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Inteligéncia artificial
chega as tomografias do Fleury

O Fleury agora usa uma solucao
de inteligéncia artificial nas
tomografias computadorizadas
de torax, cranio, coluna cervical
e abdome que traz grande
agilidade ao diagnostico,
especialmente em alteracdes
encontradas de forma incidental.

Alerta Diagnostico rapido

A ferramenta analisa as O tempo de deteccao de
imagens assim que elas sao achados potencialmente graves,
adquiridas e gera um alerta como embolia pulmonar,

na tela dos radiologistas sangramento intracraniano,
para priorizagao dos casos fraturas cervicais e perfuracao
positivos e graves nas filas intestinal, é reduzido para

de trabalho. apenas 15 minutos.
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A gente cuida, vocé confia

Tratamento precoce
A solucao agiliza a
comunicagao entre o
radiologista e o médico
dos pacientes, o que
culmina em tratamentos
mais precoces.

www.fleury.com.br

A pressao dos anos
sobre o sistema imunologico

Se a longevidade ja nao vinha acompanhada de qualidade de vida previamente ao sur-
gimento da Covid-19, por causa da grande prevaléncia de doengas croénicas nessa po-
pulagao, isso se acentuou para muitos idosos que tém consequido escapar do virus — ja
gue ele ainda anda a solta — ou sobreviveram a internagdes prolongadas.

A nova doenca deixou ainda mais patente a fragilidade do organismo do idoso, o pri-
meiro a apresentar alta letalidade por Covid-19 no mundo todo, e que, mesmo bem va-
cinado atualmente, ainda corre risco de morte por essa causa sem as doses de reforgo.

Esta certo que, em se tratando de Sars-CoV-2, as mutacdes da dmicron parecem
interferir na imunidade conferida pela vacina em pessoas de qualquer idade, mas o fato
é que os individuos com mais de 65 anos apresentam diversas alteragées imunologicas
que afetam o arsenal de defesas naturais, bem como a resposta vacinal. Para comple-
tar, o organismo dessa populagao ainda apresenta um estado de inflamagao perma-
nente. Bem, vocé pode ler mais a respeito em nossa matéria de capa.

Além dessas reflexdes, o presente numero da revista traz informagdes sobre di-
Versos exames que incorporamos nos ultimos meses, a exemplo de marcadores para
linfomas T, encefalites autoimunes e doencas inflamatorias sistémicas, painéis farma-
cogendmicos e, claro, o ora imprescindivel exame de PCR para
monkeypox, entre outros destaques que apresentamos a partir
da pagina 8.

Chamamos ainda sua atencao para as mudancas que nos-
sa equipe efetuou no teste de fator antintcleo, um classico na
clinica de muitas especialidades. No Fleury, a especificidade
do exame agora atinge mais de 98% para doencas reumaticas
autoimunes, uma otima noticia para diferenciar processos de
autoimunidade de outras afecgdes.

Sempre grato por sua parceria, desejo otima leitura.

Forte abraco,

Dr. Edgar Gil Rizzatti
Diretor médico | Grupo Fleury
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Representagao de anticorpos em agdo, processo
que fica comprometido com o avancgo da idade.
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Em meio a pandemia e

ao surto de monkeypox, dengue
segue preocupando
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Dengue

Precisamos voltar a falar da doeng¢a

O Aedes aegypti continua azucrinando. De 2 de janeiro
a 22 de agosto de 2022, ocorreram 1.329.488 casos pro-
vaveis de dengue no Brasil, 0 que representa uma taxa
de incidéncia de 623,2 casos por 100 mil habitantes — a
maior foi na Regido Centro-Oeste, com 1.851,4 casos por
100 mil habitantes. Nesse periodo, houve 1.279 casos de
dengue grave e 15931 casos de dengue com sinais de
alarme no Pais, alem de 831 &bitos, a maior parte (253)
no Estado de Sao Paulo.

Ha varias explicagdes para o aumento da doenga,
além das classicas, relacionadas ao acimulo de agua das
chuvas nos meses de verao. Os periodos de isolamento
social em 2020 e 2021 parecem ter bloqueado o ciclo de
transmissao em alguma medida, embora nao se
saiba exatamente como. Por outro lado, com
as atencdes voltadas a Covid-19, o moni-
toramento e as medidas de combate as
arboviroses de maneira geral podem ter
ficado comprometidos.

O fato é que, mesmo neste mo-
mento de inverno, quando recrudes-
cem as infecgdes respiratorias sazonais
e ha surtos de outras doencas infecto-
contagiosas, é relevante suspeitar de den-
gue diante de febre alta, dor de cabeca, dores

Exame Momento ideal para coleta

musculares, fraqueza e apatia, dores articulares e no fundo dos
olhos, nduseas, vémitos e manchas no corpo — considerando
que, epidemiologicamente, o risco de dengue ainda é razoavel
em diversas regides do Pais.

