14 58,79
Eritrécitos do LP {/mm™3) Bjwooe 2397998 4586535 14867045
Firio LDH do LP / LD do soro 145 0,88 272 4,66
Fario proteinas do LFP [/ proteinas do soro 0,70 0,04 XL o1z
Fécio linfcitos [ polimorfonucleares do LP 3429 3675 10433 16,56

Figura = Analize comparativa entre doentes com tubercalose pleural & doentes com outros
diagnosticos em relacdo s diferencas das carateristicas idade e das carateristicas do iquido pleural
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1 DM, alesolisma erdnico & doenga hepitica
DEEREY]

Figura 3. Andlise comparativa entre os doentes com TH pleural & as doentes com ontros diagedasticos, em

relacion s

fiferencas das carnteristicas demogrificas
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Os valores cut.off do ADA e os respetivos valores de sensibilidade e

especificidade para a amostra do estudo, encontram-se representados na figura 4.

rﬁ,ﬁ) Sensibilidade (%)  o5%IC  Especificidade(%)  gs%IC
zo 100,00 65,20 - 100.00 0.00 0.00 - 2,90
=73 100,00 69,20 - 100,00 35.68 21,20 - 48.80
* Ted Q0,00 5330 - 9970 30.48 3180 - 40.60
= 10,7 90,00 55.50 - G970 270 53.60 - 7110
10,9 Bo,00 44.40 - g7.50 270 53.60 - 7110
>12,2 Bo,00 44.40 - g7.50 71,43 G270 - Fo.40
>12.3 70,00 34.80-93.30 71,43 G270 - Fo.40
> 24.9 70,00 34.80-93.30 Br.a0 Bo.20 - gz.60
= 2G.7 So,00 z6.20 - 87.80 Br.a0 Bo.20 - gz.60
>33 So,00 z6.20 - 87.80 8g.68 B3.00 - 94.40
=541 40,00 17,20 - 780 8g.68 B3.00 - 94.40
> 353 40,00 17,20 - 780 o482 B4.00-g5.00
> 268 20,00 670 - 65.20 o482 B4.00-g5.00
=28 20,00 2.50 - 55.00 9127 B4.90 -g5.50
>384 20,00 2.50 - 55.00 gz.00 Bi.90 - gb.10
> 396 10,00 0.3 - 44,50 gz.00 Bi.90 - gb.10
> 44.9 10,00 0.3 - 44.50 2365 Srigo-grzo
> 494 0,00 o.o0 -3o.80 94,44 E8.90 -gryo
= G341 0,00 o.oo -3ou80 100 §7.10 - 100.00

Figura 4. Valoras cut-off do ADA e os respetives valores de sensibilidade &
especificidade do estudo

A anélise curva ROC, para a amostra, encontra-se na figura 5.

ADA
100 |
80 |
> L [Sensitivity: 70.0
= 60 K Specificity: 87,3
-*ﬁ L Criterion: =249
o 40[ 2
m L
20 f AUC = 0,808
. i P < 0,001

0 20 40 60 380 100

100-Specificity
Figura 5. Analise AUC-ROC para a amostra

Relativamente as diferencas entre os doentes com TB pleural e os doentes com
outros diagnosticos, os testes de Mann-Whitney demonstraram que nao ha diferencas

estatisticamente significativas entre os dois grupos ao nivel da idade (U=409.50,
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p=0.07), sexo (U=560.00, p=0.49), residéncia (U=587.00, p=0.27), naturalidade
(U=547.00, p=0.37), status tabagico (U=179.50, p=0.38), estado de imunossupressao
(U=596.50, p=0.76), pH do LP (U=505.00, p=0.11), glicose no LP (U=519.50, p=0.36),
eritrécitos no LP (U=580.50, p=0.90), racio LDH LP/LDH soro (U=417.00, p=0.72) e
racio proteinas LP/proteinas soro (U=175.50, p=0.17). Houve diferencas
estatisticamente significativas para o parametro racio linfécitos LP/polimorfonucleares

LP (U=270.00, p=0.004).

Foi realizado o teste de correlacdo de Spearman, entre o valor do ADA (UI/L) e

as restantes variaveis do estudo, que se encontra na figura 6.

