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RESUMO

A obtencdo de Hemocomponentes labeis, seu conérall@portancia na pratica hemoterapica tem
merecido especial atencdo dos profissionais daesafdtodo mundo. Visando a atingir qualidade
programa Hemocentro 2000 objetivou-se estandardizar a producdo de concntla plaqueta (CP)
gue estivesse dentro dos padrdes internacionaisitdss Neste sentido, 0os seguintes parametrosnfora
monitorados: 1) calibragcdo sistemética dos equiptoeeenvolvidos no processo; 2)determinacdo do
tempo ideal de coleta de sangue para produgdo fd8)@B8colha do melhor método de determinagéo de
pH, volume e hematimetria. Os resultados obtidearten a reformulacdo dos procedimentos técnicos
adotados. Constatou-se que: 1) a instalacdo doot®ute qualidade no servico gerou certa animosidad
que dificultou em parte a obtencdo dos dados; 2yal@acdo do equipamento, concluiu-se que a
centrifuga produzida no Brasil ndo atinge velocgdadxigidas pela técnica de calibragdo, ndo sendo,
portanto, indicada para este fim; 3) foram mondosdiferentes intervalos de tempo, sedo que os CPs
produzidos a partir de sangue total colhido emniate de tempo inferior a oito minutos, deram os
melhores resultados; 4) determinou-se o pH pordifésentes métodos: pHmetro (P HMETER HM{BA

e aparelho de gasometria NOVA Star Profile Plis B determinacdo do pH pelo método de fita,
simples, rapido, de baixo custo deu os mesmostadssl dos dois métodos comparativos, sendo indicado
seu uso antes da liberacdo imediata do hemocomigori®napds determinacdo de centrifuga que teve
melhor desempenho, definiu-se 0 melhor técnicocloordo que este corresponde ao Unico técnico de
nivel superior da equipe. Estes resultados, d#tatisente validados, apontam para a indiscutivel

necessidade do investimento continuado para quegjfio de recursos humanos.
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summary

Labile hemocomponents obtaining, its control anghartance in homotherapic practice has received
special attention from health professionals allroe world. In order to reach quality — Hemocenter
Program 2000 — it was aimed to standardize theywmtaxh of platelet concentrade (PC) which was under
the described international standards. Thereftee fallowing parameters were evaluated: 1) sistemat
calibration of processing equipments; 2) deternomatof ideal time for blood collecting for PC
production; 3) choosing the best method for pH mheiteation, volume and hematimetry. Obtained results
led to reformulation of adopted techinical procedurts was concluded that: 1) implantation of iserv
quality control raised some hostility which madedtmewhat difficult to obtain data; 2) it was camdd,

for equipment validation, that Brazilian centrifagi machine did not reach the speed required for
technical calibration what made it not reliable $mch work; 3) different time intervals were obsetv
and it was concluded that PCs produced from tdteddbcollected in a time interval inferior to 8 rates
showed the best results; 4) pH was determined giw8udifferent methods: pHmeter (Phmeter hmIgA
gasometry apparattus NOVA Star Profile Plis &1d pH determination through thread method whéch i
simple, fast and cheap showed the same resulted&/® comparetive methods which are indicateceto b
used before immediate homocomponents liberatioafté) determination of the best centrifunging &sw
determined the best technician who is the only wite corresponding university degree in the team.
Such results, statistically validated, show a gmetessity of a continuous investment on personnel

qualification.
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INTRODUCAO

A obtencdo de Hemocomponentes labeis, seu comrioigortancia na pratica hemoterapica tem
merecido especial atencdo dos profissionais daesaidtodo 0 mundo. No entanto, isto sé é possével s
houver controles que permitam a validacdo do poodetuzindo contaminantes celulares, minimizando
os efeitos imunoldgicos, selecionando produtos edivgis com o sistema HLA do paciente, garantindo
a seguranca transfusional, ndo s6 através de sEst@égicos, mas também assegurando sua vialslidad
e eficacia terapéutica.

Objetivando um programa de qualidade, o Hemoceugleo Botucatu elaborou plano de
estandardizacdo de Concentrado de Plaqueta (C&)e deelaboracdo de manuais técnicos, definidos
mais recentemente como Procedimentos Operacioadisi®{POP), lembrando que qualidade deva ser
definida como sendo um conjunto de caracteristieasm determinado produto ou servigo em satisfazer
0 USUdrio, no caso o paciente.

O Setor de Produgdo de Componentes Labeis é regato POPs que devem prever
sistematicamente: formacéo e reciclagem continyzedsoal; registro adequado e facil acesso aasdad
laboratoriais, mantidos em duplicatas, principali|mems servicos informatizados; registro do coatrol
térmico dos equipamentos, tais como: banho-mfigezer , geladeira, cAmara fria, etc.; garantia de
sigilo e protecdo de todas as informagdes regestradanutengdo adequada de equipamentos; inspegéo e
calibragem periédicas dos equipamentos, devendoétsdos utilizados ser monitorados; seguranca do
produto obtido, controlado e liberado para usop@utico; produto de acordo com as especificacdes
técnicas, previstas nos manuais internos; pooajeitado (fora das normas) pelo CQ, eliminadoistp
terapéutico. E preciso que, através das normgwmeseja(m) o(s) problema(s) e se lhes remova aacaus
béasica; manuseio, armazenamento e embalagem adequa&an danificacdo para o produfeedback
preciso, através da apresentagéo e discussaosittades do CQ, pelos chefes de setores e diregah g
adequada documentacdo sobre todos os resultadosnttele dos produtos; motivagdo do trabalho
técnico, para garantir-se a seguranca do prodgplicendo-se por que os procedimentos de consédxe
necessarios; auditoria(s) do(s) processo(s) pardeterminar se estdo sendo efetuadas verificacdes
apropriadas, exigidas legalmente, e se 0os produt®itos ou rejeitados sdo monitorados durante dodo
processo de obtencdo; planejamento e execucdowds bécnicas de controle, avaliando-se 0s seus

resultados e validando-as, para institui-las naaato controle.



Os CPs, obtidos por citocentrifugacdo da bolsaafgue total tripla, cujo plastico é para
conservagdo de plaquetas durante 5 dias (Calhd6),{S8SEM® , HEMOBAG® , BAXTER®) foram
controlados nos parametros classicamente definaap: volume, temperatura de estoque e condi¢do
de armazenamento (Katz et al, 1976). Atualmemtegdeterminados servicos, sao realizados contraes d
qualidade extremamente rigorosos, chegando-seysiuel a avaliar a forma , densidade das plaguetas
testes de recuperacéda vivo, além da avaliacao microbiolégica ( Arpi et al,198BRirphy et al,1994 ;
Sazama,1994), testes ndo realizados neste trabalho.

Objetivou-se: estabelecer um programa de calibraggtematica de equipamentos; ajustar as
centrifugas para a obtencdo especifica de CP;edstald pardmetros rigidos de controle dos CPs,
baseados inicialmente em: constatacdo do seguingmimanual existente, determinacéo de volume, pH
e hematimetria; controlar e avaliar o tempo de taolgue resulta em hemocomponente de melhor
qualidade; estabelecer as diferengas qualitativies es técnicos do setor; promover, através dedgio

continuada, readequacao e atualizagdo técnicaadmsnas dificuldades diagnosticadas.

MATERIAL E METODOS

Foram estudados 504 Geandard no dia 1 (D1) da preparacdo num periodo de sesesne
durante os quais se padronizaram as centrifugaseeaautilizadas na realizacdo do CP, em funcdo dos
seus respectivos raios. Segundo Cavalier e a AABBsangue total deve ser submetido a uma
centrifugacdo de 2000 g, durante 3 minutos, e sn@arico em plaquetas (PRP), a uma centrifugacéo de
5000 g, durante 5 minutos. Aplicando-se a formuté:= 0.00001118 . R . A onde rcf =relative
centrifugal force, R = raio da centrifuga em cm, N = rotacdo porutain

Uma vez padronizada esta formula foram identifisacamo C1 = FANEN F22, com raio de
20,3 cm e C2 = MLW Eletronic K &0, com raio de 26,83 cm, a qual foi anotada peloitécno
momento da separacdo do hemocomponente juntamantsiu@ rubrica. Através desta, os trés técnicos
foram identificados como técn. 1, técn. 2 e técpo3teriormente.

Com o intuito de se comprovar a influéncia do tempaoleta, na qualidade numérica e funcional
dos CPs, segundo dados de publicagfes, optou-aeqmeiometragem da coleta (Reiss & Katz, 1976).
Mondaine Stop Watdh e os tempos de coleta foram divididos em intes/giendo o T 5 minutos; o

T2=56;T3=6 7, T4=7 8, T5=8 12.



Os parametros controlados foram volume, pH pordifsentes métodos: pH1 em pHmetro pH
METER HM-6A, pH2 em fita Merckl, pH3 em aparelho de gasometria NOVA Star Profile B,
contagem plaquetéaria no aparelho Coulter TEB9€ujo valor final se obteve em funcdo do volume do
CP obtido.

O método estatistico aplicado utiliza medidas datrakdade e da variabilidade dos dados
(Padovani, 1991; 1995) e posteriormente, com ataa@ dos limites de confianca , para a resposta
média, assim como com composi¢cdes de interessetentpo, técnico e centrifuga.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os controles envolveriam a qualidade da formac&oref®irsos humanos, equipamentos,
metodologias utilizadas e avaliac@o dos controtegentes. Spackman & Beck, em 1990, publicaram um
trabalho a respeito do monitoramento dos recuraomahos e da verificagdo da qualidade de
componentes sanguineos, correlacionando-os comossivpis efeitos deletérios que produtos néo
controlados provocam nos pacientes (Aster, 1995).

As primeiras constatac6es foram a indisposicdo deszonforto, ocorridos dentro do setor de
producdo de componentes labeis, pois as pessessirdaia clara exposicdo de motivos feita previaenent
sentiam-se mal, por estarem sendo observadas, to mais desconfortavel ainda, pelo fato de seu
trabalho estar sendo monitorado. Isto criou, pderdgnado tempo, oposicdo ao controle. Esta € uma
posicdo extremamente preocupante, pois, segundaiddram projeto de qualidade ndo pode limitar as
pessoas, vestir ha equipe uma camisa de forcasimaproporcionar-lhes maior rendimento e melhor
entrosamento nas atividades realizadas.

Os resultados dos testes realizados foram compaiado os definidos internacionalmente, para
CPstandard: 25,5 x 13° plaquetas por unidade, pH de 6,4 a 7,4 e volumibde60 ml (Cavalier, 1987;
AABB, 1990; Brozovic et al, 1992; Stivala & Wagd$taf994). Todas as conclus@es foram discutidas no
nivel de 5% de significancia, sendo que o respedtitervalo de confianca corresponde a confialdiéda
de 95%.

Ap6s o estudo individual de todos os dados, elegemcomo tempos ideais os codificados como
T1 e T3, que correspondem, respectivamente, aasamjetado num periodo5 minutos e entre 6,1 e 7
minutos, inclusive. Esta deciséo baseou-se nomégto da contagem plaquetaria e na determinagéo do

pH dos CPs, obtidos nas duas centrifugas, em futhgidrés técnicos (tabelas 1, e 2). Estes resgltad



confirmam o que Cavalier, em 1987, ja constatousgmgue coletado com tempo superior a 12 minutos é
considerado inadequado para a producdo de plaqistiEs autores baseiam-se no fato de que sangue
coletado lentamente propicia a formacdo de micgudo&, o que determina a baixa da qualidade dos
CPs.

Objetivando-se avaliar as condic¢des técnicas de peafissional, consideraram-se: o resultado da
variavel volume nos produtos (cabe lembrar que lnmve de plasma residual depende, quase que
exclusivamente, do técnico manipulador) e os reda hematimétricos.

Conclui-se que o profissional, codificado como Tégno Unico com nivel superior, foi 0 que
obteve melhor desempenho. O Técn. 1 obteve ressltdeésfavoraveis, nos diferentes paradmetros
estudados, mas foi 0 volume o determinante dosrem@ros. Os resultados do Técn. 2, no globanfor
inferiores aos do eleito como o melhor.

Na validacéo das centrifugas ocorreram dificuldadiegais, as quais se baseiam no fato de que a
centrifuga FANEM F22 n&o atinge a velocidade necesséria para a ceyacifio. Como se trata de um
equipamento nacional, largamente utilizado para &ss adaptou-se a rotacdo, na segunda fase, para
3600rpm, durante 10 minutos; embora os célculagsgsem uma velocidade de 4693rpm.

Para a avaliacdo dos resultados que elegeram dfugatque atingiu os objetivos de qualidade
internacionalmente, levaram-se em consideracéoelbanintervalo de tempo (juncdo de T1 e T3) e 0
técnico de melhor desempenho.

A tabela 3 é uma apresentagdo resumida dos ressltesimparativos das duas centrifugas
estudadas. Os dados hematimétricos sdo evidentesntiifuga FANEM F22 ndo permite a obtencéo
de CPs, dentro dos padrbes de qualidade estalmeddconstatacdo de que se obtém como limite
inferior 1,66 x 16° e limite superior 2,6 x 0, para um valor esperado superior ou igual a 5,6,
mostra sua inadequacdo. Para se obter o mesmo é&fedpéutico nos pacientes, seria necessario
transfundir, no minimo, 2,7 vezes mais hemocomp@seriniimeras sao as conseqiiéncias deste ato:
aumento dos riscos imunolégicos (Grijznhout, 19@4llison, 1989) e infecciosos (Genetet, 1990) para
0s pacientes.

O volume, aceito pela maioria dos autores comol,id@aia entre 45-60 ml, sendo histérica a
importancia da conservacao das plaquetas, Holmé&, 98, publicou que volumes de plasma aumentam

os riscos de diminuir o pH e também os da ativaigéplaquetas.



Para o pH ndo foram detectados valores fora do@pagelos trés diferentes métodos, utilizados
neste estudo, assim como nao foram observadafenmdterias, quer das centrifugas, quer dos técnicos.
Constatou-se que a fita Mefdk empregada para a determinagdo rapida do pH, énstnumento
fidedigno, podendo ser utilizada na pratica pata s, antes da liberacao da bolsa de CP ao pacien
Alguns pesquisadores acreditam que a funcéo plagaesta prejudicada em niveis de pH entre 6,6 € 6
(Pisciotto, 1991). Por isso, determinou-se quea gate trabalho sdo aceitas como plaquetas adeguada
para a transfuséo aquelas com pH entre 6,4 e 7,4.

Com os resultados hematimétricos, podemos consfa¢aos técnicos influenciam diretamente na
qualidade do produto final, porque sdo os manipuiksl Quando estdo irritados e agitados, interferem
diretamente na qualidade final dos CPs.

O figura 1 mostra a interferéncia das centrifugasantagem plaquetaria, sendo este um indicador
essencial da qualidade dos produtos (Mcshine &08ll). Isto é extremamente preocupante, pois@uni
fabricante nacional de centrifugas refrigeradagjeedomina o mercado interno, coloca a disposiggo d
Centros de Transfus@o Sangiineas no Brasil equipasque ndo atingem os objetivos. Isto leva, sem
davida, a um prejuizo terapéutico clinico ao paeieatravés de ineficacia transfusional, acarretamd
namero maior de transfus6es com conseqliente auesntiscos infecciosos e imunoldgicos, embutidos
em toda transfusdo. Além destes fatos, ha a co@seigliecondmica que gera aumento de faturamento ao
Sistema Unico de Saude, sem representar melhateddimento ao paciente.

CONCLUSOES

2 E importante o monitoramento do tempo de coleta pabtengdo de bons CPs.

2 Sugere-se que sejam realizados CPs, somente idasiesm de sangue, coletado num tempo
inferior ou igual a 8 minutos.

2 E obrigatério o controle de qualidade dos prodatesrem transfundidos.

< A formacéo continua, a reciclagem e a qualificapd@esoal € um importante item na
obtencdo de hemocomponentes de qualidade.

< Hemocomponentes de qualidade esperada so foraso®pbr técnicos de nivel superior.

2 A determinacédo de pH por fita € um método segara p finalidade a qual se destina.

2 Deve-se determinar, sistematicamente, o pH de@®antes da sua imediata liberacéo.

2 A centrifuga FANEN F2® ndo deve ser utilizada com a finalidade de obteded CPs.
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FIGURA 1 - Gréfico de barras dos limites de
confianga da avaliagdo da interferéncia das
centrifugas na contagem plaquetaria.
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Tabela 1 - Diferentes parametros controlados nos soentrados de plaquetas para centrifuga 1

Tabela 2 - Diferentes parametros controlados nos noentrados de plaquetas para centrifug

Lim. de Confianca tempc Técnico Glob. brancos  Glob. Vermelhos ~ Linfécitos  Plaquas ~ Volume pH1?  pH2®  pH3® Lim. de Confianca tempo Técnico Glob. brancos ~ Glob. Vermelhos ~ Linfécitos Plaquetas  Volume pH1® pH2® pH3®
Inferior 1 Téc.l  BAGSE+0S 1,697E+08 3395E+06  3913E+10 16972 397,36,847 7,021 Inferior 1 Téc.l  2,167E+06 3,311E+08 1318+07  2301+10 40954 7,77 6937 7013
Superior 1 Téc.1  3,087E+06 1,030E+09 2061E+07  9109E+10  103,0286277, 7419 7453 Superior 1 Téc.l  6495E+06 2,309E+09 4,102E+07  5008E+10 50446 7,543 7163 7,207
Inferior 2 Téc.l  2,995E+07 1,848E+08 1155E+07  3642E+09 49,803 977,37,038 7,164 Inferior 2 Técl  2,228E+06 8,919E+08 1513407  3826E+10 47,948 7216 7,029 7,07
Superior 2 Téc.l  3.867E+07 1063E+09  5842E+07  3660E+10 63947 79757212 733 Superior 2 Téc.l  3,697E+06 1,490E+09 2730E+07  5286E+10 54718 7,372 7127 7,188
Inferior 3 Téc.l  1,656E+06 4,906E+08 1037E+07  1773E+10 46,684 777,37,005 7,19 Inferior 3 Técl  2,803E+06 8,824E+08 1984E+07 3380E+10 46238 721 6979 7,052
Superior 3 Téc.l  3.212E+06 1,242E+09 1966E+07  3445E+10 59,316 417,57,141 7,264 Superior 3 Téc.l  6,257E+06 1,609E+09 4961E+07 5338E+10 53688 743 7081 7216
Inferior 4 Téc.l  4073E+05 5,076E+08 2201E+06  4183E+09 41532 497,26801 7,14 Inferior 4 Técl  1,791E+06 6,079E+08 1198E+07  3096E+10 43857 7141 6939 6,981
Superior 4 Téc.l  6112E406 1793E+09  4,630E+07  4,664E+10 46,968 77757,209 7,366 Superior 4 Téc.l  4569E+06 2,132E+09 3473E+07  5968E+10 51779 7450 7207 7,241
Inferior 5  Téc.l  1,936E+06 4,050E+08 7536E+06  1412E+10 47,651 737,37,071 7,238 Inferior 5 Téc.l  2,211E+06 6,475E+08 12756407  2415E+10 47,416 7274 6985 7,11
Superior 5  Téc.l  2,142E+06 8,050E+08 1528E+10  2950E+10 59,549 877,47,200 7,302 Superior 5 Téc.l  4,745E+06 1,364E+09 3208E+07 4531E+10 53046 7,476 7115 7,242
Inferior 1 Téc.2  9769E+05 3174E+08 7048E+06  1867E+10 47,138 317,27,018 7,169 Inferior 1 Téc.2  2,182E+06 4,328E+408 1309E+07  2054E+10 46523 743 7053 7,223
Superior 1 Téc.2  2,943E+06 8,359E+08 2120E+07  4503E+10 52028 317,57,148 7,301 Superior 1 Téc.2  3,304E+06 9,111E+08 2,168E+07  3.396E+10 49283 7,586 7127 7,203
Inferior 2 Téc.2  1728E+06 4,077E+08 1083E+07  1869E+10 46,971 537,26,969 7,141 Inferior 2 Téc.2  1877E+06 4,928E+408 1776E+07  2,248E+10 4466 7,351 7034 7,207
Superior 2 Téc.2  3,787E+06 1,178E+09 2492E+07  4532E+10 54,887 377,57,131 7,323 Superior 2 Téc.2  3,386E+06 9,184E+08 1888E+07  3376E+10 47,902 7503 7,148 7,285
Inferior 3 Téc.2  1,149E+06 1,949E+07 7114E+06  4927E+09 47,707 7 717,088 7,286 Inferior 3 Téc.2  2,222E+06 4,656E+08 1497E+07  2,258E+10 4587 7,192 6995 7,132
Superior 3 Téc.2  2037E+06 4,272E+08 11556407 1975E+10 51627 967,77,224 7,358 Superior 3 Téc.2  4,944E+06 1,299E+09 3346E+07  4376E+10 51506 7542 7181 7,314
Inferior 4 Téc.2  1,166E+06 9,627E+07 6734E+06  6637E+09 46404 097,26,966 7,129 Inferior 4 Téc.2  1,566E+06 5,375E+08 9371E+06  1955E+10 45043 7,366 7,004 7,181
Superior 4 Téc.2  2,779E406 7,409E+08 20126407  4224E+10 51024 677,67,148 7,371 Superior 4 Téc.2  2576E+06 9,603E+08 1708E+07  3737E+10 49,845 7,522 714 7,209
Inferior 5 Tec.2  1307E+06 4,569E+07 8079E+06  1,051E+10 44679 42747072 7256 Inferior 5  Téc.2  1,753E+06 4,505E+08 1113E+07  1,786E+10 46,777 7391 7,035 7,201
Superior 5 Téc.2  2,520E+06 5115E+08 1655E+07  2639E+10 57,321 467,57,186 7,316 Superior 5  Téc.2  3492E+06 8,957E+08 2348E+07  3396E+10 50483 7,497 7135 7,279
Inferior 1 Téc.3  3,189E+06 2302E+08  BA79E+06  2525E+10 4852  7,48056 7,241 Inferior 1 Téc.3  3,001E+06 6,730E+08 2,182E+07  4,409E+10 50308 7,201 6981 7,015
Superior 1 Téc.3  3571E+06 8010E+08  3465E+07 2639E+10 55924 574721 7,309 Superior 1 Téc.3  5888E+06 2,671E+09 4200E+07  6,067E+10 54854 739 7,103 7,55
Inferior 2 Téc.3  1,887E+06 3373E+08 1166E+07  1796E+10 52,249 127,46813 7,258 Inferior 2 Téc.3  2,941E+06 9,093E+08 22026407 4502E+10 51568 7,051 6972 7,018
Superior 2 Téc.3  3,622E+06 6,764E+08 2526E+07  2920E+10 55501 127,67,537 7,29 Superior 2 Téc.3  5214E+06 1,544E+09 3,997E+07  6570E+10 55698 7,375 7004 7,164
Inferior 3 Téc.3  1402E+06 7.634E+07  8505E+06  1080E+10 50943 277,37,052 7,237 Inferior 3 Téc.3 31426406 9,992E+08 22156407  4364E+10 50403 7,067 7016 7,045
Superior 3 Téc.3  3546E+06 5,703E+08 1948E+07  2506E+10 57,891 137,67,182 7,201 Superior 3 Téc.3  5002E+06 1,695E+09 3624E+07  6,620E+10 54507 7,361 7124 7,179
Inferior 4 Téc.3  3513E+05 3420E+08 74136406 1357E+10 51,336 397,3 703 7,248 Inferior 4 Téc.3  3,059E+06 7,828E+08 1977E+07  4079E+10 50,274 7227 7,064 7,047
Superior 4 Téc.3  B27BE+06 8980E+08  3,302E+07 2533E+10 59998 277,67192 73 Superior 4 Téc.3  6173E+06 2,689E+09 4,858E+07  6,030E+10 5626 7403 7,176 7213
Inferior 5  Téc.3  1,095E+06 1397E+08  5,782E406 9,958E+09 48,608 74737015 6987 Inferior 5  Téc.3  2,250E+06 5,356E+08 14726407  2943E+10 5009 7,301 7,062 7,158
Superior 5 Téc.3  2,158E+06 6,232E+08 1528E+07  2936E+10 65302 267,57,213 7,541 Superior 5  Téc.3  4,730E+09 1,024E+09 3.390E+07  4509E+10 54,63 7453 7,146 7,238

VALOR PADRAO <0.2E+09 <1E+09 <6,5E+08  255E+10 45-60ml 6,474 64-74 64-74 VALOR PADRAO <0.2E+09 <1E+09 <6,5E+08 255E+10  45-60ml 6,4-7,4 64-74 64-74

(1)Tempo = 1,2,3,4 e 5 correspondem aos intatws definidos; (2) pH1 = determinacéo por aparelho

pHmetro, pH METER modelo HM-6A®; (3) pH2 = deerminag&o do pHpor fita de pHmarca Merck®

referéncia 9557, destinada a medir pH variavele 6,4-8,0;(4) pH3 = determinagdodo pH por apare-
Iho de gasometria venosa NOVA Star Profile P#5® do Laboratério de Andlises Clinicas do Hos-

pital Universitario/FMB.