O diagndstico inicial é clinico, ou seja, baseado na historia
e no exame fisico da pessoa, mas a manifestagcao de sintomas
comuns a diversas viroses, incluindo outras arboviroses, requer
confirmagao etioldgica por meio de exames laboratoriais. Qua-
dros mais exuberantes devem suscitar a exclusao de condicdes
mais graves que cursam com manifestacbes semelhantes,
como os casos de sindrome hemorragica ou choque.

Apesar de anticorpos especificos em geral ndo serem detec-
taveis antes de 6-7 dias apos o inicio dos sintomas, ja no primei-
ro dia é possivel usar métodos baseados na pesquisa

de antigenos para o diagndstico precoce de den-
gue. Confira os exames disponiveis, incluindo a
sorologia classica.

CONSULTORIA MEDICA
Dra. Carolina S. Lazari
carolina.lazari@grupofleury.com.br

Dr. Celso Granato
celso.granato@grupofleury.com.br

Sensibilidade e especificidade

Pesquisa de antigeno NS1
por teste rapido (método
imunocromatografico)

Do 12 ao 52 dia de sintomas
(melhor sensibilidade no 22 e 32 dias)

= Sensibilidade para amostras colhidas até
o 5°diak 95%
m Especificidade: 99%

Pesquisa de antigeno NS1
(método imunoenzimatico)

Do 1° ao 52 dia de sintomas
(melhor sensibilidade no 2° e 32 dias)

m Sensibilidade? 71%
m Especificidade: 100%

Sorologia para dengue
IgM/IgG (teste rapido

Do 6°2 ao 14° dia (apos o 14° dia, ha IgM:
decaimento progressivo da IgM)

= Sensibilidade®: 75-100%

imunocromatografico) m Especificidade: 96%
IgG:
m Sensibilidade® 73%
m Especificidade: 99%
Sorologia para dengue IgM/IgG Do 62 ao 142 dia (apos o 142 dia, ha IgM:

(imunoenzimatico)

decaimento progressivo da IgM)

m Sensibilidade®*: 81%
m Especificidade*: 90%
IgG:

m Sensibilidade* 92%
m Especificidade*: 90%

! Sensibilidade analitica comparada 2 Sensibilidade clinica em relagdo
a metodologia convencional a casos com confirmacéo clinica
imunoenzimatica e sorologica

3 Sensibilidade analitica 4 Sensibilidade clinica em relagdo
comparada a metodologia a casos com confirmagao clinica
convencional imunoenzimatica e por NS1/PCR
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Clamidia

Novos estudos mostram prevaléncia
da infeccao e fatores de risco surpreendentes

Considerada a infeccao sexualmente transmissivel (IST) de
causa bacteriana mais comum, a clamidia tem incidéncia esti-
mada em 130 milhdes de novos casos no mundo pela Organi-
zagao Mundial da Saude. Na maioria das vezes assintomatica
em ambos os sexos, a infeccao pela Chlamydia trachomatis
(CT), se nao tratada, pode causar, nas mulheres, doenca infla-
matoria pélvica, gestacao ectopica, dor pélvica cronica e infer-
tilidade, além de uretrite e epididimite, nos homens.

Pela auséncia de sintomas, a frequéncia da infeccao pode
estar subestimada. Uma metanalise de 29 estudos, feita com
quase 90 mil individuos, encontrou prevaléncia de CT de 3%
na populacao geral, com indices que variaram de 0,2% a 12%.
A frequéncia agrupada chegou a 2,6%, nos homens, e a 3,1%,
nas mulheres.

O maior indice no sexo feminino, em comparagao ao sexo
masculino, apareceu em todas as regides do mundo, exceto
no Sudeste Asiatico, porém com diferenca significativa apenas
na regido das Américas e da Africa. As taxas nessas duas loca-
lizagbes atingiram 5,3% e 3,8% nas mulheres, respectivamente,
em comparagao a 4,5% e 1,4% nos homens, respectivamente.
Considerando os paises do continente americano, a América
Latina foi a regidao que apresentou a maior prevaléncia de CT
— um indice de 6,7%.

Quase dois tergos das infecgdes pela CT ocorrem em ado-
lescentes e adultos jovens, de 15 a 24 anos. Avaliando espe-

cificamente essa faixa etaria, um artigo espanhol, recen-
temente publicado no journal of Lower Genital Tract
Disease, pesquisou a prevaléncia e os fatores de risco
para a infecgao. A amostra compreendeu 623 individuos,
com meédia de 20 anos de idade, nos quais foi realiza-
da a PCR em tempo real para CT na urina (homens) e na
secregao vaginal (mulheres). O trabalhou observou uma
taxa de frequéncia de 5,5%, com indices semelhantes nos

dois sexos.