ADA (UITL)
Idade (anos) rs=-0,08,p=0.33
Sexo r5=-0,15;p = 0,08
Residéncia r$=-0,03; p=0,76
Naturalidade r8=-0,02; p=0,84
Status tabagico r$=0,05;p = 0,68
Imunossupressio rS=-0,12; p= 0,17
pHdoLP rE=-0,34% p= 0,00
Glicose do LP (mg/dL) 5= - 0,41%%; p = 0,00
Eritrocitos do LP (/mm*3) r$=0,00; P = 0,31
Racio LDH do LP / LDH do soro S = 0,44%%; p = 0,00
Racio proteinas do LF | proteinas do soro s = 0,25%; p = 0,02

Racio linfocitos LP / polimorfonucleares LP 75 =- 0,17%; p = 0,05

Figura 6. Correlagies nio - paramétricas entre a variavel ADA e as

restantes variaveis em estudo; Correlagies de Spearman com significancia

*p<0,05 e ¥¥p<0.01

Verifica-se que existe uma forte correlacao negativa entre o valor de ADA e o pH

do LP, entre o valor de ADA e a glicose do LP, com nivel de significancia para p<0.01.
Existe uma correlagdio negativa entre o valor de ADA e o racio linfocitos
LP/polimorfonucleares LP, com nivel de significancia para p<0.05. Existe uma forte
correlacdo positiva entre o ADA e o racio LDH LP/LDH soro, com nivel de significancia
para p<o0.01 e ainda uma correlacdo positiva entre o ADA e o racio proteinas no

LP/proteinas soro, com nivel de significancia para p<0.05.
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Discussao

O valor cut-off para o doseamento do ADA no LP atualmente utilizado é o de
40.5 U/L. Este valor foi estabelecido por Reis et al, em 2014, altura em que Portugal era
considerado um pais de moderada incidéncia, com uma taxa de 25.9 casos/100.000
habitantes. Atualmente, a incidéncia de TB no pais decresceu significativamente.
Passou a ser classificado como um pais de baixa incidéncia, com 15.4 casos/100.00
habitantes. Neste contexto, ndo foram desenvolvidos ajustes no valor cut-off utilizado,

sabendo que a incidéncia da doenca afeta a sensibilidade e especificidade do mesmo.

Tem sido validada a possibilidade de existirem outros fatores que afetem o

desempenho de sensibilidade e especificidade do ADA.

A amostra utilizada neste trabalho é representativa da populacdo da Beira
Interior, que se carateriza por ser uma populaciao envelhecida, com idade média de

diagnostico de 70.4 anos e com comorbilidades significativas.

Os doentes inseridos no grupo de diagnostico “outros diagnosticos” tinham uma
idade média de apresentacdo superior aos outros grupos, sendo de 73.33 anos,
seguindo-se do grupo dos “paraneoplasicos”, com idade média de 72.80 anos, e do
grupo dos derrames “infeciosos”, com idade média de apresentacdo de 69.33 anos. O
grupo que tinha uma menor idade média de apresentacao foi o grupo da TB pleural,
com 57.80 anos. Estes dados estao de acordo com a bibliografia, que refere que os casos
de TB pleural tendem a ocorrer em individuos mais jovens, comparativamente com os
casos de derrames infeciosos e paraneoplasicos. Estes ultimos aumentam com o

avancar da idade.5014

Na amostra, a principal causa de derrame foi a causa infeciosa, com 54
ocorréncias, seguindo-se a paraneoplasica, com 45 ocorréncias e, por fim, a TB pleural,
com 10 ocorréncias. Segundo a literatura, o envelhecimento da populacao torna as
causas paraneoplasicas as causas mais frequentes de derrame pleural, o que nao se

verifica nesta amostra. 510:14

Em relacao ao valor de ADA doseado no LP, o grupo que tinha a maior média de
valores foi o grupo da TB pleural, com 29.14 U/L, seguindo-se os derrames infeciosos
com ADA médio de 18.8 U/L, os derrames paraneoplasicos com ADA médio de 11.16
U/L e os derrames de outras etiologias com ADA médio de 8.73 U/L. O facto de o ADA
no grupo de TB pleural ser mais elevado em relacdo aos restantes encontra-se
concordante com a bibliografia. Contudo, para o grupo de TB pleural, o valor do ADA
médio encontra-se consideravelmente distante do valor cut-off sugerido pelas