(1)Tempo =1,2,3,4 e 5 correspondem aos intalws definidos; (2) pH1 = determinagéo por apa-
relho pHmetro, pH METER modelo HM-6A®; (3) pH2 = determinagéo do pHpor fita de pHma
Merck® referéncia 9557, destinada a medir pHariavel de 6,4-8,0;(4) pH3 = determinag&o do
por aparelho de gasometria venosa NOVA Star Bfile Plus5® do Laboratério de Andlises Clin
do Hospital Universitario/FMB.



Tabela 3 - Avaliacdo da interferéncia das cenfiligas nos resultados hematimétricos obtidos por um

um mesmo observador

Limite de Confianca  Centrifuga®™  Glob. brancos  Glob. Vermelhos  Linfécitos ~ Plaquetas  pHP  pH2®  pH3®W
Inferior C1 1,920E+06 2,310E+08 1,130E+07 1,660E+10 7,359 7,078 7,25
Superior C1 3,800E+06 5,810E+08 2,320E+07 2,600E+10 7,575 7,17 7,288
Inferior Cc2 3,430E+06 1,000E+09 2,460E+07 4,680E+10 7,218 7,016 7,052
Superior C2 5,080E+06 2,010E+09 3,640E+07 6,060E+10 7,344 7,096 7,147

VALOR PADRAO <0.2E+09 <1E+09 <6,5E+10 =5,5E+10 6,4-74 6,4-74 6,4-74

(1) C1 =centrifuga FANEN F22®, C2 = cenfitiga MLW Eletronic K 80®; (2) pH1 = determinacdo dopH por aparelho pH METER
modelo HM-6A®, (3) pH2 = determinagdo do phbor fita, marca Merck® referéncia 9557, destinada anedir pH variavel de 6,4-8,0;
(4) pH3 = determinacédo do pH por aparelho dgasometria venosa NOVA Star Profile Plus5®do Labatorio de Analises Clinicas

do Hospital Universitario/FMB.
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Virus da Hepatite E (Hepatitis E virus)
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RESUMO



Foram estudados soros de 50 doadores voluntarios de sangue, com antigeno de
superficie da hepatite B (HBsAg) negativo, anticorpo do antigeno core da hepatite B (anti-HBc)
positivo e niveis normais de alanina aminotransferase (ALT), provenientes de uma populagdo de
alta prevaléncia de hepatite B. As estatisticas do HEMEPAR (Instituto de Saude do Parana -
Centro de Hematologia e Hemoterapia do Parana), regional de Cascavel mostram uma
prevaléncia de anti-HBc positivo em 1995 e 1996 de 33,8% e 31,1% na regido Oeste do Parana.
Um método sensivel, nested-PCR foi usado para pesquisar o DNA viral da hepatite B (HBV-
DNA). O limite minimo de deteccao foi de 300 genomas por mL. Em todos os 50 soros anti-
HBc positivo e HBsAg negativo analisados pela técnica de Reagdo em Cadeia pela Polimerase
ndo foi encontrado DNA viral da hepatite B (HBV-DNA). Estes achados indicam que o descarte
de todas as unidades de sangue ou hemoderivados com os marcadores, anti-HBc positivo e
HBsAg negativo, pode ser melhor avaliado quando se realiza a pesquisa do HBV-DNA pela

técnica de PCR.

SUMMARY



Serum from 50 voluntary blood donors with hepatitis B surface antigen (HBsAg)
negative, antibody against hepatitis B core antigen (anti-HBc) positive and normal serum
alanine aminotransferase levels from a population with high prevalence of hepatitis B, were
studied. The high prevalence of antibody to hepatitis B core antigen (anti-HBc) positive (33,8%
and 31,1% in 1995 and 1996) in the west region of Parana were determinated by the Hemepar (
Instituto de Saude do Parana - Centro de Hematologia e Hemoterapia do Parana ) regional de
Cascavel. A sensitive, nested-PCR assay was used to detect HBV-DNA. The lower limit for
detection by the PCR assay was 30 genomes per mL of HBV-DNA. HBV-DNA was not detected

by PCR in 50 blood donors with HBsAg negative and anti-HBc positive.

These findings suggest that exclusion of all blood units from blood donors with hepatitis
B surface antigen (HBsAg) negative and antibody against hepatitis B core antigen (anti-HBc)

positive, needs reevaluation when HBV-DNA is detected by PCR assay.

Key words - HBV-DNA, DNA virus, HBV, PCR

VI

1 INTRODUCAO

Hepatites virais constituem grave problema de saude publica no mundo todo. Dentre

os agentes causadores de hepatites virais destaca-se o virus da hepatite B (HBV). Clinicamente a



doenca por HBV pode se manifestar de varias formas, que vao desde a forma assintomatica
autolimitada até a forma fulminante, passando pela condi¢do de portador cronico-assintomatico,
estando associado ao desenvolvimento de carcinoma hepatocelular e cirrose hepatica por

evolucdo de hepatite viral cronica. (TORRES JR, et al., 1994).

Estima-se que atualmente mais de 300 milhdes de pessoas sejam portadoras do
antigeno de superficie da hepatite B (HBsAg) em todo o mundo. S6 na Asia, 220 milhdes de
pessoas tem HBsAg positivos enquanto que na América do Norte e paises da Europa, 2
milhdes sdo portadores de HBsAg. O nimero de mortes por formas agudas ou cronicas da
infec¢do por HBV ¢ estimado em aproximadamente 1 milhdo de pessoas por ano. (Organizagao

Mundial da Saude, 1994)

O HBYV pertence ao grupo hepadnaviridae (virus DNA hepatotropico) e consiste de
uma particula esférica com dupla camada, externa e interna, com 42 nm de diametro, descrito
orginalmente como particula de DANE. (DANE et a/.,1970) A camada interna ¢ composta de
nucleo icosaédrico, core, de 27 nm de didmetro, contém genoma viral (DNA de forma circular,
parcialmente de dupla hélice e parcialmente de simples fita), DNA polimerase com atividade de
transcriptase reversa, proteina kinase e uma proteina antigénica principal, antigeno core da
hepatite B (HBcAg), expresso na superficie do core, e um antigeno “e” (HBeAg). O HBeAg ¢

um antigeno solivel, ndo particulado, presente na mesma proteina do HBcAg e derivado da

clivagem proteolitica do HBcAg (MILLER et al., 1987), ambas indicativas de infectividade
(ROBINSON e LUTWICK, 1976). A camada externa ou envelope de 7 nm, contém a proteina
Maior do antigeno de superficie da hepatite B ( HBsAg), codificado pelo S do DNA viral. Além

desta proteina, sdo expressas duas outras proteinas no envelope da particula do HBV : a proteina



Média (M) codificada pela regido pré-S2 e gen S, e a proteina Grande (L) codificada pela regidao
pré-S1, pré-S2, e S. O antigeno de superficie da hepatite B (HBsAg) ¢ encontrado nas trés

proteinas ( TIOLLAIS et al., 1985).

Apo6s a década de 60, quando foi identificado o “ Antigeno Australia, o diagnostico da
infeccao pelo HBV comegou a ser objeto de intenso estudo, (BLUMBERG et al., 1965). Desde
entdo, diversas abordagens diagnosticas tem sido estudadas, sendo que a imunoldgica ¢ a mais
usada na clinica e em estudos epidemiologicos. Com a introdu¢do dos “marcadores virais de
hepatite B”, métodos de deteccdo de antigenos e anticorpos especificos, os quais, quando
interpretados em conjunto podem fornecer dados importantes para o estabelecimento do status

dos pacientes em relagdo a hepatite B.

Diversos marcadores virais sdo utilizados para fins de triagem, dentre eles, destacam-
se o0 HBsAg , anti-HBs, anti-HBc, HBeAg e anti-HBe. (MARTELLI ef a/.,1991). Os principais
métodos de triagem utilizados para sua determinagdo sdo; Hemaglutinagdo, Radioimunonesaio,
Enzimaimunoensaio, Quimioluminescencia e mais recentemente as técnicas de Biologia
Molecular que tém contribuido para o conhecimento e a epidemiologia de doencas infecciosas,

dentre elas, a hepatite pelo HBV. Apresentando-se mais refinadas e acessiveis, elas estdo sendo

cada vez mais introduzidas na pratica médica para fins de diagnodstico, controle terapéutico e

epidemiologico (HOFNAGLE et al., 1996). Em condic¢des precisamente controladas, as técnicas



moleculares aumentaram a sensibilidade e a especificidade de detec¢do do HBV em amostras
clinicas, sendo que atualmente ¢ possivel a detec¢do de menos de 10 genomas por mililitro de

soro analisado. (KANEKO et al., 1989; DOUGLAS et al., 1993).

A reacdo em cadeia pela polimerase permite a amplificacio do DNA “in vitro”,
utilizando-se basicamente de uma reacdo enzimatica catalizada pela polimerase, cuja atividade
depende de ions Mg ++, e ocorre em 3 etapas: desnaturagdo, que consiste na separagdo da dupla
fita de DNA a ser amplificado; anelamento ou hibridizacao, ligagdo do iniciador ou “primer” ao
DNA a ser amplificado e extensdo, polimerizacdo propriamente dita. Metodologicamente a

técnica de PCR requer trés passos. (SAIKI, et al., 1989)

A presenga do virus da hepatite B (HBV-DNA) ¢ um marcador viral de replicacao e
infectividade. (MALTER et al., 1991). A deteccao direta do DNA do virus da hepatite B (HBV-
DNA) no soro ¢ atualmente usado na clinica para avaliar a viremia da pessoa infectada,

portadores cronicos e para monitorar a eficacia da terapia antiviral. (HESS et al.,1993)

A maioria dos estudos de rastreamento e deteccdo populacional de prevaléncia da
presenca do virus B habitualmente sdo realizados em populagdes selecionadas como doadores de
sangue, gestantes, grupos considerados “de risco”, presidiarios, profissionais da satde e
militares. Em muitas regides, principalmente na América Latina, os dados epidemioldgicos
disponiveis provém de doadores de sangue, principalmente porque esta ¢ uma populacdo de

acesso para estudo relativamente facil de que se dispde para exames laboratoriais e

acompanhamento clinico de controle. Contudo, os dados epidemioldgicos destas regides devem

ser considerados com cautela, uma vez que nao existem estudos longitudinais sobre o assunto e



os dados atuais se baseiam nestas populagdes de doadores de sangue, os quais, por definicao, sdo

individuos clinicamente normais (MARTELLI et al., 1991).

O diagnostico da hepatite por HBV ¢ realizado pela demonstracio de niveis
detectaveis de HBsAg. Adicionalmente utiliza-se outro marcador, o anti-HBc com a funcdo de
proporcionar uma cobertura sorologica no periodo da “janela imunoldgica”, onde o individuo
ainda estd contaminado pelo HBV, e ndo possui niveis de HBsAg, problema relativamente

contornado pela determinag¢ao do Anti-HBc (DOUGLAS et al., 1993).

Até 1993, os bancos de sangue no Brasil utilizavam somente HBsAg como marcador
de infectividade pelo virus B. Contudo, ainda restava um risco de desenvolvimento de hepatites
pos-transfusionais, por conta da janela imunoldgica. Neste ano, o Ministério da Saude tornou,
através da portaria 1376, obrigatoria a realizagdo da determinagdo do anti-HBc como teste

auxiliar.

Com a determinacdao do anti-HBc houve uma relativa diminuicdo de hepatites pds-

transfusionais por HBV (MARTELLI et al., 1991).

Considerando-se que, a particula core do HBV incita uma resposta imune bastante
pronunciada e a crescente observacdo da ocorréncia de resultados falso-positivos para anti-HBc
em pacientes com historia clinica e laboratorial incompativel com contatos prévios com o virus,

especialmente em populagdes de baixa prevaléncia da doenga, nota-se cada vez mais a

necessidade de se produzir dados de maior valor preditivo para o uso clinico e a melhora dos

critérios de sele¢do de doadores de sangue (ROBERTSON et al., 1991).



Os dados da literatura sdao discordantes em relacdo a presenca ou ndo de HBV-DNA
em quantidades detectaveis em pacientes HBsAg negativos e anti-HBc positivos. Nota-se que
os trabalhos que demonstram a presenga de HBV-DNA foram detectados em populagdes de altas
taxas de prevaléncia, enquanto que os trabalhos que ndo demonstram a presenga de HBV-DNA

provém de populagdes de baixa prevaléncia (DOUGLAS et al., 1993).

O objetivo do presente trabalho ¢ a deteccio do HBV-DNA através da técnica de
nested-PCR, em soros de doadores voluntarios de sangue positivos para anti-HBc e negativos

para HBsAg em uma regido de alta prevaléncia de hepatite B.

2 MATERIAIS

2.1 AMOSTRAS



Foram analisadas pelo HEMEPAR (Centro de Hematologia e Hemoterapia do Parana),
77.045 amostras de soros obtidas de doadores voluntarios de sangue das quatro regides do
Estado do Parand; Curitiba , Londrina, Maringé e Cascavel. Na regido de Cascavel, os doadores
eram provenientes dos municipios: Cascavel, Foz do Iguagu, Toledo, Medianeira, Guaraniagu,
Roncador, Cafelandia, Vera Cruz do Oeste, Terra Roxa, Tupansi e Capitdo Leonidas Marques,
que fazem parte do Oeste do Parand. Todas as informagdes foram fornecidas pelo Hemocentro
(Regional de Cascavel) cujo Laboratorio realiza os testes da regido Oeste. Este estudo
retrospectivo foi realizado com dados de 1995 e 1996 (1° semestre). Com os resultados
determinou-se a prevaléncia regional de portadores assintomaticos do virus da hepatite B e

portadores de anticorpo HBc provenientes de infec¢do pregressa do virus da hepatite B.

Para a deteccdo do HBV-DNA por PCR foram selecionados 50 soros de doadores
voluntarios de sangue coletados entre os dias 10 e 22 de outubro de 1996 obedecendo os
seguintes critérios: auséncia de HBsAg, presenca de anti-HBc e ALT normais. Estas 3 analises
foram realizadas pelo Hemocentro de Cascavel. A segunda andlise de anti-HBc com outra
metodologia com o objetivo de comparar resultados por dois kits de procedéncias diferentes e
os demais testes foram efetuados nas dependéncias do servigo de Imunologia e de Biologia
Molecular do Laboratério Alvaro (Cascavel). Adicionalmente foram realizados a pesquisa
quantitativa de anti-HBs das 50 amostras e a pesquisa de anti-HBe das amostras que

evidenciaram auséncia de anti-HBs. Para estabelecer limites de detecgao minima de HBV-DNA,

determinando a sensibilidade da técnica nested - PCR , foi diluida uma amostra de soro positivo

para antigeno de superficie da hepatite B (HBsAg) e antigeno “e” (HBeAg) previamente

analisado quantitativamente.



2.2 METODOS



ALT - As determinacdes de ALT foram realizadas utilizando-se o kit comercial
Genetic Systems - Sanofi Pasteur, método enzimatico cinético, com ponto de corte

normal/anormal de 34 UI/L.

HBsAg - A determinacdo do antigeno HBsAg foi realizada com o kit comercial
Monolisa HBsAg da Sanofi Pasteur; enzimaimunoensaio tipo sanduiche. Os testes foram

realizados conforme as recomendagdes do fabricante.

HBeAg - Os testes foram realizados com o Kit comercial, Abbott AXSYM,
enzimaimunoensaio de microparticulas (MEIA). Os testes foram realizados conforme as

recomendacgdes do fabricante.

Anti-HBs - Os testes foram realizados com o Kit comercial, Abbott AXSYM
(Hepatitis B surface Antigen [Recombinant] [subtypes ad and ay]) AUSAB, enzimaimunoensaio
de microparticulas (MEIA). Os testes foram realizados conforme as recomendacgdes do

fabricante.

Anti-HBc - Os anticorpos totais dirigidos contra o antigeno core do HBV foram
determinados utilizando o kit comercial Monolisa anti-HBc da Sanofi Pasteur,
enzimaimunoensaio de competicdo e o kit comercial, Abbott - AXSYM (CORE - Antibody to

Hepatitis Virus Core Antigen), enzimaimunoensaio de microparticulas (MEIA).

Anti-HCV - A determinagdo dos anticorpos para Hepatite C, foi realizada com kit
comercial, Abbott - AXSYM (Hepatitis C Virus Encoded Antigen, recombinant ¢200, c22-3,

HC-34 e HC-31), enzimaimunoensaio de microparticulas (MEIA).



HBV-DNA - Foram testadas 50 amostras para determinar a presenca de HBV-DNA
por técnica nested-PCR, onde foram utilizados primers especificos para regides conservadas da
regido core do genoma do HBV conforme a técnica descrita por KANEKO e colaboradores,
utilizando a técnica de extragdo com NaOH/HCl (KANEKO et al., 1989). Os primers foram
utilizados conforme KANEKO e colaboradores. Na primeira amplificagdo (externa) foi utilizado
o primer 1763 (5’-GCTTTGGGGCATGGACATTGACCCGTATAA-3"), e o primer 2032 (5’-
CTGACTACTAATTCCCTGGATGCTGGGTCT-3"). Na segunda amplificacdo (interna) foi
utilizado o primer 1778 (5-GACGAATTCCATTGACCCGTATAAAGAATT-3’) e 2017 (5°-
ATGGGATCCCTGGATGCTGGGTCTTCCAAA-3’) (KANEKO, et al., 1989). Assim, em
tubos conicos de microcentrifuga¢do de capacidade 0.6 mL (Eppendorf) adicionou-se 1uL de
solucdo NaOH 1M a 10 uL de soro centrifugado, para obter-se uma concentracao final de 0.1 M
de NaOH. A mistura foi incubada por 60 minutos a 37°C, posteriormente centrifugada por 15
segundos e neutralizada com 1uL de HCl 1M, com a obtencdo de concentracao final de 0.1 M de
HCI. O resultado deste processo foi utilizado diretamente no processo de amplificagdo. Ao tubo
de extragdo adiciona-se 50,73 uL do “master mix” como descrito na tabela seguinte, para a

primeira amplificacao:
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TABELA 01 - PREPARADO (MIX) PARA 1° PCR.

Componente Quantidade Comentarios
dNTP’s (bases nitrogenadas tri- 2 ul de cada base -dGTP - 2’Deoxyguanosine 5’- Triphosphate
fosfatadas)

-dATP - 2°’Deoxyadenosine 5’- Triphosphate
-dCTP - 2’Deoxycytidine 5°- Triphosphate

-dTTP - 2’Deoxythymidine 5’- Triphosphate

Pharmacia Biotech

Agua 35ul Agua purificada tipo I, obtida com Milipore
MiliQ

Tampao Sul 100 mM Tris-HCI (pH 8.0); 500 mM KCI; 15
mM MgCl

CENBIOT/RS (UFRGS, Porto Alegre, RS)
Primer 2032 1.1 ul 0,25 uM;

NBI (National Biosciences, Incorporation)

Minnesotta, USA
Primer 1763 1.37 ul 0,25 uM;

NBI (National Biosciences, Incorporation)

Minnesotta, USA
Taq DNA polimerase 0.26 ul 5 U/uL - 500U

CENBIOT/RS (UFRGS, Porto Alegre, RS)

Fonte: Elaborada por KANEKO, 1989 et al., modificado pelo autor.

O primeiro round de PCR foi realizado em um termociclador (Minicycler, MJ,
research, inc.) para 30 ciclos de amplificagdo na seguinte ordem: desnaturag¢do a 94°C por 90
segundos; anelamento a 42°C por 4,5 minutos; e extensdo a 72°C por 2,5 minutos. Ap0s estes

ciclos as amostras passaram por um periodo de extensio final a 72°C por 10 minutos.