O preservativo é uma das medidas importantes para
a prevencao de IST, embora muitas vezes nao adotado
por grande parte da populacao sexualmente ativa. Nesse
estudo espanhol, apenas um tergo das pessoas respon-
deu que sempre contava com essa protegao nas relacdes
sexuais, metade disse que a usava algumas vezes e 15%,
que nunca a utilizava.

A identificagdo de fatores de risco e as orientagoes
para prevenir a CT sabidamente reduzem os indices de
doenga na populagao. Outra estratégia relevante, que visa
a detectar os casos assintomaticos e mitigar a chance de
transmissao, é a recomendag¢ao do CDC norte-americano
de rastrear anualmente todas as mulheres sexualmente
ativas com idade <25 anos ou aquelas com idade maior
que apresentem fatores de risco, como novo parceiro se-
xual, multiplos parceiros ou parceiro com IST.

Fatores de risco para a infec¢ao por CT <«
em adolescentes e jovens adultos

» Ingresso no mercado de trabalho (um fator
independente, que, segundo o estudo, aumenta a
chance em quase nove vezes)

» Historia de diagnostico de IST em algum momento
davida

» Uso de aplicativos ou paginas da internet para
encontrar parcerias sexuais (mais de uma vez
por més)

Referéncias

Centers for Disease Control and Prevention. Sexually Transmitted
Infections (STI). Treatment Guidelines, 2021.

Huai P et al. Prevalence of genital Chlamydia trachomatis infection in the
general population: a meta-analysis. BMC Infect Dis. 2020;20:589.
Reyes-Lacalle A et al. Prevalence and characterization of undiagnosed
youths at risk of Chlamydia trachomatis infection: a cross-sectional study.
J Low Genit Tract Dis. 2022,26:223-228.



pratica clinica

e

neurologia

Painel de anticorpos ajuda a estabelecer a
etiologia autoimune de encefalites

As encefalites tém uma variedade de causas e, nos ultimos
anos, ficou patente que muitos casos apresentam base
imunomediada, com presenca de autoanticorpos: os vol-
tados contra oncoproteinas intracelulares costumam se
associar a sindromes paraneoplasicas, incluindo neoplasias
de pulmao, testiculo, mama e ovarios, enquanto os direcio-
nados contra proteinas da superficie das células neuronais
ou das sinapses podem ocorrer em encefalites autoimunes
sem contexto paraneoplasico, embora também sejam en-
contrados em algumas encefalites paraneoplasicas.

O espectro clinico das encefalites imunomediadas €&
amplo e envolve geralmente quadros neurologicos suba-
gudos e progressivos, com grande heterogeneidade de
manifestacdes em funcao da regiao do sistema nervoso
central acometida, incluindo sistema limbico, tronco cere-
bral, cerebelo, lobos temporais, pares cranianos, medula e
nervos periféricos.

Diante de uma clinica sugestiva, a investigagao deve
ser abrangente e imediata, sempre excluindo causas mais
comuns, como as infecciosas, toxicas, metabodlicas e vas-
culares, entre outras, com exames laboratoriais e de neu-
roimagem. A confirmacao de uma doenga imunomediada
tem implicagdes terapéuticas decisivas, contribuindo para
areversao do quadro e a recuperagao do paciente.

Critérios diagnosticos para uma possivel

encefalite autoimune

1. Quadro neurolégico de inicio subagudo (rapida
progressao em menos de trés meses),
caracterizado por déficit de memaria — sobretudo
de curto prazo -, alteragao do estado mental
(nivel de consciéncia, letargia ou mudanga de
personalidade) ou manifestagoes psiquiatricas

2. Pelo menos um dos sequintes sintomas:

- Alteragoes focais novas em sistema
nervoso central

- Crises epilépticas nao explicadas por uma
condigao previamente conhecida

- Pleocitose no liquor
- Achados sugestivos de encefalite na ressonancia
magneética

3. Exclusao de outras causas de encefalite

Adaptado de Lancet Neurol. 2016 April; 15(4): 391-404.

Na presenca de suspeita clinica de encefalite autoimune,
a pesquisa de anticorpos esta indicada no soro e no liquor.
Sua deteccao configura um elemento importante para a for-

— mulagao diagndstica, ja que confirma o quadro se associada

a, pelo menos, dois dos trés critérios diagnodsticos, desde
que excluidas outras causas.

Células transfectadas controle
\ rd

Figura 1. Anticorpos anti-IgLON-5 reconhecidos em cell-based assay
(CBA), em soro humano diluido a 1:50. Imunofluorescéncia indireta
em células HEk-293 transfectadas para expressarem IgLON-5.

Painel A: células transfectadas com plasmideo vazio. Painel B: células
transfectadas com plasmideo contendo cDNA de IgLON-5. Imagem
com aumento de 400 vezes, gentilmente cedida por Gabriela

Peron Barbosa e Alessandra Dellavance, da Divisdo de Pesquisa e
Desenvolvimento do Fleury.