anteriores publicacoes.!s
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Ao realizar a andlise do perfil de sensibilidade e especificidade dos diferentes
valores cut-off possiveis face as caracteristicas da amostra, verifica-se que o valor mais
préoximo do valor de corte de referéncia (40.5 U/L) é o valor de 39.6 U/L e que este
possui uma baixa sensibilidade e especificidade, o que na pratica clinica prejudica o
desempenho associado a sua utilizacdo. Ao utilizar este valor para diagnosticar os
doentes com TB pleural, constata-se que 9 do total de 10 doentes deixaria de ser
corretamente diagnosticado. Verifica-se, com base na andlise estatistica efetuada que o
valor de corte que exibe uma melhor sensibilidade e especificidade para esta amostra é
o de 24.9 U/L, com uma sensibilidade de 70% (versus 10%) e especificidade e 87.3%

(versus 92.06%). Para este valor, a AUC ROC era de 0.808 (P<0.001).

Neste estudo, segundo os testes de correlacio de Spearman, verificou-se a
existéncia de correlacao positiva entre o ADA e o racio LDH LP/LDH soro e entre o
ADA e o racio proteinas LP/proteinas soro, o que significa que a medida que o
doseamento de ADA no LP tende a aumentar ou a descer, em consequéncia de
processos fisiopatologicos, estes parametros aumentam ou descem, de acordo. Esta

correlacdo é apoiada pela bibliografia, que sugere que o processo inflamatoério

responsavel pelo aumento do ADA, faz também aumentar o LDH e as proteinas no LP.

5,6,8

Verifica-se que existe correlacdo negativa entre o valor de ADA e o pH do LP,
entre o valor de ADA e a glicose do LP, entre o valor de ADA e o racio linfécitos
LP/polimorfonucleares LP, o que significa que a medida que o doseamento de ADA no
LP tende a aumentar ou a descer, em consequéncia de processos fisiopatologicos, estes
parametros descem ou aumentam, de forma inversa. Esta correlacdo é apoiada pela
bibliografia, que sugere que o processo inflamatoério responsavel pelo aumento do ADA,
faz também diminuir o pH do LP, a glicose e o racio (pelo aumento de

polimorfonucleares envolvidos na resposta). 568

Em estudos realizados previamente por diversos autores, foi sugerida e
explorada a existéncia de correlacdo estatisticamente significativa entre o ADA e a
idade, ADA e estado de imunossupressao e ADA e tabagismo. Embora esta nao se tenha
verificado de forma consistente, devido a dificuldades inerentes aos desenhos dos
estudos, o conhecimento acerca da fisiopatologia da TB pleural parece sugerir que estes

parametros possam, efetivamente, exercer influéncia.0.14-15

Nesta investigacao, nao foi possivel verificar-se correlacao entre o ADA e as

variaveis descritas no paragrafo anterior.

Os resultados podem ter sido prejudicados pelas limitacGes inerentes ao

desenho do estudo. Primeiramente, este é um estudo unicéntrico realizado com uma
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amostra de pacientes de nimero moderado (n=136), refletindo a epidemiologia local da
TB pleural (n=10). Existem diferencas no contexto epidemiologico e demografico no
resto do pais. A amostra reduzida podera ter impedido a obtencao de significancia

estatistica em relacao as variaveis confundidoras de ADA.

Em estudos subsequentes recomenda-se o aumento da amostragem e o

envolvimento de outros centros hospitalares.

Ainda assim, o presente estudo vem mostrar a necessidade de re-equacionar o
valor de cut-off de ADA pleural em funcao da evolucao epidemioldgica de TB tanto a
nivel nacional como local. Na nossa amostra o melhor valor cut-off obtido de ADA no
LP foi 24.9U/L. Estes resultados sublinham a necessidade de repensar este valor, dado

que o limite proposto nao permitiu diagnosticar 9 dos 10 pacientes com TB pleural.®
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