O resultado deste primeiro passo de amplificagdo foi submetido a mais um round de

amplificagdo utilizando a solugcdo com os primers internos, conforme segue: a 10uLL do produto
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final da primeira amplificacio foram adicionados 45,98 ul. do preparado de amplificacdao

descrito abaixo. Este segundo round de amplificagdo foi realizado no mesmo termociclador do

primeiro round com a mesma programagao dos ciclos.

TABELA 02 - PREPARADO (MIX) PARA 2° PCR.

Componente

Quantidade

Comentarios

dNTP’s (bases nitrogenadas  tri-
fosfatadas)

Agua

Tampao

Primer 1778

Primer 2017

Taq DNA polimerase

2 ul de cada base

30 ul

Sul

1.46 ul

1.20 ul

0.26 ul

-dGTP - 2’Deoxyguanosine 5’- Triphosphate
-dATP - 2’Deoxyadenosine 5’- Triphosphate
-dCTP - 2’Deoxycytidine 5°- Triphosphate

-dTTP - 2’Deoxythymidine 5’- Triphosphate

Pharmacia Biotech
Agua purificada tipo I, obtida com Milipore MiliQ

100 mM Tris-HCI (pH 8.0); 500 mM KCI; 15 mM
MgCl

CENBIOT/RS (UFRGS, Porto Alegre, RS)
0,25 uM;

NBI  (National Biosciences, Incorporation)

Minnesotta, USA
0,25 uM;

NBI  (National  Biosciences, Incorporation)

Minnesotta, USA
5 U/uL - 500U

CENBIOT/RS (UFRGS, Porto Alegre, RS)

Fonte: Elaborada por KANEKO, 1989 et al., modificado pelo autor

Do material resultante desta segunda amplificagdo foram retirados 15 uL e adicionados

5 uLL de uma solugdo corante preparada conforme segue:
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TABELA 03 - CORANTES UTILIZADOS

Componente Quantidade Comentarios
Azul de bromofenol 0.100 g Fisher Biotech
Xileno Cianol 0.100 g Sigma
Sucrose 160 ¢g Sigma

Agua tipo I 40 ml

Fonte: Elaborada pelo autor

Na sequéncia, o material foi submetido a eletroforese em gel de agarose a 2%, com
visualiza¢do sob luz ultravioleta apés o tratamento do gel eletroforetizado com brometo de
etidio. A cada bateria de testes foram incluidos controles positivos, controles dos reagentes e
controles negativos, para garantia do teste. Todas as amostras foram testadas em duplicata. O
soro controle fortemente positivo (+++) e fracamente positivo (+) foi testado e quantificado
previamente segundo a técnica de (KANEKO et al., 1989), com 3 x 107 genomas por mL e 300
genomas por mL. Como controle negativo foi usado HBV-DNA negativo  (Abbott

Laboratories).

A sensibilidade do teste foi determinada pela diluicdo serial com fator 10 de uma
amostra positiva quantificada para HBV-DNA conforme KANEKO com resultado de 3 x 107
genomas por mL de soro. Estabelecendo o limite de detec¢do minima para a técnica de nested-

PCR.
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3 RESULTADOS

TABELA 04 -VARIACAO GEOGRAFICA E PREVALENCIA DE ANTI-HBc POSITIVO EM
DOADORES VOLUNTARIOS DE SANGUE.

1995 1996

No de soros | No de soros | Percentual No de soros [ No de soros | Percentual
Localidade testados positivos % testados positivos %
Curitiba 24451 2452 10,0 13335 1049 7,8
Londrina 10041 1271 12,6 5735 589 10,2
Maringa 8280 444 53 4045 156 3.8
Cascavel 5989 2027 33,8 2579 803 31,1

Fonte: Instituto de Satde do Parana - Centro de Hematologia e Hemoterapia do Parana - HEMEPAR

TABELA 05 - VARIACAO GEOGRAFICA E PREVALENCIA DE HBsAg POSITIVO EM
DOADORES VOLUNTARIOS DE SANGUE.

1995 1996

N° de soros | N° de soros [Percentual N° de soros |N° de soros | Percentual
Localidade testados positivos % testados positivos %
Curitiba 26775 161 0,60 13335 65 0,48
Londrina 10943 60 0,54 5735 50 0,87
Maringa 8280 33 0,39 3409 19 0,55
Cascavel 5989 154 2,57 2579 65 2,52

Fonte: Instituto de Satde do Parana - Centro de Hematologia e Hemoterapia do Parana - HEMEPAR

A TABELA 04 mostra as quatro regides do estado do Parand , Curitiba, Londrina,

Maringé e Cascavel em que foram analisadas 74.455 amostras de soros. Destas, 8.791 (11,8%)

apresentaram o marcador de hepatite B, anti-HBc positivo. A regido de Cascavel mostra uma
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prevaléncia de anti-HBc positivo nitidamente elevada (33,8 % e 31,1% em 1995 e 1996)
comparando-a com Londrina (12,6% e 10,2% em 1995 e 1996), Curitiba (10,0% ¢ 7,8% em
1995 e 1996) e Maringa ( 5,3% e 3,8 % em 1995 e 1966). A inexisténcia de sintomas clinicos
anteriores de hepatite B foi descartada pela entrevista pré coleta de sangue de todos os doadores.
Este fato demonstra que se os resultados de anti-HBc positivo sdo indicativos de infec¢do prévia
pelo virus da hepatite B, os indices de prevaléncia de hepatite B na regido de Cascavel sio bem
maiores do que 33,8% e 31,1% (1995 e 1996). Mesmo assim, estimativas de prevaléncia pelo
virus da hepatite B obtidas em bancos de sangue tem se constituido em referéncia para

estabelecer o nivel endémico em diferentes regides.

A TABELA 05 mostra a prevaléncia de HBsAg positivo nas quatro regides do estado
do Parana. Foram analisadas 77.045 amostras de soros ¢ 607 (0,78%) evidenciaram a presenca
do antigeno de superficie da hepatite B (HBsAg). A regido de Cascavel mostra uma prevaléncia
de HBsAg positivo elevada ( 2.5 % em 1995 e 1996), comparando-a com Curitiba (0,6 % e 0,4%
em 1995 e 1996), Londrina ( 0,5 % e 0,8 % em 1995 e 1996) e Maringé (0,3% e 0,5% em 1995 e

1996).

Estes dois fatos: alta prevaléncia de soros anti-HBc positivos (TABELA 05) e HBsAg

positivos (TABELA 05) demonstram o nivel endémico da Hepatite B na regido Oeste do Parana.
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QUADRO 01 - LIMITE MINIMO DE DETECCAO DO HBV-DNA PELA TECNICA DE

NESTED - PCR.
Controle positivo HBV-DNA PCR
diluicdo serial (genomas/mL) (Resultados)
Nao diluido 30.000.000.000 +++
1:10 3.000.000.000 +++
1:100 300.000.000 +++
1:1.000 30.000.000 ++
1:10.000 3.000.000 ++
1:100.000 300.000 ++
1:1.000.000 30.000 +
1:10.000.000 3.000 +
1:100.000.000 300 +
1:1.000.000.000 30 -
1:10.000.000.000 3 -
Negativo -
Positivo +
Reagente -

Fonte: Elaborada por DOUGLAS, 1993 et al., modificado pelo autor

Para determinar a sensibilidade da técnica nested-PCR foi realizado uma dilui¢do
serial em 4gua (tipo I - Milipore MilQ-S) de um soro positivo (HBsAg positivo e HBeAg
positivo) com 3 x 10'® (QUADRO 01) genomas por mL determinado segundo KANEKO et. al,
1989. A positividade (sinal) em agarose corado por brometo de etidio, ¢ visivel at¢ 300
genomas por mL (diluigio de 3 x 107). Esta sensibilidade ¢ similar a descrita previamente por

DOUGLAS, et al 1993.
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FIGURA 01 - LIMITE MINIMO DE DETECCAO DO HBV-DNA PELA TECNICA DE

NESTED - PCR.

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

158 pb (]

FIG. 1. Eletroforese em gel de agarose 2% com produto de DNA
amplificado por PCR. Diluicdo serial com fator 10 de uma amostra positiva
quantificada para HBV-DNA com 3 x 10' /mL de soro, foram amplificados com
primers 1778 e 2017 (vide materiais e métodos). 1, marcador DNA (GenSura); 2, 10”
pg; 3, 107 pg; 4,107 pg; 5, 107 pg; 6, 107 pg; 7, 10 pg; 8, 107 pg; 9, 107 pg; 10,
10" pg; 11,Controle negativo(-); 12, Controle positivo(+) ; 13, Controle Reagente.
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QUADRO 02 - RESULTADOS SOROLOGICOS, BIOQUIMICOS E NESTED-PCR
OBTIDOS DE 50 AMOSTRAS DE DOADORES DE SANGUE HBsAg NEGATIVO E ANTI-
HBc POSITIVO.

N° Data Idade Cidade HBsAg Anti-HBc Anti-HBs ALT HCV PCR
1 10/10 26 CVEL - + 0.0 N - -
2 10/10 25 FIGCU - + 0.0 N - -
3 10/10 32 CVEL - + >1000.0 N - -
4 11/10 40 TOL - + >1000.0 N - -
5 11/10 21 PROL - + 47,0 N - -
6 11/10 31 TOL - + 27,8 N - -
7 11/10 46 TOL - + 15,1 N - -
8 14/10 44 TOL - + 870,0 N - -
9 15/10 32 CVEL - + > 1000.0 N - -
10 15/10 48 MED - + 73,4 N - -
11 15/10 35 TOL - + 0,0 N - -
12 15/10 47 TOL - + 46,9 N - -
13 15/10 33 TOL - + 895,0 N - -
14 15/10 24 TOL - + >1000.0 N - -
15 15/10 41 TOL - + 930,0 N - -
16 11/10 18 TOL - + >1000.0 N - -
17 11/10 25 GUAR - + 0,0 N - -
18 11/10 30 GUAR - + 205,0 N - -
19 11/10 30 GUAR - + 53,4 N - -
20 11/10 39 GUAR - + 840,0 N - -
21 16/10 57 CVEL - + 1,2 N - -
22 16/10 29 CVEL - + 72,5 N - -
23 16/10 22 CVEL - + 168,7 N - -
24 16/10 32 CVEL - + >1000.0 N - -
25 16/10 37 CVEL - + 36,0 N - -
26 16/10 30 ALTO - + 6,0 N - -
27 16/10 25 ALTO - + >1000.0 N - -
28 16/10 35 TOL - + >1000.0 N - -
29 16/10 31 CVEL - + 77,2 N - -
30 17/10 29 CVEL - + 98,2 N - -
31 17/10 23 GUAR - + >1000.0 N - -
32 17/10 26 CVEL - + 101,3 N - -
33 17/10 22 MED - + >1000.0 N - -
34 17/10 25 CVEL - + >1000.0 N - -
35 17/10 24 CVEL - + 0,0 (%) N - -
36 17/10 29 VERA - + 909,0 N - -
37 17/10 41 CVEL - + 950,0 N - -
38 18/10 35 TOL - + 48,0 N - -
39 19/10 30 TUP - + 12,1 N - -
40 21/10 28 RONC - + 97,0 N - -
41 21/10 24 RONC - + 10,0 N - -
42 21/10 26 RONC - + >1000.0 N - -
43 21/10 42 CAP - + 655,0 N - -
44 21/10 36 TERR - + 5332 N - -
45 21/10 33 GUAI - + 2,2 N - -
46 21/10 43 GUAI - + 81,9 N - -
47 21/10 45 CVEL - + >1000.0 N - -
48 21/10 49 CAF - + >1000.0 N - -
49 22/10 41 GUAR - + 103,5 N - -
50 22/10 59 CVEL - + 20,2 N - -

Fonte: Elaborada pelo autor, com dados fornecidos pela HEMEPAR - Cascavel.

(*) anti-HBe negativo
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O QUADRO 02 sumariza os resultados do estudo soroldgico, bioquimico e nested-
PCR para pesquisa de HBV-DNA de 50 amostras de soros obtidas de doadores de sangue da
regido Oeste do Parand. Das 50 amostras analisadas, HBsAg negativo, anti-HBc positivo e
alanina aminotrasferase normais, nenhuma demonstrou a presenga do anticorpo da hepatite C
(HVC). Adicionalmente foi realizado a pesquisa do anticorpo de superficie da hepatite B (anti-
HBs), que das 50 amostras, 42 (84%) demonstraram a presencga de anti-HBs e 5 (10%) foram
negativas (amostras de numeros: 1,2,11,17 e 35) e 3 (6%) amostras apresentaram niveis de
anticorpos abaixo do ponto de corte (amostras de numero : 21,26 e 45) . O ponto de corte para o
anti-HBs pela técnica Imunoenzimatica (MEIA - Abbott - sistema Axsym) considera reativo
valores iguais ou superiores a 10.0 mUI/mL. Das 8 amostras anti-HBs negativas (amostras de
numeros 1,2,11,17,21,26,35 e 45) realizou-se a pesquisa do anti-HBe, sendo que 7 apresentaram
resultado positivo; somente 1 (amostra de nimero 35) negativo, mostrando que somente 1(2%)
das 50 amostras de soros continha somente o marcador anti-HBc positivo isoladamente. Nao foi
detectado a presenga de HBV-DNA pela técnica nested-PCR em nenhuma das 50 amostras de
soros provenientes de doadores de sangue HBsAg negativo e anti-HBc positivo. Todas as
amostras foram testadas em duplicata. O soro controle fortemente positivo (+++) e fracamente
positivo (+) foi testado e quantificado previamente segundo a técnica de KANEKO, 1991, com 3
x 107 genomas por mL. Como controle negativo foi usado HBV-DNA negativo ( Abbott

Laboratories ).
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4 DISCUSSAO

Em diferentes regides dos Estados Unidos da América do Norte (AUBUCHON, JP; et
al. 1989), num estudo de 2,3 milhdes de amostras de soros obtidas de doadores de sangue
detectaram uma prevaléncia de 1,3% a 4,6% anti-HBc positivo. A Cruz Vermelha Americana
(KLINE, WE; et. al. 1990) testaram 107.473 soros de doadores voluntdrios de sangue de
diversas regidoes do Estados Unidos da America do Norte, a prevaléncia de anti-HBc positivo foi
de 2,6% com uma variacao de 0,55 a 6,3%. No Brasil a prevaléncia de doadores de sangue com
HBsAg positivo est4 assim distribuida: Regido Sul 0,3 a 2 %, Norte 2 a 8% e especificamente
no Estado do Amazonas > 10% (HADLER et al., 1987). Em um outro estudo no Brasil,(VIP,
ED; AMATO , V; et al., 1992), determinaram a prevaléncia de anti-HBc em dois grupos, 2521
doadores de sangue e 345 profissionais admitidos no Hospital de Clinicas da Faculdade de
Medicina da Universidade de Sao Paulo (HC- FMUSP). As percentagens de positividade para o
anti-HBc foram 9,89% e 6,19%. Nossos resultados evidenciam uma diferencga significativa entre
os resultados positivos de HBsAg nas quatro regidoes estudadas no Parand. A regido de Curitiba
apresentou uma varia¢do de 0,6 a 0,48% de um ano para outro (1995 - 1996); A regido de
Londrina com 0,54 a 0,87 %; A regido de Maringa com 0,39 a 0,55 % e a regido de Cascavel
com percentuais de 2,57 a 2,5 %. Da mesma forma ¢ significativa a prevaléncia de soros de
doadores de sangue com anti-HBc positivo na Regido de Cascavel (33,8 a 33,1 % em 1995 e
1996). Enquanto que na regido de Curitiba, 10% e 7,8%, Londrina 12,6% e 10,2%, e Maringa

5,3 e 3,8%, a prevaléncia ¢ menor.
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Diversos estudos retrospectivos ( KAZIOL et al., 1986; KATCHAKI, et al., 1980;
RAKELA, et al, 1980) realizados antes da rotina de anti-HBc em bancos de sangue, mostraram
que a incidéncia de hepatite B pods transfusdo de sangue HBsAg negativo e anti-HBc positivo
eram de 2 a 9%. Em um estudo realizado em amostras de banco de sangue americano
(SCHIFMAN, et al., 1993) concluem que 25% dos doadores de sangue com o anti-HBc positivo
tinham o anti-HBe como tnico marcador de hepatite B positivo e que normalmente estes
resultados sdo falsos positivos independente dos niveis encontrados. LIZUKA, et al. 1992,
estudaram 294 soros de doadores de sangue que tinham como Unico marcador de hepatite B
positivo o anti-HBc. Detectaram HBV- DNA por PCR em 12 (6.9%) dos 175 que tinham niveis
altos de anti-HBc, sendo que nas 119 amostras com baixos niveis de anti-HBc os resultados de
HBV DNA por PCR foram negativos. Os resultados da regido Oeste do Parana mostraram, das
50 amostras obtidas de doadores de sangue HBsAg negativo e anti-HBc positivo, a detec¢ao de
somente um caso (2%) que tinha como Unico marcador positivo o anti-HBc. A maioria dos
soros (98% ) tinham um segundo marcador positivo, 42(84%) o anti-HBs positivo e 7 (14%)

anti-HBe positivo .

Amostras de 1828 doadores de sangue foram examinados (HUGHES, W; et al.
,1995) pesquisando-se anti-HBc em sete lugares do Reino Unido (UK) usando 10 tipos de kits
de diferentes procedéncias. Somente 10 (0,55%) casos foram considerados positivos
verdadeiros. Em todos os kits foram encontrados anti-HBc positivo de 1 a 43 amostras.
Concluindo que a dependéncia de um unico teste de ELISA ¢ imprudente, recomenda um
segundo teste como screening. Assim como HUGHES, et al . 1995, outros autores citam

diferencas significativas entre os diversos fabricantes de kits para anti-HBc. No trabalho aqui
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apresentado optou-se por fazer os testes de anti-HBc por dois kits (Sanofi Pasteur

e Abbott - sistema Axsym) e ndo foi encontrado diferenga entre os resultados.

WANG et al., 1991 estudaram 206 soros de doadores de sangue (Taiwan) HBsAg
negativo e anti-HBc positivo e detectaram HBV-DNA por PCR  em 9(4%). O limite de
deteccdo minima do ensaio descrito foi de 150 genomas de HBV por mL. A populacdo estudada
era de alta prevaléncia de hepatite B. J4 num estudo subsequente (DOUGLAS, et al. 1991)
usando a técnica nested - PCR para HBV-DNA em um grupo de doadores (158) de sangue
HBsAg negativo e anti-HBc positivo de uma populacdo de baixa prevaléncia de hepatite
B(0.6%), todos os resultados foram negativos para HBV-DNA. O limite minimo de detecgdo

determinado por DOUGLAS foi de 3 genomas de HBV- DNA por mL.

Nossos resultados mostraram a inexisténcia de HBV-DNA por PCR em 50 amostras
de soros provenientes de doadores de sangue HBsAg negativo e anti-HBc positivo, de uma
regido de alta prevaléncia de hepatite B. O limite de deteccdo determinado foi de 300 genomas

de HBV-DNA por mL.

A detec¢do de HBV por nested PCR ¢ o teste mais sensivel e especifico para
determinar o potencial de infectividade da hepatite B, enquanto que a pesquisa de anti-HBc ¢ um
ineficiente e inespecifico meio de testar o potencial de infectividade da hepatite B. (DOUGLAS

etal., 1992).
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A grande quantidade de bolsas de sangue descartadas pelos bancos de sangue da
regido de Cascavel (Oeste do Parana), pela alta prevaléncia de doadores com anti-HBc¢ positivo,
em alguns momentos inviabiliza a reposicdo dos estoques de sangue, além de se tornar
oneroso financeiramente para as entidades. Os resultados aqui apresentados e os dados da
literatura sugerem uma reavaliacdo nos critérios de descarte de todas estas unidades de sangue e
hemoderivados, nas regides de alta prevaléncia de hepatite B, principalmente associando aos

testes ja existentes, a pesquisa do HBV-DNA por nested-PCR.
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Diagnostico Molecular das Infec¢oes do Sistema Nervoso Central pela Reacao em
Cadeia da Polimerase (PCR)*
Molecular Diagnosis of Central Nervous System Infections by Polimerase Chain

Reaction (PCR)

Marisa Cheskyl, Rosana Scalcol, Luciane Failacez, Steven Read® & Luiz Fernando
Jobim*
Resumo

A identificacdo do agente etioldgico ¢ de fundamental importancia no tratamento
e prognostico das infec¢des do Sistema Nervoso Central (SNC) porém, os métodos
convencionais de diagnostico tem limitado sucesso. A reacdo em cadeia da polimerase
(PCR) tem possibilitado o diagnostico de infecgdes virais, bacterianas e por
protozoarios de maneira mais rapida e precisa.

O objetivo deste estudo foi implantar, em nosso servico, uma rotina agil para o
diagnostico molecular dos microrganismos que mais frequentemente acometem o SNC.

As amostras de liquor (LCR) foram testadas para 20 agentes infecciosos: Herpes
simplex, Herpes zoster, Enterovirus, virus da Linfocoriomeningite, virus Epstein-Barr,
Adenovirus, Herpes hominis tipo 6, Sarampo, Caxumba, Mycobacterium sp,
Citomegalovirus, Toxoplasma gondii, virus JC, Listeria monocytogenes, Borrelia
burgdorferi, Mycoplasma pneumoniae, Leptospira interrogans, Neisseria meningitidis,
Haemophylus influenzae, Streptococcus sp. A técnica usada foi o PCR “nested” com
extracdo do RNA ou DNA das amostras pelo método de Boom modificado. Em algumas
reagOes utilizou-se a combinagdo de “primers” de patogenos diferentes (“multiplex’),
possibilitando a pesquisa de até trés microrganismos na mesma reagdo, agilizando os
resultados.

Foram testadas 281 amostras de LCR suspeitos de meningite ou meningo-
encefalite linfocitaria ou asséptica. A PCR foi positiva em 18 amostras (6,4%). Os
microrganismos detectados foram: Mycobacterium sp (7), Herpes simplex (5),

Citomegalovirus (5), Herpes hominis tipo 6 (1) e Toxoplasma gondii (1).

*Trabalho realizado na Unidade de Imunologia - Servigo de Patologia Clinica do Hospital de Clinicas de
Porto Alegre. Apoio: FINEP e Conselho Britanico
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Em estudo paralelo com 22 amostras liquéricas de pacientes com meningite
bacteriana, a PCR foi positiva em 21 casos (95,4%). Os microrganismos encontrados
foram: H. influenzae (10), Streptococcus sp (6) e N. meningitidis (5). Em quatro
pacientes com PCR positiva a cultura do LCR foi negativa.