ARQUIVO FLEURY

Figura 2. Anticorpos anti-LGI-1. Imuno-histoquimica em cérebro e cerebelo
de rato incubado com soro humano a 1:50. O padréo de coloragao do
hipotalamo, do cortex cerebral, do putdmen caudado e da camada granular
do cerebelo é compativel com a distribuicao da molécula LGI-1 no sistema

nervoso central. Imagem com aumento de 100 vezes, gentilmente cedida
por Darlan Augusto Costa Rocha e Alessandra Dellavance, da Divisao de

Pesquisa e Desenvolvimento do Fleury.

Composicao do painel para encefalites autoimunes e
sindromes neuroldgicas paraneoplasicas

Anticorpo

Anti-NMDAr

Anti-LGI-1

Anti-CASPR-2

Anti-GABA-B

Anti-AMPAr

Anti-DPPX

Antianfifisina

Anti-CV2/CRMP5

Anti-PNMA2 (Ma2/Ta)

Anti-Ri (ANNA-2)

Anti-Yo/PCA-1 (ANNA-3)

Anti-Hu (ANNA-1)

Anti-GAD65

Anti-IgLON-5

Anti-MOG*

Metodologia

Imuno-histoquimica em
tecido de roedor (IH-TBA)
e imunofluorescéncia
indireta em células
transfectadas (CBA)

Imunofluorescéncia
indireta em tecido
de roedor (IFI-TBA) e
ImmunoDot

Imuno-histoquimica em
tecido de roedor (IH-TBA)
e Elisa

Imunofluorescéncia
indireta em células
transfectadas (IFI-CBA)

* A literatura evidencia que nao ha beneficio adicional em dosar

anticorpos anti-MOG no liquor.

ANTICORPOS ANALISADOS NO PAINEL FEITO EM SORO

ANTICORPOS ANALISADOS NO PAINEL FEITO EM LIQUOR

ARQUIVO FLEURY

Vale ponderar que diferentes anticorpos podem
estar associados a uma mesma sindrome encefali-
tica e que sindromes distintas podem se relacionar
a um mesmo anticorpo. Ademais, um teste nega-
tivo nao exclui o diagnostico, assim como existe a
possibilidade de falso-positivos. A interpretacao
do exame, portanto, precisa ser sempre feita a luz
do quadro clinico e de informagodes fornecidas por
métodos de imagem.

Quatro plataformas metodoldgicas
Anteriormente realizado em laboratorio no exte-
rior, agora o painel de autoanticorpos para ence-
falites autoimunes e sindromes paraneoplasicas é
totalmente feito no Fleury. De acordo com as re-
comendacdes internacionais, cada autoanticorpo
desse teste deve ser pesquisado por dois métodos
complementares para aumentar a acuracia diag-
nostica e evitar falso-positivos.

Para atender a essa demanda, a equipe de Imu-
nologia da Divisao de Pesquisa e Desenvolvimento
do Fleury desenvolveu e padronizou quatro plata-
formas metodologicas contemplando um amplo
painel de autoanticorpos de relevancia clinica. Os
métodos utilizados incluem imuno-histoquimica
(figura 2), immunoblot, imunofluorescéncia indi-
reta em células transfectadas (cell-based assay)
(figura 1) e ensaio imunoenzimatico em fase solida
(Elisa).

Na pratica, hoje o painel de autoanticorpos para
encefalites autoimunes pesquisa 15 autoanticor-
pos em soro e 14 em liquor, devendo ser solicitado

separadamente, de acordo com a amostra biolo-
gica analisada (soro ou liquor). O resultado sai em
até 15 dias uteis.

CONSULTORIA MEDICA

Dr. Aurélio Pimenta Dutra
aurelio.dutra@grupofleury.com.br

Dr. Luis Eduardo Coelho Andrade
luis.andrade@grupofleury.com.br
Pesquisadora de P&D - Imunologia
Alessandra Dellavance
alessandra.dellavance@fleury.com.br
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Pesquisa do antigeno TRBC1 por citometria de
fluxo ajuda a identificar a clonalidade de linfocitos T

As neoplasias de células T maduras sao doengas heterogé-
neas caracterizadas por um amplo espectro de achados cito-
logicos e histologicos, que, as vezes, se sobrepbéem aqueles
observados em linfoproliferagées reacionais. A classificagao
de neoplasias hematoldgicas da Organizagdo Mundial da
Saude (OMS, 2022) descreve varios subtipos distintos dessas
doengas, que apresentam comportamento clinico heterogé-
neo, variando de malignidades relativamente indolentes a al-
tamente agressivas.

Dependendo do tipo e local de apresentacdo, a demons-
tracao da natureza neoplasica de um infiltrado de células T
tradicionalmente exige uma combinacao de critérios histolo-
gicos e imuno-histoquimicos, podendo ser complementada
por analise molecular. Adicionalmente, varios estudos com-
provaram a utilidade da imunofenotipagem por citometria de
fluxo como uma técnica sensivel e especifica no diagnostico e
na classificacao dessas condicdes, que costumam se basear na
identificagao de aberracdes imunofenotipicas presentes nos
linfocitos T clonais.

Em neoplasias de linfocitos B maduros, a demonstragao de
clonalidade é relativamente direta e se traduz na expressao di-
ferencial (restrita ou ausente) de imunoglobulina de superficie
(kappa ou lambda) nos linfocitos B clonais. Por outro lado, a
deteccao de clonalidade de neoplasias de células T por cito-
metria de fluxo tradicionalmente requer aimplantacao da ana-
lise do repertdrio das familias da regido variavel da cadeia beta
do receptor de células T (TCR-V-beta). No entanto, essas téc-
nicas apresentam algumas limitagdes por serem trabalhosas

—> Classificacao dos linfomas e neoplasias T

De acordo com a OMS, a classificacdo de linfomas T
baseia-se no local de acometimento primario pelos
linfocitos T patologicos, como pele (micose fungoide/
sindrome de Sézary), linfonodo (linfoma angioimuno-
blastico de células T, linfoma anaplasico de grandes cé-
lulas e linfoma de células T periférico nao especificado)
e localizagao extranodal (linfoma extranodal de células
NK/T, tipo nasal e linfoma anaplasico associado a pro-
tese). Por sua vez, outras neoplasias T sao tipicamente
encontradas no sangue periférico ou na medula dssea,
como a leucemia prolinfocitica de células T, leucemia/
linfoma de células T do adulto e leucemia de linfécitos
grandes granulares.
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e onerosas, além de exigirem conhecimentos interpreta-
tivos que nao estao disponiveis em todos os laboratorios
clinicos. Como consequéncia, a abordagem primaria para
o diagnostico de neoplasias T por citometria de fluxo im-
plica a identificagao de desvios dos padroes normais de
expressao imunofenotipica de antigenos de células T.

A analise de rearranjos de genes do receptor de células
T (TCR) pela técnica de PCR e o sequenciamento de pro-
xima geracao de TCRrearranjados igualmente podem ser
usados para avaliar a clonalidade de células T. No entan-
to, existe a possibilidade de esses métodos produzirem
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Caso1l Caso 2 Caso 3
Clonal TRBCl-negativo Clonal TRBC1-positivo Reacional
Normal Normal Normal
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TRBCL: PE-A TRBCL: PE-A TRBCL: PE-A

Expressao de TRBC1 em linfocitos T maduros (linfocitos T normais residuais [azul], linfocitos T clonais [vermelho], linfécitos reacionais [laranja]).
Linfécitos T normais/reacionais apresentam duas populagdes de linfocitos T de acordo com a expressdo de TRBC1: uma negativa e uma positiva.
Linfécitos T clonais apresentam apenas uma populagdo de linfocitos T segundo o padrao de expressdo de TRBC1 (negativa ou positiva).

resultados potencialmente falso-positivos em estados
fisioldgicos como senescéncia ou mesmo em condi¢bes
inflamatadrias, sem contar o fato de que também estdo
associados a custos mais elevados, complexidade ope-
racional e disponibilidade limitada. Assim, tais metodo-
logias nao representam uma alternativa ideal para a de-
teccao de clonalidade T.

Para dar ao clinico uma melhor opcao nesse contex-
to, o Fleury desenvolveu e integrou aos painéis imuno-
fenotipicos classicos a pesquisa do antigeno TRCBL1 por
citometria de fluxo, que configura uma metodologia de
baixo custo, capaz de substituir as técnicas tradicionais
de clonalidade T, como biologia molecular e pesquisa de
repertorio TCR-V-beta.

Recentemente, o TRBC1 foi proposto como marcador
potencial para avaliacao da clonalidade de células T, uma
vez que permite a identificagdo rapida e precisa de popu-
lagdes de células T clonais. Esse anticorpo se volta contra
um dos dois dominios constantes e mutuamente exclu-
sivos da cadeia beta de TCR (TRBC1 e TRBC2), selecio-
nados aleatoriamente durante o rearranjo do gene TCR.

Para avaliar essa nova estratégia de pesquisa de clo-
nalidade T, a equipe do Fleury desenvolveu um tubo de
oito cores que inclui o TRBC1 (clone JOVI-1, conjugado
em ficoeritrina-PE) combinado com anticorpos para os
antigenos CD3, CD4, CD8 e CD45, assim como com anti-
genos que ajudam a identificar a populagao com imuno-
fenotipo andmalo (como CD2, CD7 e CD5 e marcadores
citotoxicos como CD56 e CD57).

A pesquisa do TRBC1 utilizou amostras de sangue
periférico ou medula ¢ssea. O diagnodstico de neoplasia
linfoproliferativa de células T maduras baseou-se em

dados clinicos, morfologicos, imunofenotipicos e anatomo-
patologicos. Ja a porcentagem de TRBCI foi determinada na
populacao de linfocitos T com imunofendtipo suspeito e nas
populagdes de linfocitos T normais residuais (CD4+ e CD8+).