A introducdo da técnica de PCR em nosso laboratorio otimizou o diagnoéstico
etioldgico das infeccdes do SNC e tem se revelado de grande importancia clinica.

PALAVRAS CHAVE - PCR, SNC, LCR, Meningite asséptica, Meningite bacteriana.

Summary

The identification of causative agents is very important in treatment and
prognosis of the infections of Central Nervous System (CNS). The classical laboratory
methods have not had enough success. The polimerase chain reaction (PCR) has been
able of identifying a large range of viruses, bacteria and parasites that can infect the
CNS. It has the advantage to be faster and to have more sensitivity and specificity than
conventional techniques.

The aim of this study was to introduce a rapid and simple diagnostic routine by
molecular method to detect the organisms that more frequently infect the CNS.

Cerebrospinal fluid (CSF) specimens were tested for a range of 20 agents:
Herpes simplex virus, Varicella zoster virus, Enterovirus, Lymphocytic
Choriomeningitis virus, Epstein-barr virus, Adenovirus, Human herpes type 6, Measles,
Mumps, Mycobacterium sp., Citomegalovirus, Toxoplasma gondii, JC virus, Listeria
monocytogenes, Borrelia  burgdorferi, Leptospira interrogans, Mycoplasma
pneumoniae, Neisseria meningitidis, Haemophylus influenxae, and Streptococcus sp.
Nested PCR was performed with extraction of DNA and RNA by Boom method.

We tested 281 CSF specimens from patients with probable aseptic meningitis
and encephalitis. PCR gave positive results in 18 samples (6,4% of all cases). The
organisms detected were: Mycobacterium sp. (6), Herpes simplex (5), Citomegalovirus
(5), Human herpes type 6 (1) and Toxoplasma gondii (1).

Other 22 CSF specimens from patients with bacterial meningitis were tested.
PCR was positive in 21 cases (95,4%). The bacteria detected were: H. influenzae (10);
Streptococcus sp. (6) and N. meningitidis (5). Four specimens with positive PCR did not
grow in culture.

The development of methods for routine application of PCR improved the

diagnosis of the CNS infections in our laboratory.
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Introduciao

A identifica¢do dos agentes etioldgicos além de ser de fundamental importancia
no tratamento e prognostico das infecgdes do Sistema Nervoso Central, fornece valiosas
informagoes epidemioldgicas. As técnicas convencionais de cultura, sorologia, detecg@o
de antigenos e microscopia eletronica sdo demoradas e pouco sensiveis, principalmente
quando o paciente esta em uso de antibioticos.

A introducdo de técnicas de biologia molecular, especificamente da reagdo em
cadeia da polimerase (PCR) tem possibilitado o diagnéstico de infec¢des virais,
bacterianas e por protozodrios de maneira mais rapida e precisa, permitindo a analise de

um maior numero de patdégenos (1).

Herpes simplex

A encefalite pelo Herpes simplex (HSV) ¢ uma doenga com alta morbidade e
mortalidade, sendo seu prognoéstico influenciado pela precocidade do diagnoéstico e
tratamento. Estudos comparando a PCR com o padrao ouro da cultura viral ou deteccao
de antigenos especificos apos bidpsia cerebral tem demonstrado que a PCR ¢ altamente
sensivel e especifica para o rapido diagnostico da encefalite herpética, podendo ser
positiva apds o primeiro dia do inicio da doenga. A possibilidade de um diagndstico
rapido, seguro € menos invasivo, fez com que a deteccdo do DNA viral pela PCR ja

esteja sendo considerada o padrio ouro para o diagnostico da encefalite herpética (2;3).

Enterovirus

Os enterovirus sao frequentes causadores de meningite asséptica epidémica e
podem em alguns casos apresentar sintomatologia semelhante a sepsis bacteriana. A
PCR tem sido considerada o maior avango no diagndstico das meningites enterovirais.
Esta técnica permite a obtencdo de resultados em um curto espago de tempo,

contrastando com a demora da cultura viral e influenciando as decisoes clinicas (4).

Epstein-Barr

O virus Epstein-Barr (EBV) ¢é ocasionalmente associado com sindromes

neurologicas como encefalites, mielites transversas e Guillain Barré. A sensibilidade,



especificidade e reprodutibilidade dos resultados dependem do estdgio da doenga e do

protocolo de PCR utilizado (5).

Varicella zoster

A meningite asséptica ¢ uma complicagdo ocasional da infec¢do pelo virus da
Varicella zoster (VZV) especialmente em pacientes com comprometimento da
imunidade celular. Foi observada a presenga do DNA do VZV no liquor de pacientes
imunocompetentes com meningite asséptica, mas sem lesdes de pele ou dor no
dermatomo (6). Esse fato sugere que o virus pode infectar o SNC, sendo proveniente de
ganglios infectados. O diagndstico precoce do VZV pela PCR possibilita um maior

sucesso terapéutico, contrastando com a dificuldade da cultura viral.

Citomegalovirus

As infecgdes do SNC pelo Citomegalovirus (CMV) s3o comuns em pacientes
imunocomprometidos, principalmente doentes de AIDS e transplantados (7). O
diagnostico ¢ dificultado pela pouca sensibilidade e demora da cultura viral e pelo
comprometimento da resposta humoral.A técnica de PCR trouxe novas perspectivas
para o diagndstico das infec¢des do SNC, permitindo o diagndstico rapido e atitudes
terapéuticas precoces. Por ser um virus latente e a técnica de PCR ser muito sensivel,
um resultado positivo ndo necessariamente significa infec¢do, sendo de fundamental

importancia a correlagdo clinica (8).

JC Papovavirus

O virus JC causa a leucoencefalopatia multifocal progressiva, doenca
desmielinizante do SNC que acomete pacientes imunocomprometidos. O diagndstico ¢
feito através da bidpsia cerebral. Estudo recente detectou pela técnica de PCR a
presenga do JCV no liquor em 17 de 23 pacientes com leucoencefalopatia multifocal
progressiva, com uma sensibilidade e especificidade de 74% e 95,8% respectivamente,

demonstrando que resultados negativos na PCR nao excluem o diagndstico (9;10).

Herpes hominis tipo 6

Publicagdes tem demonstrado a presenca do DNA do Herpes humano tipo 6

(HHV6) identificados pela PCR em pacientes com doenga neuroldgica associada com



convulsdes febris, entretanto ainda ¢ precoce definir o tipo de doenca neuroldgica

ocasionada por esse virus (11;12).

Toxoplasma gondii

A toxoplasmose do SNC ¢ muito frequente em pacientes com AIDS e se
caracteriza por um quadro de encefalite geralmente acompanhada por multiplos
abcessos cerebrais. O diagndstico ¢ presuntivo devido a dificuldade na identificagdo e
cultura do protozoario. A alta soroprevaléncia na populagdo torna os testes soroldgicos
ndo conclusivos (13). A utilizagdo da PCR na identificagdo do DNA do Toxoplasma
gondii tem sido muito estudada e abre novas perspectivas no diagndstico da encefalite

toxoplasmica (14).

Micobactérias

A meningite tuberculosa ¢ de dificil diagndstico uma vez que o bacilo
geralmente estd presente em baixos titulos no SNC e apresenta crescimento lento em
cultura. Com a PCR se tornou possivel a identificacao rdpida das micobactérias no
liquor. Varios estudos tem sido desenvolvidos para validar a PCR no diagnostico da
meningite tuberculosa, demonstrando sensibilidade de 70% e especificidade de 100%

(15;16;17).

Neisseria meningitidis, Haemophylus influenzae e Streptococcus sp.

Talvez o maior avanco no diagnostico bacteriano no SNC tenha sido o
desenvolvimento de primers que detectam a N. meningitidis, H. influenzae e
Streptococcus sp. Esses primers amplificam segmentos do gene 16S (RNA ribossomal),
a seguir procede-se a identificagdo das espécies bacterianas com amplificagdao
especifica. Estudo realizado encontrou sensibilidade de 94% em amostras de liquor
comprovadamente positivas. Em 5 casos com cultura negativa foram amplificados DNA

bacteriano, sendo confirmado pela deteccao de antigenos (18).

As infecgdes oportunisticas tiveram uma maior importancia com o advento da
infeccdo pelo HIV. Meningites e meningo-encefalites podem ser observadas com maior
frequéncia nos doentes de AIDS, especialmente por tuberculose, toxoplasmose,

citomegalovirus, herpes simplex e zoster.



A PCR ¢ um teste extremamente rapido, sensivel e especifico. Varios trabalhos
estdo estudando a aplicabilidade da PCR no diagnoéstico das infecgdes do SNC.
O objetivo deste estudo foi implantar em nosso servigo uma rotina para o diagnostico

molecular dos patdégenos que mais frequentemente infectam o SNC.

Material e métodos

As amostras de liquido céfalo-raquidiano (LCR) recebidas no laboratério da
Unidade de Imunologia do Hospital de Clinicas de Porto Alegre foram testadas para 20
agentes infecciosos, de acordo com o seguinte protocolo:

Bateria 1: Herpes simplex, Herpes zoster, Enterovirus.

Bateria 2: virus da Linfocoriomeningite, virus Epstein-Barr, Adenovirus, Herpes
hominis tipo 6, Sarampo, Caxumba. Em imunodeficientes: Mycobacterium sp,
Citomegalovirus, Toxoplasma gondii, virus JC.

Bateria 3: Listeria monocytogenes, Borrelia burgdorferi, Mycoplasma pneumoniae,
Leptospira interrogans.

Bateria 4. Neisseria meningitidis, Haemophylus influenzae, Streptococcus sp.

Os casos onde a suspeita clinica e os achados liquéricos fossem de meningite
bacteriana foram em primeiro lugar testados com a bateria 4 para identificar a presenga
de DNA de N.meningitidis, Haemophilus influenzae e Streptococcus sp. Os casos onde
a suspeita fosse de meningite ou meningo-encefalite viral ou de agente oportunista em
paciente imunodeficiente seguiram a ordem do protocolo.

Os testes para virus RNA iniciaram com a extracdo de 100ul de LCR pelo
método de Boom (19), eliminando-se as lavagens com isotiocianato de guanidina apos a
primeira etapa. Esse método ¢ rapido, de facil realizacdo e diminui o risco de
contaminagdo cruzada. Os agentes com genoma DNA foram amplificados diretamente
sem extracao. Apos detectarmos casos de inibicao da amplificagdo do DNA passamos a
extrair todas as amostras de liquor independentemente de pesquisarmos genoma RNA
ou DNA. Nos testes para pesquisa de agentes DNA realizamos extragdao com 50ul de
LCR. Todas as amostras de LCR tiveram sua rotina laboratorial realizada normalmente:
bioquimica, citologico com diferencial, bacterioscopico e bacterioldgico.

Utilizamos duas etapas de amplificagdo ou PCR “nested” para todos os agentes
infecciosos estudados. Algumas reagdes utilizaram a combinacdo de “primers”, de
acordo com a semelhanca nas temperaturas de anelamento e na possibilidade de

identificagdo distinta de cada agente na eletroforese. Desta maneira foram feitas as



seguintes combinagdes, possibilitando a pesquisa de mais de um agente na mesma
reacdo: HSV e VZV; EBV e HHV6; LCM com sarampo e caxumba; N. meningitidis
com H. influenzae e Streptococcus sp. Todos os demais agentes foram amplificados

separadamente (Figura 1).

Figura 1 - Negativacio da sorologia para HIV em criancas
PCR-negativo conforme faixa etdria (n=106).
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As reagoes de PCR continham 20 mM (NH4)2S04, 75 mM tris-HCL (pH 9.0),
1,5 mM MgCl2 , 0,01% de tween (w/v), 10 mM de mistura de deoxiribonucleosideos
trifosfato (Advanced Biotechnologies Ltd.), 0,1 uM de cada “primer” especifico com
sequéncias retiradas da literatura internacional (R&D Systems Europe Ltd.) e 0,625
unidades de Taq polimerase (Advanced Biotechnologies Ltd.). Quando pesquisado
genoma RNA foi realizada a transcricdo para DNA em uma uUnica reagdo como a
descrita acima, apenas com a adi¢do de 3,1 unidades de transcriptase reversa Mu-MLV
(Advanced Biotechnologies Ltd.). Nesse ultimo caso foi realizada uma incubagdo de 15
minutos a 37°C antes do inicio dos ciclos de amplificagdo realizados em termociclador
9600 da Perkin Elmer.

Para os testes com agentes de estrutura DNA utilizamos 10 pl de LCR extraido,
sendo que para os agentes RNA usou-se 20 pul do RNA extraido. O volume final de cada
tubo foi de 50 pl e a reagdo utilizou um periodo de desnaturacao inicial de 94°C por 3
minutos seguida de 35 ciclos de 30 segundos a 94°C, 20 segundos de anelamento na
temperatura ideal de cada “primer” e 30 segundos de polimerizacdo a 72°C. As
amplificagdes com “primers” internos “nested” aconteceram em mistura idéntica a
anterior, excetuando-se que o volume total foi de 25 ul e que 2 ul da primeira reacao foi
adicionado como amostra, seguindo-se de 35 ciclos de 20 segundos a 94°C, 20
segundos de anelamento e 30 segundos de polimerizacdo. Em cada bateria de testes

utilizamos diluigdes de cultura dos patdogenos especificos como controle positivo.



Foram empregados procedimentos para eliminar a possibilidade de contaminagdes

como: o uso de ponteiras com filtros de barreira, trés ambientes distintos para os

diversos procedimentos e adicdo de controles negativos. Todas as amostras positivas

foram confirmadas pela repeticdo dos testes.

Os produtos de amplificagdo foram detectados por eletroforese utilizando-se 10

pl da segunda reacdo de PCR em gel de agarose a 2%, contendo 0,5 pg/ml de brometo

de etidio. A vizualizagdo foi realizada em transiluminador com luz ultravioleta. Os

testes demoram em média 6 horas.

Resultados

Foram testadas 281 amostras de LCR com suspeita clinica e laboratorial de

meningite ou meningoencefalites assépticas. A PCR foi positiva em 18 amostras (6,4%

dos casos). Os microrganismos mais prevalentes foram: Mycobacterium sp. (7 casos),

Herpes simplex (5 casos) e Citomegalovirus (3 casos). Os demais patogenos detectados

foram: Herpes humano tipo 6 (1 caso), Enterovirus (1 caso) e Toxoplasma gondii (1

caso). A tabela 1 mostra os resultados positivos pela técnica de PCR e sua correlagao

com os demais achados laboratoriais.

% Prot. | Glic.
N | Idade | Sexo | Leuc. | Linf. | Eritr. | mg/dl | mg/di PCR Observagoes
1 |Adulto| M 16 82 2 52 48 CMV HIV +
2 5a M 20 78 1 14 70 HHV6 Sorologia HSV: reagente 1gG e IgM
3 |Adulto| M 363 | 100 | 22 75 50 HSV
4 | 4a M 208 | 79 |2300| 429 40 | Mycobactéria ADA niveis aumentados
5 5a M 500 * 3 528 2 Enterovirus
6 5a M 500 * 3 528 2 Mycobactéria
7 |Adulto| M 299 * 2 129 16 | Mycobactéria HIV +; BAAR +
8 |Adulto| M 3 * 5 61 38 CMV HIV +
9| 72a M 45 89 3 163 65 HSV
BAAR negativo; Cultura:
10| 28a F 485 * 5 135 39 | Mycobactéria Mycobacterium tuberculosis
HIV +; BAAR negativo; Cultura:
11| 34a M 200 | 35 | 223 | 117 34 | Mycobactéria Mycobacterium tuberculosis
12| 23a M 200 | 87 5 308 15 | Mycobactéria | Cultura: Mycobacterium tuberculosis
13| 11m M 96 78 2 158 56 HSV Petéquias
14| 28a F 32 97 1 75 34 CMV HIV +




15| 30a M 3 * 2 82 62 Toxoplasma HIV +
HIV +; Tuberculose pulmonar;
16| 27a 2 * 2 3730 24 | Mycobactéria BAAR negativo
17| 33a 900 | 98 6 99 63 HSV
18| 47a 235 [ 100 | 91 334 56 HSV

Em estudo paralelo com objetivo de validar a técnica de PCR para o diagndstico

das meningites bacterianas por N. meningitidis, H. influenzae e Streptococcus sp. foram

testadas 22 amostras liquoricas de pacientes com meningite bacteriana e 22 amostras

controle.

A técnica de PCR foi positiva em 21 dos 22 pacientes com meningite bacteriana

(95,4% dos casos). O H. influenzae foi o microrganismo mais encontrado (10 casos),

seguido pelo Streptococcus sp. (6 casos) e N. meningitidis (5 casos). Em dois casos de

meningite meningococica somente a PCR foi positiva, sendo os testes culturais e

soroldgicos negativos. A PCR ndo detectou um caso de meningite por H. influenzae que

cresceu na cultura. Todas as amostras controles foram negativas. A tabela 2 mostra os

casos de meningite bacteriana com seus achados laboratoriais.

% Prot. | Glic.

N | Idade | Sexo | Leuc. | Neutr. | Eritr. | mg/dl | mg/dl PCR Observagoes

N.
1| 11a M 768 100 | 170 | 292 1 meningitidis Gram e cultura negativos

Streptococo Gram e cultura negativos;
2| 5m F 2033 80 330 58 79 sp. Hemocultura: Streptococo sp.
Streptococo | Gram: cocos Gram + em cadeia;

3| 1m M 120 77 8 151 1 sp. Cultura: S. pneumoniae

H. Gram: bacilos Gram - ; Cultura: H.
4| 9m M 906 77 90 83 63 influenzae influenzae

H. Gram: bacilos Gram - ; Cultura: H.
5 1a F 1936 84 960 | 157 21 influenzae influenzae

H. Gram: bacilos Gram - ; Cultura: H.
6 | 3m M 173 30 274 | 105 10 influenzae influenzae

H. Gram negativo; Cultura: H.
7| 5m M 1500 95 96 107 9 influenzae influenzae

N.
8 | 10a F 516 95 3 95 3 meningitidis Gram e cultura negativos

H. Gram: bacilos Gram - ; Cultura: H.
9| 2m F 1300 70 165 | 254 1 influenzae influenzae

H. Gram: bacilos Gram - ; Cultura: H.
10| 2a M 176 51 69 120 14 influenzae influenzae

N. Gram negativo; Cultura: N.
11| 9m M 9 0 4 19 80 | meningitidis meningitidis Grupo B

H. Gram e cultura negativos; Teste
12| 4m F 1008 63 50 169 5 influenzae imunolégico: H. influenzae

S. Gram: cocos Gram + em cadeia;
13| 2m M 7200 95 91 302 2 pneumoniae Cultura: S. pneumoniae
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S. Gram: cocos Gram + em cadeia;
14| 2m M 229 23 29 83 36 | pneumoniae Cultura: S. pneumoniae
Streptococo | Gram: cocos Gram + em cadeia;
15| 12a M 773 86 0 198 79 sp. Cultura: S. pneumoniae
H. Gram: bacilos Gram - ; Cultura: H.
16| 2m F 147700 70 50 | 1386 1 influenzae influenzae
Streptococo | Gram: cocos Gram +; Cultura: S.
17| 1a F 1024 75 12 184 70 sp. pneumoniae
N. Gram negativo; Cultura: N.
18| 1a M 2197 10 384 | 236 1 meningitidis meningitidis Grupo B
N. Gram: diplococos Gram - ;
19| b5a M 260 88 0 187 86 | meningitidis Cultura: N. meningitidis
H. Gram: bacilos Gram - ; Cultura: H.
20| 1a M 276 88 331 105 62 influenzae influenzae
H. Gram: bacilos Gram - ; Cultura: H.
21 1a F 1195 89 85 81 32 influenzae influenzae
Gram: negativo; Cultura: H.
22| 1a F 240 76 0 257 6 negativo influenzae
Discussao

O desenvolvimento da técnica da reacdo em cadeia da polimerase por Kary
Mullis e colegas em meados de 1980 possibilitou a amplificagio “in vitro” de
sequéncias especificas do 4acido nucléico. Esta ferramenta da biologia molecular
revolucionou quase todos os aspectos da andlise de &cidos nucléicos, pois ¢
potencialmente capaz de detectar uma Unica copia presente na amostra estudada. Isto
aumentou o limite de deteccdo da sequéncia pesquisada em torno de um milhdo de
vezes. Como resultado temos uma técnica especifica e extremamente sensivel, que tem
sido amplamente aplicada nas mais diferentes areas da pesquisa biologica. Talvez, o
maior impacto desta técnica seja no diagnoéstico das doengas infecciosas,
principalmente, naquelas causadas por microrganismos ndo cultivdveis ou de
crescimento lento (20;21).

Numerosos estudos tem avaliado a aplicabilidade da PCR no diagnostico das
infeccdes do SNC, especialmente por Herpes simplex, Enterovirus e Mycobacterium
tuberculosis. Os resultados tem demonstrado que a PCR aumenta a sensibilidade,
especificidade e rapidez do diagnostico, permitindo uma abordagem terapéutica mais
adequada.

A proposta da criagao de um protocolo de PCR para identificagdo dos principais
patogenos do SNC visa estabelecer uma rotina de investigagdo simplificada e coerente

para o diagnostico das infec¢des do SNC.
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No protocolo foram incluidos 20 dos patégenos que mais comumente acometem
o SNC e distribuidos por quatro baterias de acordo com a frequéncia de ocorréncia,
estado imunologico do paciente e suspeita clinica.

Foram submetidos a este protocolo 281 amostras de LCR com suspeita de
meningite ou meningoencefalite asséptica, obtendo-se PCR positivo em 18 casos
(6,4%). Resultados semelhantes (6,6%) foram encontrados no Oxford Public Health
Laboratory (22). O patogeno detectado com mais frequéncia foi o Mycobacterium sp.
(7 casos), isso provavelmente reflete a multiplicagdo dos casos de tuberculose em
decorréncia da AIDS. O segundo microrganismo mais encontrado foi o Herpes simplex
(5 casos).

Dos 18 casos com PCR positiva 7 ocorreram em pacientes com AIDS. Os
patogenos detectados foram: Citomegalovirus (3 casos); Mycobacterium sp. (3 casos) e
Toxoplasma gondii (1 caso), todos pertencentes a bateria 2 destinada a
imunodeficientes. Trés desses pacientes apresentavam citologia liqudrica normal.