Inicialmente, na validacao da técnica, os pesquisadores estu-
daram amostras com perfil nao clonal (normais e com linfoci-
tose reacional), as quais exibiram duas populagdes de linfocitos
T, de acordo com a expressao de TRBCIL: uma negativa e uma
positiva. A expressao de TRBC1 nos linfocitos T (CD4+ ou CD8+)
variou de 30% a 66%.

No grupo de neoplasias de células T maduras, apenas uma
populacao de linfocitos T foi identificada de acordo com o pa-
drao de expressao de TRBCI: ou era toda negativa ou toda po-
sitiva para TRBCL. A expressao do marcador nos linfocitos T clo-
nais ficou abaixo de 15% (até 13%) ou superior a 95% (97-100%).
Esses resultados indicam que a pesquisa de TRBCIL constitui
uma forma simples e robusta para a deteccao de clonalidade
de linfocitos T.

Como Unica limitagcdo, o exame so nao pode ser realizado
em linfomas T que expressam TCR-gama-delta, o que, no en-
tanto, corresponde a menos de 1% desses casos.
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Radioablagao e alcoolizagao de nddulos da tiroide

reduzem o volume das
lesGes benignas sem
indicacao cirurgica

Enquanto a conduta para os nodulos malignos da tiroi-
de e os de crescimento progressivo com compressao
das estruturas adjacentes, como traqueia e nervo larin-
geo, é o tratamento cirdrgico, varias opcdes devem ser
avaliadas em relacdo aos benignos, incluindo segui-
mento clinico com ultrassonografias seriadas, aplica-
cao deiodo radioativo para os hiperfuncionantes e, nos
ultimos anos, radioablacao e alcoolizagao para aqueles
sem indicacao de ressecgao cirurgica.

Recomendada para nddulos com, pelo menos, 30%
do conteldo solido, a ablagao por radiofrequéncia tem
se mostrado um método eficiente na redugao volume-
trica dessas lesdes. O tratamento, percutaneo, é guiado
por imagens de ultrassonografia e utiliza uma agulha
especial que emite radiofrequéncia para gerar calor, a
fim de destruir as células do nddulo, com consequente
reducao de seu tamanho ao longo de alguns meses.

Nos primeiros seis meses, obtém-se redugao con-
sideravel, resultando em uma diminuigao final de 80%
a 90% de seu volume, sequida de estabilizagao. Apds o
tratamento, as chances de ocorrer aumento significati-
vOo nao passam de 5%. Vale salientar que, para a reali-
zagao desse procedimento, € imperativo que o nodulo
tenha diagnostico citolégico prévio de benignidade
(classe Bethesda II).

Para os ndédulos cisticos ou predominantemente
cisticos sintomaticos da tiroide, a alcoolizagao cons-
titui uma opgao minimamente invasiva, que consiste
na aspiracao do conteudo da lesao com agulha fina,
também guiada pela ultrassonografia, sequida de in-
jecao de alcool absoluto para esclerose de suas pare-
des, com o objetivo de diminuir suas dimensdes. Ha-
vendo recorréncia do nodulo, novas sessdes podem
ser feitas.

Vale salientar que ambos os procedimentos sao
bastante toleraveis, mas, ainda assim, realizados sob
sedagao local e anestesia. Raramente ocorrem compli-
cagbdes, uma vez que se usam agulhas finas, podendo
haver formacao de hematomas no local e rouquidao
por acometimento do nervo laringeo recorrente nos
casos de radiofrequéncia.

[l Ultrassonografia inicial

s Dist 3.82cm
Dist 2.35cm

Dist 276cm

Nodulo misto (predominantemente solido) isoecogénico e circunscrito ao tergo
meédio/inferior do lobo esquerdo, com orientagao horizontal, sem calcificagdes
associadas, medindo 3,8 x 2,8 x 2,3 cm (volume: 12,2 cm?), com fluxo central e
periférico ao estudo com Doppler.

Apés a radioablacdo

Apos o procedimento, observa-se expressiva reducdo da vascularizagao intranodular.
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Quarenta dias ap6s a radioablagao

TiS0.0

LOBO ESQ.

LOBO ESQ. " LOBO ESQ.

Nodulo misto (solido-cistico) hipoecogénico e circunscrito ao tergo médio/inferior
do lobo esquerdo, com orientagao horizontal, sem calcificacdes associadas.
Destaca-se expressiva redugao da vascularizacdo intranodular. Medidas pés-ablagéo:
2,8 x 2,2 x 2,4 cm (volume: 7,4 cm?).