O exame cultural do liquor ¢ considerado o padrao ouro para o diagnoéstico das
infecgdes bacterianas do SNC, entretanto sua sensibilidade ¢ wvariavel caindo
drasticamente com o uso de antibidticos. A utilizacdo de uma tUnica reagdo de PCR para
detec¢do simultdnea da N. meningitidis, H. influenzae e Streptococcus sp, principais
patogenos responsaveis pelas meningites bacterianas, possibilita a rapida identificacao
do agente etiologico com sensibilidade superior a 90%. Foram testadas 22 amostras
liquoéricas de pacientes com meningite bacteriana, sendo a PCR positiva em 21 casos
(95,4%). Em quatro pacientes com PCR positiva a cultura liquérica foi negativa. Em um
paciente com meningite por H. influenzae a PCR foi negativa provavelmente pela
presenca no liquor de algum inibidor da reagdo.

Diversos estudos demonstraram que a PCR aumenta a sensibilidade,
especificidade e rapidez do diagnostico das infecgdes do SNC. Entretanto, problemas
ainda sdo enfrentados como a ocorréncia de resultados falso positivo devido a
contaminagdo e falso negativo pela inibigdo da PCR por amostras complexas. A
extrema sensibilidade da técnica também permite questionamentos em relagdo a
obtencdo de resultados positivos por patogenos latentes, o que pode limitar o valor da
PCR no diagnéstico da infecgdo ativa (23).

A introducdo da técnica de PCR em nosso laboratorio otimizou o diagnostico
etiologico das infecgdes do SNC e tem se revelado um instrumento de grande potencial

no diagnodstico das doencas infecciosas. Por ser uma tecnologia recente e em constante
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aprimoramento, necessitam-se novos estudos utilizando rigorosos critérios clinicos e

laboratoriais para determinar o valor preditivo positivo da PCR no diagnostico das

infecgoes do SNC.
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INTRODUCAO



A Doenga Celiaca ¢ uma das causas mais freqlientes de diarréia cronica e defeitos
no crescimento na infancia (8). Ela consiste em uma intolerancia permanente ao gluten
em individuos susceptiveis e ¢ caracterizada por uma enteropatia inflamatoria da porcao
superior do intestino, causando ma absor¢ao ¢ falhas no crescimento (3,10,16). A mucosa
intestinal em pacientes celiacos ndo tratados apresenta alteragdes morfologicas e
funcionais, com cortes histologicos evidenciando uma mucosa lisa, sem vilosidades, com
alongamento e hiperplasia de criptas (3,7). Tratamento sob dieta livre de gluten resulta
em recuperagdo clinica e de mucosa, verificando-se recidivas com o retorno de gliten na
alimentacao (5,8,10,16).

A Doenga Celiaca ¢ descrita predominantemente em individuos da raga branca,
apresentando-se com maior frequéncia nos paises anglo saxdnicos e nordicos, embora
possa ser considerada de distribuicdo mundial. No Brasil, pelo alto indice de
miscigenacdo da populagdo, esta doenga ja foi descrita inclusive em mulatos. A Regido
Sul do pais, caracterizada pela colonizacdo européia, apresenta maior frequéncia da
doenca em alemaes, italianos, portugueses, poloneses, ucranianos e espanhdis, entre
outros.

Cereais contendo gliadina, tais como trigo, centeio, cevada e aveia sdo toxicos a
estes pacientes (11). A Doenca Celiaca pode ser considerada como uma patologia
iniciada em um individuo geneticamente predisposto, sem causa inicial definida, porém
com uma resposta imune perpetuada pela ingestdo de glaten, com conseqiiente lesdo
tecidual 6rgao especifica (13).

Embora inimeros mecanismos patogénicos tenham sido sugeridos, ainda ndo se
encontra esclarecida a fisiopatologia da Doenga Celiaca. Os estudos de Lerner et al
ressaltam, através de evidéncias indiretas, as multiplas caracteristicas de autoimunidade
na Doencga Celiaca, sugerindo sua inclusdo na lista cada vez mais crescente de doengas
autoimunes (13).

De acordo com Ferguson (5) ha fortes evidéncias da ativacao de células T na lesao
clinica. A ativacao celular e producdo de citocinas representam diferentes componentes
da enteropatia : gama interferon e IL2 influenciam as células cripticas; fator de necrose
tumoral encontra-se associado com mucosas lisas, enquanto células citotoxicas e outras
citocinas estdo envolvidas nas severas lesdes hipoplasticas. Além do que, complexos
imunes IgM/IgG e injuria mediada por complemento coexistem com a hipersensibilidade
tardia observada em pacientes ndo tratados.

A maioria das criangas com Doenga Celiaca, prévia aos 2 anos de idade,
apresentam um quadro clinico tipico de falha no crescimento, anorexia, vomito, distensao
abdominal, perda muscular, hipotonia e irritabilidade. Em criangas mais velhas ¢
adolescentes os sintomas gastrointestinais sdo menos freqiientes, porém também
apresentam falha no crescimento, anemia por deficiéncia de ferro e puberdade tardia,
além de apresentarem, ocasionalmente, diabetes mellitus, artrite e ulceras aftosas
recorrentes. Tal diversidade de manifestagdes clinicas pode levar a um diagndstico tardio
e consequentes complicagdes na vida adulta, tais como redugdo na fertilidade e linfomas
intestinais (3,22,23).



Segundo Kotze e colaboradores, o intervalo entre o aparecimento dos sintomas
e o correto diagnostico da Doenga Celiaca, em criangas, pode chegar até a 15 meses, por
confundir-se com desnutricdo primaria e/ou parasitoses intestinais, além da pouca
disponibilidade de recursos diagnosticos no Brasil. Em adultos, tanto no Brasil como em
outros centros, o intervalo pode variar, segundo os autores, de 3 meses a 56 anos para
chegar-se a um diagnostico correto, quando ja podem ter ocorrido repercussoes severas e
até irreversiveis para o estado nutricional de muitos pacientes.

CRITERIOS CLINICOS E HISTOLOGICOS DE DIAGNOSTICO

O diagnoéstico de Doenca Celiaca, de acordo com os critérios da Sociedade
Européia de Gastroenterologia Pediatrica e Nutricdo, baseava-se classicamente nos
seguintes pontos: 1) a Doenga Celiaca ¢ uma condicdo permanente de intolerancia ao
gluten; 2) a lesdo incial caracteriza-se por atrofia da mucosa do intestino delgado, que se
recupera durante dieta sem gliten e 3) a reintrodugdo do gluten produz recaida clinica e
histologica (29).

Para o diagnostico histopatoldégico da Doenca Celiaca ha necessidade de
submeter os pacientes a multiplas biopsias da mucosa do intestino delgado: uma antes do
tratamento, uma na fase de recuperagdo, durante a dieta sem gliten, e outra apds o teste
com reintrodugdo do gluten.

As alteragdes anatomopatologicas observadas na Doenga Celiaca incluem
auséncia completa das vilosidades ou apenas vestigios das mesmas, epitélio de superficie
cubdide, com reducdo ultraestrutural das microvilosidades ¢ aumento no nimero de
linfécitos intraepiteliais. Em muitas células superficiais pode-se observar vacuolos
proeminentes de lipidios. Proporcional ao grau de lesdo das vilosidades hé hiperplasia
com alongamento das criptas, e aumento do nimero de figuras de mitose nas células
cripticas. Nota-se também distribuicao irregular das células de Paneth e das células
enterocromoafins. Na lamina propria observa-se aumento de celularidade a custa de
plasmocitos, linfocitos, eosindfilos, e as vezes polimorfonucleares. Os linfocitos
intraepiteliais sdo do tipo T e os linfécitos da lamina prépria sdo principalmente do tipo B
).

Uma ampla variacdo destes achados histopatologicos pode ser encontrada em
pacientes com Doenga Celiaca. Nas formas mais amenas, somente um discreto
encurtamento das vilosidades associado com perda das microvilosidades e aumento de
linfocitos intraepiteliais. Nas formas mais severas observa-se grande perda ou mesmo
auséncia das vilosidades associada a maior quantidade de células inflamatorias (5).

Estudos histologicos mais detalhados por imunoperoxidase (1) ressaltam ainda
que além da contagem mais elevada de linfocitos intraepiteliais, observa-se nestas células
uma maior expressdo de receptores de células T (TCR) com cadeias gama/delta (yd),
tanto antes do tratamento, como durante a dieta e mesmo na reintrodugdo do gluten.
Sugere-se que esta populacdo constantemente elevada de células T yd positivas possa
representar um importante papel na patogenicidade da Doenga Celiaca (5).

O reaparecimento das vilosidades e reducdo da atividade inflamatdria apds
introducao da dieta livre de glten € processo lento e pode demorar meses.



Até poucos anos atrds, estes critérios histologicos representavam dificuldades
para o paciente, seus familiares e médicos, devido inclusive ao prolongado periodo
necessario para diagnodstico da doenca, além do inconveniente causado pelas repetidas
biopsias intestinais (16).

Tais dificuldades estimularam as investigagdes com objetivo de estabelecer
métodos sorologicos que substituissem as biopsias ou pelo menos reduzissem seu
nimero.

Desta forma, embora as biopsias intestinais ainda representem o “gold standard”
para o diagnostico de Doenga Celiaca, os rigidos critérios de diagnéstico mudaram.
Pacientes com sintomas leves ou atipicos, bem como os familiares de primeiro grau de
pacientes celiacos, individuos com deficiéncia seletiva de IgA, pacientes com Diabetes
Mellitus Insulino Dependente e os casos de Doenca Celiaca latente ou silenciosa
atualmente contam com testes sorologicos de triagem (screening) bem menos invasivos
do que as biopsias intestinais (2,20,21,25).

DIAGNOSTICO SOROLOGICO

Em relagdo as criangas normais, pacientes com Doenga Celiaca nao tratados
apresentam na circulagdo elevados titulos de auto anticorpos contra antigenos
alimentares, possivelmente relacionados ao aumento da lesdo em mucosa intestinal (3).
Se esses auto anticorpos representam o evento primadrio, levando a lesdo jejunal ou se sdo
uma consequéncia da injtria jejunal desencadeada pela ingestdo de gluten, em individuos
geneticamente susceptiveis, ainda ndo se encontra esclarecido (19). No entanto, tais
anormalidades imunolédgicas t€ém sido uteis na padronizacdo de testes soroldgicos de
triagem para o diagndstico e monitorizagdo de pacientes com Doenca Celiaca (3,12,26).

De acordo com Pacht et al (16), os trés marcadores soroldgicos mais importantes na
Doenca Celiaca sdo: os anticorpos anti-gliadina (AGA), os anticorpos anti-reticulina
(ARA) e os anticorpos anti-endomisio (EMA).

Recentemente, os anticorpos AGA foram propostos como confidveis marcadores de
Doenga Celiaca e um meio util e pratico na sele¢ao de pacientes para biopsias de intestino
delgado (2). Estes anticorpos usualmente sdo investigados pelo método de Elisa,
dosando-se IgG e IgA no soro. Segundo Challacombe, os anticorpos IgA-AGA mostram-
se mais especificos para Doenca Celiaca do que os anticorpos IgG-AGA, que
demonstram maior sensibilidade (3).

Os anticorpos anti-reticulina (ARA) sdo detectados usualmente por método de
Imunofluorescéncia Indireta (3,24). Estudos comparativos com o0s outros anticorpos
(AGA e EMA) evidenciam que os ARA representam um teste de triagem sensivel e
especifico para Doenca Celiaca ndo tratada, negativando com o tratamento e melhora
histolégica e retornando a positividade quando o paciente volta ao uso de gluten (3).

ANTICORPOS ANTI -ENDOMISIO



A pesquisa dos anticorpos anti-endomisio (EMA-IgA) representa atualmente o
melhor teste de screening para Doenca Celiaca, apresentando elevado grau de
sensibilidade e especificidade (90-100%), segundo estudos realizados em diversas
populagdes (2,3,16,19). Estes anticorpos foram descritos originalmente por Chorzelski et
al, em 1983 (4), e pertencem primariamente a classe IgA. Sua presenca ¢ detectada no
soro dos pacientes por método de Imunofluorescéncia Indireta, sendo que grande parte
dos estudos utilizavam es6fago de macaco como substrato (7,14,16,24). Tais anticorpos
dirigem-se contra a substancia intermiofibrilar da musculatura lisa do esofago,
apresentando um padrao de fluorescéncia caracteristico.

O alto custo das laminas contendo cortes criostaticos de esofago de macaco, bem
como problemas éticos crescentes relacionados ao uso destes animais, passaram a
representar uma limitagdo na pesquisa dos anticorpos EMA-IgA. Embora estes
constituam o melhor teste sorologico para o diagnéstico e acompanhamento de
tratamento de Doenga Celiaca, em pacientes adultos e criangas, foi necessaria a
identificacdo urgente de um substrato menos oneroso e de facil obtengao.

Desta forma, os estudos de Ladinser et al, em 1994, (12) e de Volta et al, em 1995,
(28) comparando o uso de esd6fago de macaco e de tecido de cordao umbilical humano,
como substrato para os anticorpos EMA-IgA, permitiram solucionar tanto o aspecto
econdomico como o de disponibilidade de substrato na pesquisa destes anticorpos em
Doenga Celiaca. Os autores evidenciaram que o corddao umbilical, além da maior
facilidade de obtengdo, ¢ rico em fibrilas de reticulina (endomisio) contornando as fibras
de musculo liso na parede da veia e das duas artérias umbilicais, permitindo a detec¢do
dos anticorpos EMA-IgA com seguranca.

Volta et al (28) detectou 95% de positividade (n=60) para os EMA-IgA nos
pacientes celiacos ndo tratados, tanto ao usar eséfago de macaco como cordao umbilical.
Todo o grupo controle (n=200) foi negativo nos dois substratos, caracterizando 100% de
especificidade dos EMA para Doenca Celiaca.

As investigagdes de Ladinser et al (12), utilizando corddao umbilical, caracterizaram
sensibilidade e correlagdo de 100% entre os EMA-IgA e atrofia total de vilosidades em
pacientes celiacos ndo tratados. Os autores confirmam que o tecido humano ¢ mais
sensivel do que o de primatas na pesquisa dos EMA e enfatizam a vantagem de se poder
realizar um numero ilimitado de testes de triagem, nao invasivos, em individuos de alto
risco, permitindo assim a identificagdo precoce de pacientes celiacos assintomaticos.

Pittschieler, 1996, em um estudo com 4615 individuos sadios, utilizou cordio
umbilical como substrato para o EMA, constatando além de elevada sensibilidade ,
especificidade e baixo custo, um valor preditivo positivo de 100% para o EMA,
confirmado pela biopsia intestinal (17).

Em um amplo estudo realizado na Italia (n=3783), Cataldo et al (2) comparou as
determinagdes de IgA e IgG-AGA com EMA-IgA. No grupo de criangas celiacas ndo
tratadas os autores demonstraram maior sensibilidade (93,8%) para os anticorpos EMA-
IgA do que os anticorpos IgA-AGA (84,9%) e IgG-AGA (90,2%). A analise dos grupos
controles utilizados nos estudos de Cataldo et al (individuos sadios e pacientes
gastroenterologicos) evidenciaram 3,8% de positividade para os EMA-IgA em contraste a
14,9% para os anticorpos IgA-AGA e 34,3% para os anticorpos IgG-AGA. Tais dados
conferiram 96,2% de especificidade para os anticorpos EMA, 85,1% para os anticorpos
IgA-AGA e 65,7% para os anticorpos IgG-AGA. Em um estudo comparativo semelhante,



Sategna-Guidetti et al (19) caracterizou 100% de sensibilidade e 100% de especificidade
para os EMA-IgA. Tais indices também foram observados por Pacht et al (16) e por
Volta et al (28).

Os varios autores citados anteriormente (2,7,16,28) deixam evidente que os niveis
dos anticorpos EMA-IgA na circulagdo sdo glaten dependentes, refletindo plenamente a
atividade da doenca. Pacientes sob dieta livre de gluten, apds um ano de tratamento,
mostram-se negativos ou com baixos titulos para os EMA, ficando clara a importancia de
um teste ndo invasivo, ndo apenas para o diagnostico, bem como para o seguimento da
doenga.

Cataldo et al evidenciam em seus estudos que os niveis de anticorpos EMA e AGA
voltam a se elevar na circulacdo com o retorno do gluten na alimentagdo, indicando a
reativacao da doenga (2).

As intimeras investigagdes sorologicas em Doenca Celiaca enfatizam a necessidade
de simultaneamente a pesquisa dos anticorpos EMA-IgA ou AGA-IgA, dosar os niveis
totais de anticorpos IgA circulantes (3,6,7). Pacientes com Doenga Celiaca e Deficiéncia
Seletiva de IgA podem apresentar resultados falso negativos na pesquisa dos EMA-IgA
ou AGA-IgA (18). Os varios estudos em pacientes, familiares e grupos controles
recorrem aos métodos de Turbidimetria ou Imunodifusdo Radial para a pesquisa dos
niveis de IgA total circulante e desta forma evitar erros de interpretacdo nestas
circunstancias (2,19,28).

FAMILIARES DE PRIMEIRO GRAU DE PACIENTES CELIACOS

Diversos estudos evidenciam o crescente interesse em avaliar sorologicamente os
familiares de primeiro grau de pacientes celiacos. A positividade para os diferentes
anticorpos ( AGA, ARA e EMA) nos familiares varia de 5 a 13%, segundo diversos
autores (2,24,27). A maioria destes individuos sdo assintomaticos e apresentam elevado
risco de desenvolver linfomas intestinais. A realizacdo de um exame soroldgico simples,
ndo invasivo e de baixo custo, evidenciaria a necessidade de uma dieta livre de gltten,
que sabidamente seria suficiente para reduzir o risco de tais linfomas nos familiares de
pacientes celiacos.

Os estudos de Vazquez et al (24), realizados com 59 familiares assintomaticos de
pacientes celiacos, evidenciam que a associagdo de 2 testes simultaneos (ARA ¢ EMA)
caracterizam maior sensibilidade na deteccdo de formas assintomaticas ou latentes de
Doenga Celiaca.

Considerando que os marcadores sorologicos detectam formas assintomaticas de
Doenga Celiaca entre familiares de primeiro grau de pacientes celiacos e como alguns
destes familiares sorologicamente positivos apresentam mucosa jejunal normal, Vasquez
e colaboradores, em 1996, realizaram um estudo de carater sorologico e histoldgico
quantitativo em familiares de primeiro grau de pacientes celiacos, com o objetivo de
avaliar possiveis reacdes falso positivas nestes individuos. Foram investigados os
anticorpos AGA (IgG e IgA), EMA e ARA, e as biopsias foram obtidas com forceps
endoscopico, da segunda por¢do do duodeno. Dentre 40 amostras analisadas, 7
apresentavam severa atrofia de mucosa (Doenca Celiaca) e 33 eram “normais”. Neste
grupo “normais”, 9 individuos eram sorologicamente positivos para um ou dois



anticorpos e 24 eram negativos. A densidade numérica de linfécitos intraepiteliais nas
criptas, nos individuos sorologicamente positivos, foi significativamente maior do que
aquela observada nos familiares sorologicamente negativos, e proxima daquela contagem
observada nas criptas de pacientes celiacos. Com estes dados histologicos quantitativos,
Vasquez concluiu que tais familiares ndo sdo sorologicamente falso positivos e devem
ser considerados como individuos com sprue celiaco latente (25).

Troncone ¢ col., em 1996, discutem os conceitos de Doenca Celiaca “silenciosa,
latente e potencial”. Os autores consideram como silenciosa, aquela forma de Doenga
Celiaca caracterizada por severo dano de mucosa jejunal, com auséncia de
sintomatologia, enquanto nas formas latente e potencial a mucosa jejunal ¢ considerada
normal, em um individuo sob dieta livre de gluten. Na forma latente, o paciente ja
apresentou em algum momento de sua vida a mucosa lisa, que recuperou-se com a dieta.
Nao apresenta obrigatoriamente contagem elevada de linfocitos intraepiteliais, porém a
presenca de anticorpos anti endomisio ¢ preditivo de progressdo para atrofia de
vilosidades. Na Doenga Celiaca potencial o paciente ndo tem, nem nunca teve alteragao
de biodpsia jejunal, mas apresenta anormalidades imunolodgicas semelhantes ao paciente de
Doenga Celiaca, tais como anticorpos EMA e aumento de linfécitos intraepiteliais
expressando receptor gama delta (21).

ESTUDOS POPULACIONAIS

Considerando que as enteropatias por sensibilidade ao gluten geralmente sao mal
diagnosticadas nas populagdes, a padronizacdo de métodos ndo invasivos tem permitido
que intmeros estudos sejam realizados com o objetivo de avaliar a prevaléncia de
anticorpos associados com Doenga Celiaca em populagdes adultas, bem como que se
determine os fatores associados a sua presenca.

Mc Millan, em um estudo com 5420 individuos ( 15-65 anos ) da Irlanda do
Norte, verificou positividade para o EMA em 1,2% das amostras, independente do sexo,
local de residéncia e periodo de coleta (14).

Pittschieler, 1996, em um estudo soroldgico com 4615 adultos sadios verificou
uma prevaléncia de anticorpos de 163/100.000 no grupo de italianos e 216/100.000 no
grupo de alemaes. Os autores concluiram que a pesquisa de EMA, utilizando cordao
umbilical como substrato, representa melhor método de “screening” do que a pesquisa de
AGA, decorrente de sua maior sensibilidade, especificidade, baixo custo e elevado valor
preditivo (100%), confirmado por biopsia (17).

CONCLUSOES

Os varios aspectos acima citados deixam evidente a importancia dos avangos
laboratoriais para o paciente com Doenca Celiaca e familiares. A determinacdo dos



anticorpos anti-endomisio (IgA) atualmente representa, sem duvida, o melhor teste
sorologico para qualquer forma da doenca. A elevada sensibilidade e especificidade do
mesmo permite seu amplo uso tanto para o diagndstico bem como seguimento da Doenga
Celiaca. Por apresentar valor preditivo positivo de 100%, um teste de EMA-IgA positivo
em adulto pode, em algumas circunstancias, evitar um diagndstico invasivo através de
bidpsia intestinal. Por sua vez, a substitui¢ao de esdfago de macaco por cordao umbilical,
nas reagdes de Imunofluorescéncia Indireta para o EMA, viabilizaram seu uso ilimitado
como screening, representando grande vantagem tanto no aspecto de custo beneficio,
quanto no carater ético relacionado ao uso de macacos.
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SUMMARY

Celiac Disease (CD) is a permanent intolerance to gluten in susceptible
subjects and is one of the most common causes of chronic diarrhea and failure to thrive in
infancy. Until recently, its diagnosis was based only on clinical and histological criteria.
Although small-bowel histology remains the gold standard for diagnosis of CD, simple
and reliable noninvasive serological screening tests have been used. Antigliadin (AGA),



reticulin antibodies (ARA) and endomysium antibodies (EMA) are found in serum
samples of patients with CD. EMA have been shown a high degree of specificity and
sensivity in the various phases of gluten-sensitive enteropathy, representing an excellent
test for the diagnosis and follow-up of CD, as well for identification of its silent and
latent forms.

KEY WORDS : Celiac Disease, gluten, endomysium antibodies, umbilical cord.

RESUMO

A Doenga Celiaca (DC) consiste em uma intolerancia permanente ao gluten em
individuos susceptiveis € ¢ uma das causas mais comuns de diarréia cronica e déficit de
crescimento na infancia. Até recentemente seu diagnostico baseava-se apenas em critérios
clinicos e histoldgicos. Embora a histologia de intestino delgado permanega o “gold
standard” para o diagndstico de DC, testes de screening soroldgico, simples, confidveis e
ndo invasivos tem sido utilizados. Anticorpos anti-gliadina (AGA), anti-reticulina (ARA)
e anti-endomisio (EMA) sdo encontrados em amostras de soros de pacientes com DC. Os
EMA tem evidenciado um alto grau de especificidade e sensibilidade nas varias fases das
enteropatias por sensibilidade ao gliten, representando um excelente teste para o
diagnostico e seguimento de DC, bem como para a identificagdo de suas formas
silenciosas e latentes.

PALAVRAS CHAVE : Doenga Celiaca, gliten, anticorpos anti-endomisio, cordao
umbilical.
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RESUMO:

Este estudo teve como objetivo avaliar o perfil sorolégico dos doadores de
repetigdo, tendo como parametro os resultados obtidos dos doadores primarios.
Foram analisadas 13.195 amostras de doadores de sangue, no periodo de 01/01/96
a 31/10/96. Destas, 1240 (9,39%) foram rejeitadas em decorréncia da reatividade
para um ou mais marcador soroldgico, sendo 631 (4,78%) doadores de repeti¢do e
609 (4,61%) doadores primarios. Os resultados obtidos com os doadores de
repeticdo referentes aos marcadores para sifilis, Doenca de Chagas, e hepatite B,
mostraram indices de rejeicdo menores que os doadores primarios, conforme a
literatura tem relatado. Ja a rejeicdo motivada pela reatividade aos demais
marcadores, apresentou uma maior incidéncia nos doadores de repetigdo,
divergindo do preconizado pela literatura. O fato de serem doadores de repeti¢ao
ndo significa que os mesmos apresentem um risco de rejeicdo menor que oS
doadores primarios, os quais, como podemos analisar, apresentaram indices de

rejeicao semelhantes aos doadores de repetigao.

Palavras Chaves: Doadores de Sangue, Marcadores Sorologicos.



SUMMARY:

This study had, as its aim, to evaluate the serological aspect of the repetition
blood donors, having as parameters the results obtained from donors of the first
time. Were analysed 13.195 samples of blood donors, from january the first, 1996
up to the thirty-one of october 1996. From those donors, 1240 (9,39%) were
rejected, owing to the seropositivity for one or more serological markers, being
631 (4,78%) of repetition donors and 609 (4,61%) of donors of first time. The
results obtained with the repetition donors reffering to the markers of syphilis,
Chagas Disease and B hepatitis presented lower indixes of rejection than the
donors of first time, according to the existing literatura. As to the rejection
motivated by the reactivity of the others markers, they presented a greater
incidency in the repetition donors diverging from the ones confirmed by the
literature. The fact of being repetition donors does not mean that the same present
a lower risk of rejection than the primary donors, that as we may be able to

analyse, presented equal indexes of rejection to the repetition donors.

Key Words: Blood Donors, Serological Markers.



INTRODUCAO:

A triagem soroldgica ¢ um dos pilares que sustentam a seguranca
transfusional, juntamente com a conscientizagdo da populacdo acerca da
responsabilidade da doagdo e a captagdo de doadores em comunidades de baixo
risco para transmissao de doencgas pelo sangue, uma triagem médica rigorosa e, por
fim, uma racional prescrigdo de produtos hemoterapicos @,

O Brasil ¢ um dos poucos paises do mundo a dispor de uma
normatizacdo especifica para a questdio do sangue, ( Portaria n.° 1376 do
Ministério da Satde de 19/11/93 ), a qual obriga os servigos de hemoterapia a
realizarem 09 (nove) testes soroldgicos em cada bolsa coletada, visando detectar
patdogenos como o virus da hepatite B (HBV), virus da hepatite C (HCV), virus da
imunodeficiéncia humana do tipo 1 e 11 (HIV-1/ 1), virus linfotropico de células T
humana do tipo 1 e Il (HTLV-1/1I), Tripanossoma cruzi e Treponema pallidum @,

Sabendo das variaveis que conhecidamente interferem nos resultados
dos testes sorologicos ¢ que dentro destas variaveis a qualidade dos doadores
triados ¢ um dos fatores que mais influenciam os percentuais de positividade
desses exames, realizamos este trabalho que teve como objetivo realizar um estudo
comparativo entre rejeicdo por sororeatividade em doadores primdrios e de

repeticao atendidos no HEMONORTE.

MATERIAL E METODOS:

Foram testados soros de 13.195 doadores de sangue, com idade
variando entre 18 a 60 anos, no periodo de 01/01/96 a 31/10/96. Neste estudo, foi
considerado doador de repeticdo aquele que doou mais de uma vez e primario
aquele que doou uma tnica vez.

As amostras foram analisadas no laboratorio de sorologia do

HEMONORTE pelos seguintes marcadores: anti-HIV-1 (lisado viral - 1* geracao),



anti-HIV 142 (recombinante + peptideo sintético - 3* geracdo), anti-HTLV I /11 (2°
geragdo), anti-HCV (3? geragdo), anti-HBc (IgM + 1gG), HBsAg (monoclonal),
todos pela técnica Enzyme-Lynked Immunosorbent Assay (ELISA), além de
Imunofluorescéncia Indireta (IF1) para T. cruzi, também testado pelo ELISA,
Veneral Diseases Research Laboratory ( VDRL ) para T. pallidum e Alanina
aminotransferase ( ALT ), pelo método colorimétrico.

De acordo com o algoritimo utilizado, os testes foram considerados
reativos apods repeticdo em duplicata das amostras inicialmente reagentes. Os
resultados indeterminados, ou seja, que ficaram na zona cinza do cut-off negativo
(20%), também foram considerados reativos para efeito estatistico, j& que as bolsas

foram descartadas.

RESULTADOS E DISCUSSAO:

A comparagdo em percentuais de reatividade para os diversos
marcadores sorologicos e indices de rejeicao de doadores de sangue € pratica
rotineira nos servigos de hemoterapia, a fim de buscar rotinas e estratégias que
visem diminuir o descarte de bolsas de sangue.

Como teste de triagem sorologica 100% sensivel (visando a
seguranga do receptor) e ao mesmo tempo 100% especifico (visando a detecgao da
infectividade do doador) ndao existe, e a falsa negatividade ¢ ocorréncia
considerada grave, a literatura mundial tem recomendado o doador de repeti¢ao
como o mais seguro do ponto de vista transfusional que o primario ®.

No presente estudo, observamos que o percentual de reatividade no

que diz respeito ao teste de triagem para a sifilis pelo VDRL (1,46%), foi

. ~ 12,15) .
semelhante ao encontrado em estudos feitos em Sdo Paulo "', Rio de Janeiro

(1,18,19) 6)

, € Parand, cujos percentuais variaram de 1 a 1,46%
Os valores percentuais de sororeatividade encontrados para Doenca

de Chagas neste hemocentro foi de 0,48%, valores estes abaixo dos encontrados no
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Rio Grande do Sul ®, Parana ©® e Rio de janeiro * ", cujos percentuais variaram de

0,55% a 1,42%, sendo observado neste estudo, vantagens do doador de repeti¢ao
sobre o primario em relagdo ao VDRL e na sorologia para Doenga de Chagas.

Com relacao aos exames de triagem para hepatites, podemos afirmar
que o descarte de bolsas por reatividade para HBsAg (0,41%), anti-HBc (3,74%),
anti-HCV (0,97%) e GPT (1,18%) neste servigo, foram inferiores que aquele

praticado em outros estados do pais, como Sdo Paulo "", Rio de Janeiro " '® ¢

Q)

Parand ", ndo sendo observado neste hemocentro vantagens do doador de

repeticao sobre o primario em relagao aos testes supracitados.
Com referéncia ao HTLV-I / II, podemos constatar que o nosso
percentual de reatividade (0,41%) foi semelhante aos encontrados em estudos

feitos em Sdo Paulo ©' e Rio Grande do Sul © e inferiores aos valores

(19) (16,17)

encontrados nos estados do Rio de Janeiro e Para , sendo entretanto

. . (6
maiores que os valores encontrados no Parana ©.

Finalmente, quanto ao HIV ( 0,73% ), encontramos coincidéncia de
19)

resultados em algumas capitais da Regido Sudeste como Rio de Janeiro * ' e Sao

15)

Paulo ¥ ¢ um menor indice nas Regides Norte ( Para ) "'” ¢ Sul ( Parana e Rio

Grande do Sul ) 19,

CONCLUSOES:

Concluimos que o nosso percentual de descarte de bolsas por
reatividade na sorologia ¢ semelhante ou menor aquele encontrado em estados das
Regides Sudeste e Sul do pais.

Em decorréncia dos resultados mostrados no HEMONORTE, o
doador de repeticdo ndao se mostrou mais seguro que o doador primario, ao
contrario do que tem relatado a literatura, sugerindo este tltimo dado que a taxa de

soroconversao para estes agentes podem estar muito elevada em nosso meio.



TABELA 01:

Freqiiéncia de Marcadores Sorologicos em Doadores de Repeti¢ao e Primarios no

Centro de Hematologia ¢ Hemoterapia do Rio Grande do Norte - HEMONORTE

MARCADORES | DOADORES DE | DOADORES TOTAL DE
SOROLOGICOS | REPETICAO PRIMARIOS DOADORES
VDRL 86 (0,65%) 107 (0,81%) 193 (1,46%)

T. cruzi (IFT)

T. cruzi (ELISA)
HBsAg

anti-HBc
anti-HCV
anti-HTLV 1/10
anti- HIV 1 (L. Viral)
anti- HIV 142 (Rec)
ALT

Total de Rejeicao

11 (0,08%)
15 (0,11%)
25 (0,19%)
211 (1,60%)
70 (0,53%)
30 (0,23%)
42 (0,32%)
21 (0,16%)
120 (0,91%)
631 (4,78%)

20 (0,15%)
18 (0,14%)
29 (0,22%)

283 (2,14%)
58 (0,44%)
24 (0,18%)
24 (0,18%)
10 (0,08%)
36 (0,27%)

609 (4,61%)

31 (0,23%)
33 (0,25%)
54 (0,41%)

494 (3,74%)
128 (0,97%)
54 (0,41%)
66 (0,50%)
31 (0,24%)
156 (1,18%)

1240 (9,39%)

OBS: VDRL (Veneral Diseases Research Laboratory), T. cruzi -1F1 (Imunofluorescéncia
Indireta para Tripanossoma cruzi ), T. eruzi -ELISA ( Tripanossoma cruzi pela técnica do
ELISA ), HBsAg (Antigeno de superficie da hepatite B), anti-HBc ( anticorpos anti-core
do virus da hepatite B ), anti-HCV ( anticorpos anti-virus da hepatite C), anti-HTLV 1/
II (anticorpos anti-virus linfotropico de células T humana do tipo I e II), anti- HIV 1 - L.
Viral ( anticorpos anti-HIV 1 com antigenos obtidos por lisado viral ), anti- HIV 1+2 -
Rec ( anticorpos anti-HIV 142 com antigenos recombinantes ), ALT (Alanina
aminotransferase )

Fonte: Laboratorio de Sorologia do HEMONORTE, no periodo de 01/09/96 a 31/10/96.
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SUMMARY:

RESUMO:

As pneumonias bacterianas na infancia, sdo
processos agudos que comprometem os alvéolos,
bronquios e espago intersticial, com caracteristicas
diferentes, conforme o agente etiologico, doenga
de base e seu estado nutricional e imunitario. As
pneumonias estdo entre a quinta e sétima causa de
mortalidade global, particularmente na faixa etaria
inferior a 05 anos e acima de 65 anos,

Neste trabalho, foram selecionadas 102 amostras
de liquidos pleurais de criangas com suspeita
clinica de pneumonia bacteriana aguda, no ano de
1997, provenientes dos hospitais pediatricos
conveniados com o Sistema Unico de
Saude/Secretaria de Estado da Satde de Minas
Gerais. Estas amostras foram submetidas a trés
métodos analiticos: Aglutinagdo em Latex,
Contraimunoeletroforese e Cultura Bacteriana,
com a finalidade de identificar os agentes S.
pneumoniae ¢ H. influenzae b, e objetivando
estabelecer qual o método analitico mais indicado
para o diagnoéstico precoce das pneumonias.

Foram observados os seguintes percentuais de
positividade: Latex (37,2%),
Contraimunoeletroforese  (9,8%) e  Cultura
(11,7%), ressaltando-se portanto, a importancia do
diagndstico precoce das pneumonias, aplicando-se
o Teste de Aglutinagdo em Latex, em amostras de
liquidos pleurais, previamente tratadas.

Palavras —chaves: :pneumonias, mortalidade,
infancia, diagnostico precoce.

The bacterial pneumonias in the childhood, are
acutes process, which compromisse alveolus,
bronchial tube and interstice, with different
characteristics in accordance with etiological
agent, base illness and immunitary and nutritional
state. The pneumonias are between the fifth and the
seventh global death rate cause, specially in the
age group under five years old and over sixty five
years old.

In this research 102  pleural liquid samples
collected during 1997, from children with clinical
suspect of acute bacterial pneumonia in pediatric
hospitals of the Unique Sistem of Health (Sistema
Unico de Satde — SUS), controlled by Health
Secretary of Minas Gerais State (S.E.S. MQ).
Samples were analysed by three different analytical
methods: Latex Agglutination,
Counterimmunoelectrophoresis and  Bacterial
Culture, to identify S. pneumoniae and H.
influenzae b agents, in oder to stablish which
analytical methool is the best to be used in
precocius pneumonia diagnosis.

Among 102 samples examined 37,2% were
positive by the Latex Agglutination,, 11,7%
positive by Culture and 9,8% positive by
Counterimmunoelectrophoresis. Therefore, this
reseach emphasizes the importance of precocius
pneumonia  diagnosis, applying the Latex
Agglutination Test in samples of pleural liquid
previously treated.

Keys — words: pneumonias, death rate, childhood,
precocious diagnosis.



Introducao

As infecgdes respiratorias das vias inferiores,
particularmente as pneumonias, S30 pProcessos
geralmente agudos, que comprometem os alvéolos,
bronquios e espago interstisial, com caracteristicas
diferentes, conforme o agente etioldgico, doenga
de base e seu estado nutricional e imunitario. (1, 2,
15).

Na maioria dos paises, incluindo o Brasil, as
pneumonias estdo entre a quinta e sétima causa de
mortalidade global, particularmente na faixa etaria
inferior a 5 anos ¢ acima de 65 anos. (3, 4, 5).

De acordo a Organizacio Mundial de Saude
(OMYS), cerca de 25 a 33% da mortalidade mundial
infantil ¢ causada por infecgdo respiratoria das vias
inferiores. O Fundo das Nag¢des Unidas para a
Infancia (UNICEF) estima que mais de 3 milhGes
de criangas morrem por pneumonia aguda a cada
ano, predominantemente nos paises em
desenvolvimento. (2, 6, 7).

No Brasil as pneumonias bacterianas agudas,
segundo o Ministério da Saude, respondem por
cerca de 12% dos atendimentos pediatricos de
emergéncia. Em relag@o as infec¢des hospitalares,
as pneumonias sdo a segunda infecgio mais
comum, ultrapassadas somente pelas do trato
urinario; porém sdo as que mais comumente
causam oObitos. (4, 5, 8, 12).

A apresentacdo clinica das pneumonias nao
permite o diagndstico etioldgico preciso e, por esta
razdo, a terapéutica antibidtica quase sempre ¢
iniciada empiricamente, antes de dispor de
resultados de exames microbiologicos e
imunologicos. (15).

Devido a evolugao rapida e a gravidade da doenga
(14,16), os testes Imunodiagnoésticos (Aglutinagdo
em Latex e Contraimunoeletroforese) tem obtido
grande importancia como diagndstico rapido e
eficaz das Pneumonias Bacterianas Agudas,
utilizando como amostra Liquido Pleural, para
deteccdo dos seguintes agentes etiologicos:
Streptococcus  pneumoniae ¢ Haemophilus
influenzae tipo b.

Objetivos

Comparar os percentuais de positividade entre os
métodos: Aglutinagdo em Latex,
Contraimunoeletroforese e  Cultura,  para
diagndstico das pneumonias bacterianas agudas na
infancia.

Avaliar os indices de positividades entre os
Agentes Etiologicos e os métodos empregados
para pneumonia bacteriana e selecionar qual a

metodologia mais adequada para o diagnostico
precoce.

Material e Métodos

Neste estudo foram selecionadas 102 amostras de
Liquidos Pleurais, de criangas com suspeita clinica
de pneumonia bacteriana aguda, em 1997,
provenientes dos hospitais pediatricos
conveniados, com o Sistema Unico de Satde,
Secretaria do Estado da Satude (SES) de Minas
Gerais.

Estas amostras foram submetidas a trés métodos
para identificar os agentes: Streptococcus
pneumoniae ¢ Haemophilus influenzae b.

A) Teste de Aglutinacido em Latex:

O Teste de Aglutinacdo em Latex baseia- se na
reagdo antigeno- anticorpo, demonstrada em placa.
Foram utilizados Kits Slidex- Meningite,
comercializados pela Bio- Merieux- Franca. As
amostras foram coletadas, logo apos confirmagao
de suspeita clinica. Estas amostras de Liquidos
Pleurais foram diluidas a 1:4 em EDTA, 0,1M.
PH: 7,5, aquecidas a 100° C, por 5 minutos, para
liberagdo dos antigenos polissacarideos de H.
influenzae b e S. pneumoniae. ApOs este
tratamento, as amostras foram resfriadas e
centrifugadas a 2.000 rpm por 5 minutos e os
sobrenadantes utilizados para o Teste de Latex . (9,
10, 11). Os antigenos polissacarideos, reagem com
as particulas de latex, sensibilizadas por anti- soros
especificos. O tempo maximo da reagdo foi de 2
minutos e considerou- se positiva a reacdo em que
foi visualizado, qualquer grau de aglutinagdo em
um dos antissoros. (14).

B) Contraimunoeletroforese:

A Contraimunoeletroforese foi realizada conforme
padronizagdo do Ministério da Saude. (12).
Utilizamos antissoros provenientes do
INSTITUTO ADOLFO LUTZ - SP. Baseou- se na
pesquisa de anticorpos soluveis no liquido pleural.
Os polissacarideos de H. influenzae b apresentam
carga negativa e, quando submetidos a um campo
elétrico, sob determinadas condigdes de pH e forca
ionica, migram em sentido contrario. Assim, ao se
encontrarem, formam uma linha de precipitagdo
que indica positividade da reacao.

C) Cultura:



As amostras de liquidos pleurais foram
acondicionadas em  frascos  estéreis e
encaminhadas, imediatamente, ao laboratorio de
Referéncia (FUNED/ BH), onde foram semeadas
em meio seletivo, Agar chocolate (ACH),
utilizando a técnica do satelitismo com cepa de S.
aureus, incubadas a 37° C, em condigdes de
microaerofilia (5 a 10% de CO, e umidade).

Apbs a incubagdo (18 a 24 hs.), as colonias de S.
pneumoniae foram submetidas a Prova Presuntiva
de Optoquina (Etil- Hidrocupreina Hidrocloridica),
para determinar a sensibilidade das col6nias
suspeitas. Em caso de positividade, realizou- se o

foram processados os antibiogramas, seguidos das
sorotipagens.

Resultados

Das 102 amostras de Liquidos Pleurais analisadas,
constatamos que, através do Teste de Aglutinacao
em Latex o percentual de positividade ¢ maior, em
relagdo aos outros métodos empregados. Os
resultados obtidos foram: 37,2% (38/102) para

X . o Aglutinagdo em Latex; 9,8% (10/102) para
antibiograma  com  discos  de antibidticos Contraimunoeletroforese; 11,7% (12/102) para
§elec1onados. Havendo crescnge_nto de. _H. Cultura (tabela I).
influenzae, apos a prova de satelitismo positiva,

TABELA 1
Percentuais de Positividade entre os Métodos Utilizados
LATEX CIE CULTURA
N° % N° % N° %
AMOSTRAS POSITIVAS 38 37,2 10 9,80 12 11,7
AMOSTRAS 64 62,7 92 90,1 90 88,2
NEGATIVAS
TOTAL 102 100 102 100 102 100
TABELA 1
Indices de Positividades:
Agente Etiologico X Métodos Utilizados
AGENTE LATEX CIE CULTURA
ETIOLOGICO N° % N° % N° %
S. pneumoniae 24 63,2 - - 07 58,3
H. influenzae b 14 36,8 10 100 05 41,7
TOTAL 38 100 10 100 12 100




Foram demonstrados, segundo a tabela I,
diferentes indices de positividades por agente
etioloégico, destacando-se, maior positividade
detectada pelo S. preumoniae no método de
Aglutinagdo em Latex. Ressaltamos que, no
método da contraimunoeletroforese, ndo foi
testado o anti- soro para S. pneumoniae, o que
justifica, parcialmente, a redugdo da positividade
da técnica.

Discussao e Conclusao

O emprego das Técnicas Imunodiagndsticas
(Aglutinagdo em Latex e
Contraimunoeletroforese), para a detec¢do dos
antigenos em criangas com pneumonia tem sido
objeto de estudo de diversos autores. Os
resultados obtidos por todos eles variam em
fungdo das diferentes metodologias empregadas.
(13). A Aglutinagao em Latex demonstrou maior
positividade, pois os antigenos capsulares,
polissacarideos, soliveis no Liquido Pleural, s@o
resistentes e persistem nas amostras, apos varios
dias de wuso de antibidticos, ou mesmo
acondicionadas e transportadas em condigdes
inadequadas; (tabelas I e II). O Teste de
Aglutinag¢do em Latex, ndo substitui a cultura, pois
o diagndstico etioldgico s6 serd confirmado
mediante o isolamento do agente.(10).