Quatro meses apos a radioablagao

Nodulo mantém suas caracteristicas, com ecotextura mista (solido-cistico),
hipoecogénica e circunscrita ao tergo médio/inferior do lobo esquerdo, com
orientagao horizontal, sem calcificagdes associadas. Observe volume reduzido e
auséncia de refluxo significativo ao estudo com Doppler. Medidas pos-ablagao:
3,1x2,0 x1,8 cm (volume: 5,6 cm?).

Como desconfiar de malignidade
do nddulo de tiroide?

» Margens irregulares ou mal definidas

» Microcalcificagbes

» Diametro anteroposterior maior do que o transverso
» Linfonodomegalia cervical

Evolugao clinica

Exame inicial em 14/8/20. Exame de controle em 18/12/20,

quatro meses apos radioablagéo.
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Painel para quatro virus respiratorios por PCR
esclarece infeccoes respiratorias na infancia

O Fleury introduziu recentemente, em sua rotina, um exame de RT-PCR que pesqui-
sa de forma simultanea os virus Sars-CoV-2, influenza A e B e sincicial respiratorio
(VSR). O recurso configura-se como excelente alternativa sobretudo para o publico
infantil, uma vez que tem maior sensibilidade para esclarecer a etiologia das viroses
comparativamente aos testes rapidos e ao painel por imunofluorescéncia, além de
possibilitar coleta Unica.

Esse painel molecular para quatro virus pode ser o exame inicial na investigagao
dos quadros respiratérios ou complementar uma avaliacao feita por testes rapidos

por imunocromatografia que resultaram negativos.

A tabela abaixo ilustra as principais caracteristicas do novo teste e o compara a
outros dois importantes exames nesse contexto, auxiliando a escolha e a solicitagao
da ferramenta diagnostica mais adequada em cada situagao clinica.

Acesse o QR code para
conhecer em detalhes todos
0s testes para pesquisa

de agentes respiratorios

disponiveis no Fleury.
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EXAME

PAINEL PARA QUATRO ViRUS
RESPIRATORIOS POR PCR

PESQUISA DE ViRUS
RESPIRATORIOS POR
IMUNOFLUORESCENCIA

PAINEL PARA 22 AGENTES DO
TRATO RESPIRATORIO POR PCR

Como posso
solicitar esse

m Painel para quatro virus
respiratorios por PCR

m Painel para virus respiratorios
por imunofluorescéncia

= Painel para 22 agentes respiratorios
por PCR

teste? = Painel molecular para quatro m Pesquisa de virus respiratorios = Painel molecular para 22 agentes
virus respiratorios por imunofluorescéncia respiratorios
= Painel para influenza, VSR e = Painel molecular para virus e
Covid-19 bactérias respiratorias
Virus Sars-CoV-2, influenza Ae B e VSR Adenovirus, influenza A e B, ADV, coronavirus (229€, HKU1, NL63,
pesquisados parainfluenzala3e VSR 0OC43) e Sars-CoV-2, hMPV, INFA (subtipos
H1, H3 e H1-2009), INFB, PIV 1, 2,3 e 4,
rinovirus/enterovirus, VSR, Bordetella
pertussis e parapertussis, Chlamydophila
pneumoniae e Mycoplasma pneumoniae
Método PCR em tempo real Imunofluorescéncia direta PCR e hibridagao
(Cepheid Xpert Xpress®) (film-array / Biofire®)
Material Swab nasal Swab + lavado de nasofaringe Swab nasal

Sensibilidade

100% em relacdo aos testes de
RT-PCR especificos para cada virus

ADV: 38,1% / INFA: 76,7%/

INFB: 78,4% / PIV: 76,9%/ VSR: 93,5%

(em relagdo aos métodos
moleculares)

= Geral: 97% (em relagcao a RT-PCR
especifica para cada agente)

« Sars-CoV-2: 98-100% em relacao ao
RT-PCR para Sars-CoV-2

Quando coletar?

Até o 79 dia de sintomas

Idealmente, até o 32 dia de sintomas

Até o 7° dia de sintomas

Considerag¢oes

= Permite o diagnostico diferencial

= Apresenta boa sensibilidade para

entre os principais virus causadores de VSR, embora menor que a dos testes
infecgoes respiratorias na populagaéo  moleculares

infantil, incluindo o Sars-CoV-2 = Nao inclui a pesquisa de Sars-CoV-2
« Detecta todos os subtipos = Na suspeita de influenza, considerar
circulantes de influenza A, embora testes moleculares em virtude da
nao os discrimine maior sensibilidade

« Pode ser considerado o exame de = Nao usar na suspeita de ADV
escolha na investigacao inicial de

infeccao respiratoria

= Tem menor custo em comparagao

aos outros testes

- E 0 Uinico adequadamente sensivel para
ADV

» Configura-se como a Unica alternativa
para PIV4, hMPV, coronavirus (229€, HKU1,
NL63, OC43), enterovirus e rinovirus,

além de incluir bactérias no diagnostico
diferencial

« Tem alto custo, sendo mais indicado
para casos graves e para pacientes
imunossuprimidos

Legenda: ADV: adenovirus; hMPV: metapneumovirus humano; INF: influenza; PIV: parainfluenza.
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Biopsia de glandulas salivares menores
permite o diagndstico da sindrome de Sjogren

Doenca autoimune inflamatodria crénica, a sindrome
de Sjoégren primaria (SSp) caracteriza-se pelo infiltra-
do linfocitario predominante em glandulas exdcrinas,
principalmente salivares e lacrimais, evoluindo com a
disfungao dessas estruturas.