No método de Aglutinagdo em Latex as amostras
foram submetidas a tratamento adequado com
EDTA 0,1 M - pH 7,5, afim de remover
interferentes. Apos este procedimento, notou- se a
diminuigdo de ocorréncia de resultados falsos
positivos, bem como a incidéncia de reatividade
cruzada entre S. pneumoniae ¢ H. influenzae b.
Os resultados satisfatorios dependem dos métodos
de preparacdo das amostras bioldgicas (9, 10).
Quanto ao método de cultura, sua positividade tem
como fatores limitantes: a antibioticoterapia
prévia, coleta e transporte inadequados, que
inibem o crescimento bacteriano e dependem da
ocorréncia concomitante de bacteremia. Associa-
se a isto também a necessidade desta metodologia
requerer varios dias (méaximo 72 horas), para se
obter o resultado final e o antibiograma, quando
necessario. Entretanto, sua utilizagdo ¢ de extrema
importancia em Satde Publica, uma vez que serve
para definir o perfil epidemiologico da populagao
estudada.

Neste estudo, ressaltou- se a importancia do
diagnostico precoce das pneumonias na infancia,

aplicando- se o Teste de Aglutinagdo em Latex,
em amostras de liquidos pleurais, previamente
tratadas.
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RESUMO



Os autores salientam as principais dificuldades (e algumas maneiras de
como resolvé-las) encontradas na determinagao precisa do 3-hCG quantitativo,
que € o marcador tumoral de maior importancia no manejo das pacientes com
Mola Hidatiforme e outros tipos mais graves de Doenga Trofoblastica
Gestacional.

PALAVRAS CHAVES

B-hCG quantitativo, Doengas Trofoblasticas Gestacionais.
SUMMARY

The authors emphasize the difficulties (and some ways of how to resolve
them) founded in the precise determination of quantitative serum B-hCG levels,
which is the biologic tumor marker of most importance in the management of
patients with Hydatidiform Mole and others severe forms of Gestacional
Trophoblastic Disease.

KEY WORDS

Quantitative B-hCG levels, Gestacional Trophoblastic Disease.

INTRODUCAO




A Doenga Trofoblastica Gestacional (DTG) engloba um grupo de
patologias tumorais derivadas da placenta humana que variam desde a da
geralmente benigna Mola Hidatiforme ao altamente maligno Coriocarcinoma®

Séao doengas raras, que atingem mulheres em idade reprodutiva que estéo ou
estlveram gravidas. Mesmo as formas mais graves de DTG tém altas chances
de cura (90 a 100%) desde que sejam precocemente dlagnostlcadas e
adequadamente manejadas em Centros de Referéncia ' 2" %' . Um dos fatores
responsaveis por esses excelentes indices de cura é o fato de que nesse grupo
de patologias da placenta existe a secregao de altas concentragdes de
gonadotroflna coribnica, que € o marcador biolégico especifico desses
tumores 2 7182227

No manejo das pacientes com DTG, apés o esvaziamento uterino, &
fundamental o controle pés-molar 3.5,17,23, 28 que consiste em evitar gestacao e
fazer semanalmente uma determinagdo precisa dos niveis séricos do B-hCG,
até serem obtidos 3 resultados “negativos” consecutivos - abaixo de 10 UI/L -
(remissédo da doengag quando as revisdes clinico-laboratoriais passam a ser
menos frequentes A importancia da dosagem da gonadotrofina coridnica
reside no fato de que, muitas vezes, sdo os niveis elevados de 3-hCG o primeiro
smal de que a evolugdo da paciente néo esta seguindo o curso esperado 14,15, 20,

. Na analise da curva de regressdo de cada caso, que € acompanhada da
curva de regressdao padrdao da gonadotrofina coridnica 2 & definida uma
conduta clinica que muitas vezes envolve tratamentos agressivos com
quimioterapia antineoplasica, as vezes associada com procedimentos cirurgicos,
ambos com graves repercussdes emocionais 14.12.1619252632  Torna-se, pois,
fundamental que os resultados desses exames laboratoriais sejam fidedignos.

Ao longo dos ultimos 12 anos de acompanhamento clinico prospectivo de
pacientes com DTG verificamos um numero significativo de exames cujos
valores diferiam muito do esperado e que, quando repetidos, ndo confirmavam o
resultado inicial. Encontramos varios artigos na literatura abordando essas
dificuldades " Procuramos, entdo, identificar as causas dessas
discrepancias e as medidas para preveni-las. Esse €, portanto, o objetivo deste
trabalho que visa mostrar aos colegas como entender e/ou resolver alguns
desses problemas.

PACIENTES E METODOS

De margo de 1995 a abril de 1997, em 02 anos de avaliagao prospectiva,
153 pacientes com todos os tipos de DTG acompanhadas no Centro de



Doencgas Trofoblasticas (CDT) da ISCMPA realizaram 2067 dosagens séricas de
B-hCG.

No protocolo de seguimento dessas pacientes 8 & estabelecido que
facam uma dosagem sérica basal e quantitativa da fracdo  da gonadotrofina,
antes ou logo apds o esvaziamento da Mola Hidatiforme (MH), que é o tipo mais
comum de DTG, ou no momento do diagndstico das outras formas tumorais de
DTG; posteriormente, recomenda-se que as pacientes fagam dosagens
semanais do B-hCG até serem obtidos 3 resultados consecutivos com niveis
inferiores a 10 UI/L, quando, por definicido clinica é caracterizada a remissao da
doencga (a remissao da DTG ocorre esyontaneamente em cerca de 6 a 10
semanas, em 80% das pacientes ). Nessas primeiras semanas de
seguimento, a quantificac&do precisa do B- hCG € 0 parametro mais importante de
controle pdés-molar, uma vez que € sabido que o0s niveis em “plateau” ou
ascendentes da gonadotrofina coribnica frequentemente Precedem o]
aparecimento dos sintomas clinicos da doenga complicada A partir da
remissdo da doenca, as revisdes clinico-laboratoriais passam a ser feltas a cada
30 dias, durante pelo menos mais de 6 meses, nos casos nao compllcados de
MH momento em que essas pacientes recebem alta do controle pos- -molar ®
! ( essa foi a evolugdo de 108 pacientes). Quando, nas outras formas
tumorals de DTG, as pacientes necessitarem de tratamento quimioterapico para
atingirem esses niveis baixos de gonadotrofina coridnica, o seguimento € mais
longo, com revisbes bimensais por mais 6 meses, seguidas de avaliagdes
semestrais por mais 4 anos (nos casos de doenca nao-metastatica) ou
indefinidamente, quando a paciente tiver apresentado metastases a distancia,
ou diagndstico histolégico de coriocarcinoma 2823 (evolugao de 45 casos)

Na evolugao do acompanhamento de cada paciente, a curva individual de
regressdao do B-hCG é comparada com a curva Iogarltmlca exponencial de
regressado de gonadotrofina coriénica proposta por Schlaerth 2 (Graflco 1).

Durante o seguimento até a alta meédica, nos casos de MH nao
complicada, ou até completarem o periodo de 1 ano com hCG em niveis
considerados normais, nas formas que necessitem de quimioterapia, as
pacientes sdo orientadas para nao engravidar e a usar, como método
contraceptivo, a anticoncepcéao oral hormonal preferentemente 3.6.17,23, 2

Varios métodos de dosagem do B-hCG foram utilizados ao longo dos 12
anos; inicialmente, o método empregado foi de enzimaimunoensaio, passando,
em 1995, para quimioluminescéncia semi-automatizada (Magic Lite Analyser Il

- Chiron Diagnostics)e, com a evolugédo dos equipamentos, desde outubro de
1996, para a técnica de quimioluminescéncia automatizada (ACS:180 Plus -
Chiron Diagnostics ). Este método é um imunoensaio em “sanduiche” com
tecnologia quimioluminométrica que utiliza quantidades constantes de 2
anticorpos: o 1° anticorpo, o reativo lite, € um anticorpo policlonal anti-hCG
purificado por afinidade, de origem caprina, e marcado com éster de acridina; o
2° anticorpo, a fase sélida, € um anticorpo monoclonal anti-hCG, purificado, de
rato, acoplado covalentemente a particulas para-magnéticas. O anticorpo
monoclonal liga-se apenas a molécula intacta do 3-hCG; ja o anticorpo policlonal
liga-se também a todas as fragbes 3 presentes na amostra. A concentragéo de



hCG presente na amostra é diretamente proporcional a unidade relativa de luz
(RLU) detectada pelo sistema ( protocolo do Kit hCG total ACS 180 Chiron
Diagnostics, East Walpole, MA, USA).

E rotina dos médicos do CDT enviar aos bioquimicos do Setor de
Imunologia do Laboratério Central da ISCMPA uma listagem com o nome das
pacientes com DTG que colheram sangue nesse periodo, salientando os casos
novos e/ou os com niveis sabidamente elevados de hCG. Essa relagcdo tem por
finalidade cientificar o grupo técnico que executara o teste sobre quais as
amostras que precisam ser diluidas e qual a quantificagcao prevista, levando em
consideracao o ponto de vista clinico e os resultados dos exames anteriores.

RESULTADOS

As 2067 dosagens de B-hCG feitas para as pacientes do CDT
representaram 34% dos 6066 exames de gonadotrofina coriénica feitos no Setor
de Imunologia do Laboratério Central da ISCMPA no periodo estudado (Grafico
2). Notou-se que em 10.8% das 2067 quantificagcbes do B-hCG (225
exames), houve necessidade de repeticdo dos testes, por ndo corresponderem
as expectativas previstas, em relagcao aos exames anteriores das pacientes e/ou
a curva padrao (Grafico 3).

Essas dosagens foram repetidas e, se ainda discordantes, solicitava-se
nova coleta de material; em 187 dessas repetices (83%) os exames resultaram
valores que se enquadravam com o esperado pelo quadro clinico da paciente -
(Grafico 4) ( portanto, resultados falsamente anormais em 9% do total dos 2067
testes); a repeticao dos outros 38 exames ( 17% ) confirmou o resultado
anbmalo anterior, necessitando nova coleta de sangue para definir a conduta a
seguir. Nessas 38 novas amostras, novamente em 34 testes (89,5%) os
resultados seguiram a curva esperada e, em apenas 4 exames (11%) havia
valor diferente do previsto (Grafico 5) (Total final de resultados anémalos: 4 das
2067 dosagens de hCG de pacientes do CDT (0.19%) - Gréficos 6 e 7).

Alguns dos fatores identificados como responsaveis pelos resultados nao
confiaveis (falsamente altos ou baixos) séo listados na Tabela 1.

Na Tabela 2 sdo apresentadas algumas medidas técnicas para reduzir os
falsos resultados. Com esses cuidados, que vimos empregando desde
novembro de 1996, conseguimos reduzir a prevaléncia dos resultados
“anormais” iniciais de 10% ( outubro/96 ) para 3% ( fevereiro/97 ) (Grafico 8).

Na tabela 3 sdo mostradas as diferencas entre os principais componentes
detec;c?dos em alguns dos Kits designados para quantificar os niveis séricos de
hCG .

COMENTARIOS

A gonadotrofina coriébnica humana (hCG) € um horménio glicoproteico,
com peso molecular de 36700 daltons, composto por 2 subunidades diferentes,



o e B, que s&o unidas por ligagdes nao-covalentes 7.9.18, 2718 2clue precisam estar

combinadas para formar o horménio biologicamente ativo ' A subunidade
o do hCG, que tem 92 aminoacidos, é produzida tanto na hipofise como na
placenta e é idéntica, ou seja, tem a mesma sequéncia peptidica, das
subunidades a do horménio luteinizante (LH), do hormonio foliculo estimulante
(FSH) e do horménio tireoestimulante (TSH). A subunidade B, que tem 145
aminoacidos, ao contrario, € unica para o hCG e define a fungéo especifica da
gonadotrofina coribnica 9.18.22. 21" " A nivel de DNA, as subunidades o e B séo
codificadas por gens diferentes: enquanto apenas 1 gen codifica a subunidade
o, ha 6 gens reguladores da subunidade 3 B

Enquanto as outras gonadotrofinas tém um papel na regulagao hipofisaria
dos testiculos e ovarios, o hCG esta mais envolvido na estabilizacdo do meio
hormonal que e necessarlo na manutengdo da gestagdo e desenvolvimento
precoce do feto

Ao longo da gravidez, as células da placenta normal se diferenciam de
células predominantemente citotrofoblasticas, que sdo observadas no inicio da
gestacao, em células sinciciotrofoblasticas que sdo dominantes ao término da
mesma; o sinciciotrofoblasto € a maior fonte secretora de hCG intacto na
circulacdo materna e as células menos diferenciadas do citotrofoblasto
secretam n&o apenas o hormdnio intato como as subunidades livres o e 3 . Os
niveis livres de subunidade o sdo semelhantes em pacientes com gestagéo
normal, mola hidatiforme ou coriocarcinoma, mas os niveis livres de B-hCG, que
sao anormalmente elevados em pacientes com DTG, refletem a abundanC|a de
citotrofoblasto e a proliferagao celular presentes nessa patologla 12227 Egsas
observagdes explicam os niveis elevados de B-hCG livre verificados nas formas
benignas ( molas hidatiformes ) e malignas ( mola invasora, coriocarcinoma )
das DTG ' %% % Em resumo, tanto as células da placenta normal como as
células anormais do trofoblasto sintetizam e secretam nao apenas o hCG como
também as formas livres das subunidades a e 3, mas sabe-se que a sintese da
gonadotrofina também pode ocorrer em tecidos normais, incluindo testiculos e
hipéfise humana e em 10 a 40% de pacientes com tumores malignos nao-
trofoblasticos ' '® 2. Como todos os hormdnios glicoprotéicos, o hCG exerce
sua atividade biolégica pela ligacdo a receptores celulares na superficie do
orgao aIvo e a subunidade B é a fragdo que determina a especificidade da
hgagao

A tecnlca de rad|0|munoensa3|o para B-hCG, que foi introduzida por
Vaitukaitis em 1972 '® %> %’ tem acentuada sensibilidade e especificidade, bem
maior do que as iniciais que dosavam o hCG combinado no soro das pacientes
com doenga trofoblastica gestacional '® O radioimunoensaio para B-hCG, que
estad baseado no uso de anticorpos policlonais gerados contra a subunidade 3
da gonadotrofina coribnica, ainda € muito usado na maioria dos laboratérios,
mas nao é técnica perfeita devido a frequéncia baixa, porém significante, de
reatividade cruzada com o LH. O nome popular de ensaio de subunidade  ndo
implica que se dose s6 a subunidade B livre; esse resultado reflete sim a
combinagdo imunoldégica do hCG intacto + a subunidade B livre ?’ Na faixa



inicial da curva padrao esse método € de escassa precisdo, podendo acusar a
presenca de quantidades inexistentes do hormdnio, com indices de resultados
falso-positivos de 2,6% quando os valores de HCG situam-se entre 5 e 25 ulL”
'® Com o uso de anticorpos monoclonais, técnica desenvolvida apds a década
de 80, varios imunoensaios mais sofisticados e ensaios radioimunométricos
foram desenvolvidos para reconhecer especificamente o hCG e suas
subunidades livres. Esses ensaios, que sdo tdo ou mais sensiveis do que o
teste do B-hCG por RIE "2 necessitam de menos tempo para realizagdo, nao
utilizam radioisétopos, tém menor coeficiente de variagdo por serem
automatizados e maior durabilidade dos reagentes, o que implica um menor
custo final na execugcdo do exame " Todas essas técnicas possibilitam a
avaliagcado da producéo fisioldgica da gonadotrofina coriénica na gravidez normal,
na presencga de alteragdes patologicas associadas com as DTG, nas gestacdes
com fetos trissébmicos, e em pacientes com tumores nao-trofoblasticos w

O horménio da gravidez nao existe como entidade molecular unica, mas é
feito de uma mistura de moléculas microheterogénias que diferem
principalmente na terminacao sialica 2. além disso, existe uma mistura de
peptideos hCG-relacionados que podem ser obtidos da urina de mulheres
gravidas e de pacientes com tumores trofoblasticos wn

O hCG é desativado por clivagem (“nick”) na molécula ou por dissociagéo
das subunidades. O primeiro passo dessa desativacdo € a clivagem da
molécula, por perda de uma ligagéo peptidica entre os residuos de aminoacidos
44-45 ou 46-48 °. Por alterar a estrutura terciaria do hormonio, essa clivagem
diminui a atividade biologica do horménio que passa de 40h ( meia-vida do hCG
intacto ) para 11h ( meia-vida do hCG-clivado ). A dissociagdo das 2
subunidades libera a subunidade « livre, a subunidade f livre e a sub-unidade 3
livre clivada, todas com meia-vida diferentes. O fragmento 3-central ("core”), que
tem meia vida menor do que 10 minutos, € um produto da degradacgao posterior
da subunidade o1

Segundo Hoerman " a variabilidade do hCG pode estar relacionada: a
diferencas na estrutura primaria (falta de alguns aminoacidos ou da extenséo C-
terminal); a variagdes na estrutura do carbohidrato (variantes com deficiéncia de
acido sialico, que reduz a atividade bioldgica 7 variantes superglicosiladas que
sdo caracteristicas do hCG de origem tumoral ); a clivagem da molécula por falta
de ligagdes na estrutura peptidica; a secregcao de subunidades ndo combinadas
ou de fragmentos da molécula ( B-hCG central ). Uma vez que a topografia
antigénica do hCG-clivado difere da do hCG integro, a presenga de hCG-clivado
pode interferir com resultados de hCGs dosados por diferentes imunoensaios (
ha 10 a 20% de contaminagdo com hCG-clivado nos varios kits para dosagem
de hca! ). A ocorréncia de hCG-clivado varia também com a fonte da
gonadotrofina coridnica, parecendo ser mais Prevalente no soro de pacientes
com DTG do que no soro de outros pacientes "

A quantificacdo dos niveis do hCG ¢ influenciada, portanto, por varios
fatores como o grande numero de componentes do hCG, os varios locais
detectados para ligagao antigeno-anticorpo (epitopes), diferengas generalizadas
nos anticorpos dos diferentes fabricantes e mesmo lote a lote para 0 mesmo



fabricante, variagdo da sensibilidade e avidez com que cada anticorpo
reconhece um local de ligagao no antlgeno

A especificidade da subunidade [ da gonadotrofina coribnica também
nao € absoluta, uma vez que ha alta homologia entre o hCG e o LH que se
ligam ao mesmo receptor. A principal diferenga entre a subunidade B dos 2
hormdnios reside nos aminoacidos da terminacdo carboxi da cadela beta,
aminoacidos 115-145, que estao presentes no hCG mas nao no LH % '8 27 Os
anticorpos que identificam a terminacao carboxi sdo capazes de medir o hCG
mesmo em presenca de altas concentragdes de LH.

Com o conhecimento da natureza complexa dos produtos de degradagao
do hCG intacto, das meias-vidas dos produtos de degradacao e das reagdes
cruzadas dos varios produtos de degradagdo com os varios anticorpos passou-
se a entender melhor o porqué da discrepancia entre resultados da dosagem da
gonadotrofina coridnica feita nos diferentes laboratérios e, num mesmo
Iaboratorlo com o mesmo K|t entre as diferentes amostras do material (" o1,
18,2227y Hoerman'' e Tyrey ?’ afirmam que o melhor ensaio a ser recomendado
para determinacdo de hCG para uso clinico, como marcador tumoral no
diagndstico e no seguimento de pacientes com DTG, é o ensaio que dose o
hCG total + B-hCG, que tem a vantagem de reconhecer também o hCG-clivado
e o B-hCG clivado ( ver tabela 3 ). A diferenca entre os varios Kits ndo mudara
enquanto ndo houver ensaios sensiveis e especmcos disponiveis para dosar um
determinado componente individual do hcG . A nzo- especificidade entre os
ensaios para determinacao de hCG é maior do que geralmente é reconhemda
devido a reacao cruzada com metabdlitos e produtos de degradagao

As amostras de soro de gravidas normais contém predomlnantemente
hCG intacto, sendo capaz de ser detectado por todos os ensaios de anticorpos
multiplos tipo “sanduiche” ' . As amostras de soro das pacientes com DTG séao
mais heterogéneas, contendo uma mistura variada de hCG intacto, de formas
livres e de moléculas degradadas. Segundo Cole e cols " 4 de 5 tipos de
ensaio “sanduiche” para hCG nao detecta total ou parcialmente todas as
moléculas degradadas, podendo resultar em niveis baixos ou falso-negativos
nos resultados dos testes em pacientes com DTG. Nessas pacientes, o melhor
Kit € o que dose hCg total + B-hCG livre e fracionado (Ex.: Chiron Diagnostics
“ACS 180”).

Durante a regressdo da doencga trofoblastica, os niveis de hCG total e
intacto podem cair a valores muito baixos, enquanto as subunidades f livre e
degradadas permanecem transitoriamente elevadas noar portanto, nas
pacientes com DTG, resultados de ensaios que megam B-hCG podem acusar
valores elevados, cujos resultados nao confirmam em exames posteriores
enquanto resultados de ensaios que dosem apenas o hCG total podem resultar
valores reduzidos. Como afirma Linhares '®, a prudéncia recomenda que
somente se aceite como terminada a presenga de hCG quando sao obtidos 3
resultados nulos (remissdo da doenca). Da mesma forma, para definir
resisténcia ao tratamento da DTG € necessario obter-se no minimo trés
resultados semelhantes, indicando a mesma tendéncia, evidenciada por niveis
de hCG ascendentes ou em “plateau” 2 & 10 14.15.19. 31



O fato de que a alteragdo dos niveis esperados de gonadotrofina
coriénica no acompanhamento das pacientes com DTG precede o aparecimento
dos sinais clinicos de comprometimento miometrial (sangramento vaginal
anormal) e de metastases a distancia (dispnéia, tosse, hemoptise, etc) é o
principio do tratamento precoce das sequelas trofoblasticas pés MH, no inicio do
envolvimento tumoral > %31 Og niveis séricos quantitativos do B-hCG sao
essenciais também no monitoramento da resposta ao tratamento quimioterapico
e no diagnostico da eventual recidiva da DTG “ 4 26 Torna-se, portanto,
fundamental que os valores obtidos na quantificacdo do B- hCG sej am
csonflavels uma vez que irao definir muitas vezes a conduta a seguw 101

O trabalho conjunto multiprofissional que vimos desempenhando nos
ultimos 10 anos de acompanhamento prospectivo de pacientes com DTG,
mostra como €& importante e decisiva, para a paciente, a troca diaria de
informacdes clinico-laboratoriais, no sentido de serem reduzidos os falso-
resultados. Com o apoio psicolégico, a confianga nos exames laboratoriais,
resultados esses também ansiosamente esperados pelas pacientes * 3
sensibilidade desses tumores a quimioterapia e aos esquemas de tratamento
individualizado de acordo com o estadiamento clinico e os fatores de risco,
temos atingido adesédo a todo o seguimento proposto em mais de 97% dos
casos e com cura de mais de 98% das pacientes que aderiram ao tratamento °

Trabalhos na literatura especializada citam também alguns dos aspectos
analisados % ' 13 18:22.33 o racomendam que a decis&o para iniciar ou trocar
qualquer tratamento quimioterapico repousa em pelo menos 3 resultados de
gonadotrofina coriénica com valores ascendentes em 2 semanas consecutlvas
ou 4 valores em “plateau” ao longo de 3 avaliagdes semanais © 10172028 Eggeg
intervalos poderdao ainda ser maiores, na dependéncia dos nlvels de B-hCG a
partir dos quais a curva de regressao deixou de ser decrescente '°

O empenho na qualidade total, principio que norteia atualmente todos os
setores da ISCMPA, visando aqui especialmente a obtencdo de exames
confiaveis para nortear o manejo das pacientes com DTG, é que nos fez
procurar identificar e corrigir as falhas que existiam desde o preparo da paciente
(jejum, dieta alimentar prévia, etc), passando pela coleta e estocagem das
amostras de sangue e culminando nos principios técnicos da determinagéo do
B-hCG. A redugcdo dos falso-resultados iniciais, além de melhorar a
confiabilidade na dosagem da gonadotrofina coriénica, implica também redugéo
de custos.

Através da analise dos varios aspectos levantados e dos resultados
obtidos neste trabalho, esperamos também ter colaborado para esclarecer os
colegas de outros Centros, especialmente os que participam do manejo de
pacientes com DTG.

CONCLUSOES




Os autores salientam a importancia do conhecimento, por toda equipe
multiprofissional que acompanha o tratamento das pacientes com DTG, de
todos os fatores que podem influenciar no resultado do B-hCG quantitativo.

Listam as principais dificuldades e reforcam também que, no controle de
uma paciente em particular, os exames devem ser preferentemente feitos no
mesmo laboratorio, com a mesma metodologia e interpretados criteriosamente,
uma vez que muitas vezes € apenas esse resultado o parametro que definira a
introdugcdo ou a mudanga de um tratamento quimioterapico antineoplasico e/ou
associagao de uma terapéutica cirurgica também agressiva.
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TABELA 1

Fatores identificados como responsaveis por resultados nao confiaveis na
determinagao precisa do beta-hCG quantitativo em pacientes com DTG:

diferenca entre “kits” utilizados, dificultando a comparacao de resultados;

hemolise do plasma;

lipemia do plasma;

niveis séricos de LH (ainda que a reagao cruzada seja rara);

armazenamento inadequado das amostras entre a coleta do sangue e a realizagao
do teste;

asrwb=




6. necessidade de diluicdo do plasma quando os niveis de beta-hCG forem muito
elevados (acima do limite de detec¢ao do método utilizado).

TABELA 2

Algumas medidas técnicas para reduzir os falso-resultados da
quantificagao do beta-hCG (*):

* Quanto ao preparo do material.
Deixar as amostras de sangue coagularem adequadamente antes de centrifuga-las;
Manter todo o tempo os tubos de ensaio parados e em posig¢ao vertical,
Deixar as amostras de sangue em temperatura ambiente por ndo mais de 8 horas;

Se o teste nao tiver finalizado em 8 horas, tampar os tubos e refrigerar as amostras
em temperatura entre 2 a 8°C;

. Se o teste n&o tiver finalizado dentro de 48 horas, congelar as amostras a -20°C;
Congelar as amostras apenas uma vez, e mistura-las bem apds o degelo;

o=

o O
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8.

. Antes de colocar as amostras no aparelho, assegurar que o plasma esteja livre de

fibrina ou de outras particulas e remover todas as eventuais bolhas.

* Quanto ao método:

. Misturar a fase sélida invertendo os recipientes antes de cada uso.
. Inspecionar visualmente os recipientes para ter certeza de que todas as particulas

estdo dispersas e suspensas, removendo as bolhas eventuais que tiverem
aparecido.

. Importante: ndo misturar reagentes de lotes diferentes!!
. Calibrar o aparelho:

* a cada 28 dias;

* quando mudar o numero do lote dos reagentes;

* quando os controles estiverem repetidamente fora da faixa de diluigao.
Se for necessario diluicao, usar o diluidor especifico (ACS Multi-Diluent 1).
A diluicdo deve ser feita apenas quando se espera valores elevados de beta-hCG
em uma amostra ndo diluida (quando os niveis altos da gonadotrofina coribnica
excederem a capacidade de leitura do Kkit).

. Com a diluicdo da amostra na vigéncia de niveis altos de beta-hCG, serdo evitados

os resultados “acima de 1000 mUI/mL”, os quais sdo nao informativos do ponto de
vista quantitativo, ndo servindo, portanto, para avaliar as pacientes em controle de
DTG.
E recomendado repetir o teste:

* quando os niveis plasmaticos de beta-hCG quantitativo forem superiores a

300.000 muUl/mL;

* quando os valores forem muito baixos, pela possibilidade de reagdo cruzada

com o LH.

9.

Quando os niveis da gonadotrofinas estiverem baixos (abaixo de 100 mUl/mL), as
pacientes com DTG sé&o orientadas a evitarem alimentos gordurosos na véspera da
coleta do beta-hCG quantitativo.

(*) algumas recomendagdes foram adaptadas e traduzidas do “Manual de Instrugbes” do
fabricante do “Kit” de beta-hCG da Ciba-Corning.




TABELA 3

Principais componentes detectados e sitios de anticorpos (Ac) de alguns testes
de gravidez designados para quantificar os niveis séricos de hCG (11):

Fabricante Kit Sitios de Ac Principais componentes detectados
Abbot IMx hCG alfal beta 3 hCG total (clivado e nao-clivado)

Abbot IMx betahCG beta 2 beta 1 hCG total (ambas as formas) + beta livre (*)
Baxter Stratus hCG  alfabeta beta1 hCG intato (somente o nao-clivado)

Ciba Corning ACS:180 beta 2 beta 1 hCG total (ambas as formas) + beta livre
Hybritec Tandem-R alfa1 beta1 hCG total (ambas as formas)

Organon Teknika NML beta 3 beta 1 hCG total ( ambas as formas) + beta livre (*)
Serono MAIAclone alfabeta beta 1 hCG intato (somente o nao-clivado)

Nota: Os ensaios IMx betahCG da Abbot e NML da Organon Teknika ndao detectam o hCG total
que perdeu o segmento C-terminal.
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RESUMO - A potencial utilidade da analise por citometria de fluxo em
rotina de citologia diagndstica para efusdes foi avaliada com 104 amostras de
fluidos da cavidade corporal. A citologia convencional mostrou néo
positividade (0/33) para efusdes de pacientes com doencas ndo malignas e
45% de positividade (38/71) para efusdes de pacientes com doencas
malignas. Inversamente, a citometria de fluxo mostrou ndo positividade
(0/33)de pacientes com doencas ndo malignas e 18% de positividade (padréo
aneuploide) (13/71) com doencas malignas. Em 13 casos examinados, 8
casos (62%) mostrou idéntico padrdo de ploidia de DNA entre o local da
efusdo e o tumor primario. A citometria de fluxo mostrou positividade em
quatro amostras citologicamente negativas (3 linfomas malignos e 1
carcinoma de células claras). Nos casos com linfomas malignos, a citologia
convencional mostrou 40% de positividade (4/10) e a citometria de fluxo 60%
(6/10) de positividade. Estes resultados indicam que a analise de DNA de
células em efusdes malignas ndo tem valor diagnostico como um teste de
rotina, mas pode ter nos casos de linfoma maligno.

PALAVRAS CHAVE - Citometria de fluxo para DNA, liquidos organicos,

citologia convencional.



SUMMARY - The potential utility of flow cytometric (FCM) analysis in
routine diagnostic cytology for effusion was assessed with 10 samples from
body cavity fluids. Conventional cytology showed no positivity (0/33) for
effusions from petientes with non-malignant diseases. Conversely, FCM
showed no positivity (0/33) for effusions from patients witn non-malignant
diseases, and 18% positivity (aneuploid) (13/71) with malignant diseases. In
13 cases examined, 8 cases (62%) showed the identical DNA ploidy pattern
between effusion site and primary site. FCM showed positivity in four
cytologically negative samples (3 malignant lymphoma and 1 clear cell
carcinoma). In cases with malignant lymphoma, conventional cytology showed
40% positivity (4/10) and FCM 60% (6/10) positivity. These results indicate
that DNA analysis of cells in malignant effusions does not have a diagnostic
value as a routine test, but it may have in cases of malignant lymphoma.

KEY-WORDS — DNA flow cytometry, body cavity fluids, conventional cytology.



INTRODUCAO

O diagnéstico citopatologico em fluidos da cavidade corporal é uma tarefa
dificil até para excelentes citologistas. Recentemente, alguns investigadores
tem descrito que a citometria de fluxo € uma técnica rapida e util que pode
auxiliar no diagnostico de efusdes malignas. Portanto, nés temos analizado
fluidos da cavidade corporal usando citometria de fluxo para avaliar a
potencial da utilidade deste método no campo do diagndstico citolégico para
malignidade. Neste artigo, ndés mostraremos que a citometria de fluxo € um

adjunto util para o diagndstico citologico de linfomas malignos.

MATERIAIS E METODOS

1) Amostras

a) Efusbes: As amostras estudadas foram obtidas de fluidos frescos das
cavidades corporais submetidos ao diagndstico citolégico convencional no
Laboratério de Patologia, do Hospital da Universidade de Medicina e
Farmacia de Toyama - Japéo (Toyama Medical and Pharmaceutical University

Hospital). Cento e quatro amostras de efusdes de 101 pacientes foram
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examinadas. As amostras incluiram 72 efusées pleural, 28 peritoneal e 5

pericardica. Trinta e trés efusdes foram obtidas de pacientes com doencas
nao malignas e 71 efusdes de pacientes com doencgas malignas (Tabela 1).
Nos pacientes com doengas malignas, os diagndsticos foram confirmados
citopatologicamente e nos pacientes com doengas nao malignas por

caracteristicas clinicas.

b) Tumores sdlidos: Treze amostras de tecido foram obtidas de tumores

primarios em 42 casos de malignidade com citologia de efusbes positivas

(Tabela 6).

2) Citologia Convencional

Os fluidos frescos submetidos pela citologia convencional foram
citocentrifugados e corados pela coloragdo de Papanicolaou. O diagnéstico
de negatividade ou positividade para células malignas foram feitas nestas

amostras.

3) Preparacdo de amostras para analise por citometria de fluxo
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5,6 e

As amostras de efusdo foram preparadas pelo método de Vindelov
colaboradores. Resumidamente, as amostras foram centrifugadas a 1.200
rom por 10 minutos e o sobrenadante descartado. O sedimento das células
era suspenso em tampdo de citrato com densidade celular de
aproximadamente 2,5 x 10%ml em tubo de propileno. As células eram

armazenadas a -80°C até analise.

As amostras de tumores soélidos em blocos embebidos em parafina foram

preparadas pelo método de Hedley7 e colaboradores com pequenas
modificacbes. Resumidamente, quatro sec¢des de 50 um foram cortadas,
desparafinizadas com xilol, reidratadas numa sequéncia de 100, 95, 70 e 50%
de etanol, e tratadas com pepsina. Os nucleos isolados foram, entao,
processados da mesma maneira como nas amostras de efusdo. As amostras
foram enviadas para analise de citometria de fluxo com um més depois da

armazenagem.

4) Analises por citometria de fluxo

As amostras foram imersas rapidamente em banho-maria a 37°C e entéo
expostas a solugdes contendo detergente e ribonuclease. Em seguida, elas

foram coradas com iodeto de propidium, filtradas através de uma malha de
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nylon de 30um e corridas num citdmetro de fluxo Epics Profile II (Coulter,

Hialch, FL, USA). Em volta de 10.000 células foram avaliadas em cada
amostra e os histogramas feitos. O pico dipléide foi identificado usando
células dipléides normais como controle interno. A ploidia de DNA foi
determinada como aneupléide quando mais de um pico G0O/G1 com no
minimo 10% de células analizadas ou quando um distinto pico peridipléide era
evidente. O valor maximo aceito como coeficiente de variacdo para picos
diploides era 8%. Os padrbes de ploidia de DNA foram categorizados como

dipléide (normal), aneupléide (anormal) ou duvidoso.

5) Analises estatisticas

As analises estatisticas foram realizadas com o teste X>.

RESULTADOS

1) Citologia convencional e analises por citometria de fluxo em cada fluido da

cavidade corporal

Em efusbes de pacientes com doengas ndao malignas, nenhuma amostra
mostrou citologia positiva e padrdao de DNA aneupléide (Tabela 2).

Inversamente, em efusdes de pacientes com doengas malignas, 45% (38/71)
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mostraram citologia positiva e 18% (13/71) mostraram padrao de DNA

aneupldide. Vinte e nove amostras apresentaram positividade somente na

citologia, e quatro amostras somente na citometria de fluxo (Tabela 3).

2) Incidéncia de positividade em 6rqdos primarios e em tipos histolégicos de

malignidades

A incidéncia de positividade para citologia convencional e para citometria de
fluxo foi estudada em cada 6rgao primario (Tabela 4) e em cada tipo
histologico de malignidade (Tabela 5). O cancer de figado e canal biliar, e,
cancer de esd6fago mostraram baixa percentagem de positividade (0% e 17%,
respectivamente). O padrao de DNA aneupldide foi observado somente em
cancer de estbmago (2/12), cancer de pulméo (4/11), cancer de rins (1/1) e
linfoma maligno (6/10).

Houve uma diferenca significativa na incidéncia do padrdo DNA aneupldide
entre tipos epitelial e ndo epitelial de malignidade (12% vs 50%, p<0,001).
Histologicamente, o padrdo de DNA aneupléide foi observado principalmente
em adenocarcinoma (6/43 = 14%) entre os tipos epitelial de malignidade, e

linfoma maligno (6/10 = 60%) entre malignidades hematopoiéticas.



3) Ploidia de DNA entre locais primarios e locais de efuséo

De 42 casos malignos com efusdo citologicamente positiva, 13 tumores
sélidos primarios foram avaliados por citometria de fluxo (Tabela 6). Nos 13
casos, 8 mostraram DNA idéntico entre o local de efus&o e o tumor primario.
Entretanto, 5 casos mostraram padrao de DNA diferentes: dipldide e

aneupldide no caso 9, e aneupldoide e dipléide nos caos 10 a 13 (Fig. 1).

DISCUSSAO

Alguns investigadores1'3’8 descrevem que a rapida e quantitativa analise em

citometria de fluxo para fluidos da cavidade corporal pode ser um adjunto util

para o diagnodstico citopatologico convencional. Entretanto, outros® ™

reportam que a citometria de fluxo tem um papel limitado, devido sua baixa
sensibilidade para este tipo de amostra. Portanto, ndés avaliamos neste
estudo, a potencial utilidade da analise de citometria de fluxo de DNA em

citologia diagnéstica rotineira para efusdes. Isto €, “quais as vantagens da
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citometria de fluxo comparadas com a citologia convencional existente?”. Em

fluidos da cavidade corporal de pacientes com doengas malignas, a citologia
convencional mostrou 45% de positividade (38/71)e a citometria de fluxo, 18%
de positividade (aneupldide) (13/71). Proporcionalmente, a positividade para a
citometria de fluxo foi bem menor do que na citologia convencional. A
principal razdo para a baixa positividade foi especulada sendo devido a

diluicdo de células aneupldides de células dipldides nas efusbes, como

mostrado por Elsheikh et al.® Curiosamente, nos casos de linfoma maligno, a
proporcdo de positividade foi maior na citometria de fluxo (60%) do que na
citologia (40%). A citometria de fluxo mostrou aneuploidia em trés amostras
citologicamente negativas de paciente com linfoma maligno. Nossa concluséo
€ que a citometria de fluxo € um teste inferior como ferramenta para
diagnostico de rotina devido a sua baixa sensibilidade, mas € recomendado
quando linfoma maligno em efusdes € suspeito.

A coincidéncia em ploidia de DNA entre locais de efusao e tumores primarios
foi examinado em 13 casos com efusdes citologicamente positivas. Cinco dos
13 casos (38%) mostraram padrao de ploidia de DNA diferente entre os dois
locais. E bem possivel que houve poucas células malignas para suas

aneuploidias em efusbes serem detectadas em meio a muitas células nao

11
l.

malignas, como leucocitos. Entretanto, Tsutsui et al. ~ especularam nos seus

estudos sobre carcinoma de eséfago que a discordancia poderia ser devido a
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heterogeneidade intratumoral nas ploidias de DNA nos tumores primarios. O

conceito de heterogeneidade tumoral tem sido universamente aceito, e

nenhuma relacdo segura entre ploidia de DNA e prognostico clinico é

11,12,13

suspeito para este evento; alguns investigadores descreveram que o

padréo de aneuploidia mostrou um pior progndstico, e outros'*!*

reportaram
nenhuma correlagcdo. A citometria de fluxo pode ser util para detectar a
heterogeneidade das células tumorais.

Em conclusdo, a analise de DNA de células de efusbées malignas nao tem
valor diagnostico como teste de rotina, mas pode ter em casos de linfoma

maligno. Mais casos com linfoma maligno serdo requeridos para tracar uma

conclusao definitiva
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Tabela 1

Doencas basicas em pacientes com efusdes da cavidade corporal

Doencgas basicas N° de casos

| - Doencas ndo malignas ( n=33)

Pleurite ndo maligna 11
Piotorax 10
Insuficiéncia cardiaca congestiva 08
Outras 04

Il — Doencas malignas ( n=71)

Carcinomas gastrointestinal 39
Carcinomas toracicos 12
Malignidades hematopoiéticas 12
Carcinomas de cabeca e pescogo 04

Outras 04
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Tabela 2

Citologia Convencional e andlise de citometria de fluxo em cada fluido da cavidade corporal

Fluido da Citologia Citometria de Fluxo
Cavidade Corporal positiva

Aneuplodia Diplodia Duvidoso

| - Doengas ndo malignas

Efuséo pleural 0/31 0/31 29/31 02/31
Efusao peritoneal 0/02 0/02 02/02 00/02
Efusao pericardica 0/00 /00 00/00 00/00

0/33 (0%)  0/33(0%)  31/33(94%) 02/33(6%)

Il - Doengas malignas

Efusao pleural 22/41(54%)  9/41(22%) 29/41 03/41
Efusao peritoneal 15/25(60%)  03/25(12%) 22/25 00/25
Efusao pericardica 01/05(25%) 01/05(25%) 04/05 00/05

38/71(45%) 13/71(18%)  55/71(78%) 03/71(4%)

a,c b

a) p<0,001 vs grupo de doengas ndo malignas
b) p<0,01 vs grupo de doengas nao malignas
¢) p<0,001 vs grupo de aneuploidia



Tabela 3

Positividade em citologia convencional e em citometria de fluxo

Citologia Aneuploidia Percen tagens
positiva Doengas nao malignas Doengas malignas
+ + 0 13%(09)
+ - 0 41%(29)
- + 0 06%(04) a
- - 100 (33) 41% (29)
100(33) 100%(71)

a) Quatro amostras incluindo 1 carcinoma de células claras e 3 linfomas malignos.

16



Tabela 4
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Comparacao de positividade (%) entre citologia convencional e citometria de fluxo em cada

oérgao primario

Orgao primario

Citologia positiva (%) Aneuploéide (%)

| - Tipo epitelial de malignidade
Cancer de estbmago
Cancer de pulméo
Cancer de pancreas
Cancer de figado e canal biliar
Cancer de esbfago
Cancer de colon
Cancer de cabeca e pescogo

Outros

Il — Malignidade hematopoiética

51% (30/59)
58% (07/12)
82% (09/11)
70% (07/10)
00% (00/07)
17% (01/06)
75% (03/04)
75% (03/04)

60% (03/05)

42% (05/12)

12% (7/59)
17% (2/12)
36% (4/11)
00% (0/10)
00% (0/07)
00% (0/06)
00% (0/04)
00% (0/04)

20% (6/12)

50% (6/12)a

a) p<001 vs grupo de tipo epitelial



Tabela 5
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Comparacao de positividade entre citologia convencional e citometria de fluxo em cada tipo

histolégico de malignidade

Tipo Histolégico

Citologia positiva (%) Aneuploidia

Adenocarcinoma

Carcinoma de células esquamosas
Outros tipos epiteliais

Linfoma maligno

Outros tipos hematopoiético

63% (27/43)
31% (04/13)
67% (02/03)
40% (04/10)

50% (01/02)

14% (6/43)
00% (0/13)
33% (1/03)
60% (6/10)

00% (0/02)




Tabela 6
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Ploidia de DNA entre local de efusdo e local primario em 13 casos com citologia de efusdo

positiva
Casos Orgao Primario Ploidia de DNA
(N°) efusdo primario

01 Cavidade nasal (ad) Diploide Dipléide
02 Estbmago (ad) Diploide Diploide
03  Pancreas ( desclassificado ) Diploide Diploide
04  Vesicula biliar (ad) Diploide Dipléide
05 Ln cervical ( linfoma ) Diploide Dipléide
06  Timoma maligno ( tipo epitelial ) Diploide Dipléide
07  Ln. Mediastinico ( linfoma ) Aneuploide  Aneupldide
08 Ln. Abdominal ( linfoma) Aneupldide  Aneupléide
09 Estdbmago Aneupldide Diploide
10  Mama ( ca. de ducto) Diploide Aneuploide
11 Pancreas (ad ) Dipléide Aneupldide
12  Pancreas (ad) Diploide Aneuploide
13  Estbmago (ad) Diploide Aneuploide

LEGENDA DA FIGURA
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Figura 1: Histogramas de DNA de efusdes e tumores primarios dos casos 2, 9
e 13, de acordo com a tabela 6.
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