A condigao tem prevaléncia mundial entre 0,05% e
0,4% e afeta sobretudo mulheres, em proporgao de
9:1, entre a quinta e a sétima década de vida.

A xerostomia e a xeroftalmia (boca e olho secos)
estao entre os sintomas mais comuns, com frequén-
cia de 98% e 93%, respectivamente. No entanto, mais
de um terco dos pacientes pode apresentar manifes-
tagdes extraglandulares, como artrite, pneumonite e
vasculite.

Abidpsia de glandulas salivares menores tem importante papel
nao apenas no diagnostico, mas também na avaliacao prognosti-
ca dos pacientes, uma vez que o numero de focos linfocitarios
encontrados guarda relagao com a gravidade da doenga. As glan-
dulas sao individualizadas e retiradas sob visao direta apds incisao
na mucosa do labio inferior e avaliadas por anatomia patologica.

Considera-se a presenca de sialoadenite linfocitica focal a mar-
ca da SSp. Cada foco compode-se de um agregado de 50 ou mais
linfocitos no tecido glandular e o nimero de focos em uma area
de 4 mm? determina o escore focal. O diagndstico da condicdo
pode ser firmado quando ha um ou mais focos.

Vale salientar que a bidpsia de glandulas salivares menores é
um procedimento seguro, sem contraindicagdes, e possui baixa
incidéncia de efeitos adversos imediatos e tardios.

Foco linfocitario: aumento de 100X, a esq., e de 200X, a dir.

Biopsia de glandulas salivares menores

Método: incisao em mucosa do labio inferior e retirada de glandulas

salivares menores, seguida de analise anatomopatologica

Principais aspectos avaliados: morfologia glandular, presenca de

infiltrado linfocitario
Local de realizagao do exame: Unidade Paraiso

Prazo de resultados: em até trés dias Uteis.
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Painel farmacogenomico contribui com a selecao

terapéutica individual

Legenda:
Cardiologia B Gastroenterologia ®
Cirurgiae Dor m  Neurologia ]
Endocrinologia ®  Oncologia [ |

Exames customizados por especialidade

Medicamentos analisados pelo painel farmacogenémico.

O painel completo avalia todas as medica¢oes, enquanto as cores
indicam os farmacos estudados por cada painel de especialidade

Antidepressivos, antipsicoticos, ansioliticos,
benzodiazepinicos e outros

Estimulantes do SNC e
outros medicamentos
associados ao TDAH

Familia CYPA50
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Amitriptilina EEEE Alprazolam ] Anfetamina ]
Além do painel farmacogenémico Amoxapina EEEN Aripiprazol [ I ] Atomoxetina u
A farmacogendémica clinica @ uma area em ascensao completo, o Fleury oferece exames ngropmna e Brexp_)lprazo[ =s Dexanfe.tam?na =
que aplica o estudo de caracteristicas genéticas indi- QUEIBIIFEEIES [PEIr GRpEEElEErt, (it CltalopramI == Susprrons = Dexmetl'lfenldato =
' ‘ -z e : painéis para Cardiologia, Neurologia, Clomipramina EEEN Clobazam [ | ] Guanfacina u
viduais especificas na predicao de resposta a determi- & - ' - Desipramina EEEN Clonazepam [ Lisdexanfetamina m
) irurgia e Dor, Endocrinologia, On-
nados medicamentos. Para cada droga, sabe-se que i i Doxepina EEEEm Clozapina am Metilfenidato =
. . TP cologia e Gastroenterologia. Pela le-
existe uma variagdo farmacocinética individual que o ) Duloxetina EEEE Diazepam = Antirretrovirais
. ) - " - genda colorida, é possivel encontrar a
influencia sua concentragao no sitio de acao e, conse- . . Escitalopram EEE Eszopiclona [ Efavirenz
) L . composicao dos medicamentos ava- -
quentemente, impacta a resposta terapéutica e o risco liados em cada um deles Fluoxetina EEE Flupentixol EEE Nevirapina
de reacdes adversas. ' Fluvoxamina EEE Haloperidol E Antifangicos
Atualmente, muitas especialidades médicas se be- Genes e Imipramina EEEE lloperidona [ ] ] Cetoconazol
neﬁoam do§ exames L~aborator|§|s nessa area, que tém polimorfismos Mirtazapina EEEE Olanzapina aE Voriconazol
utilidade na identificagao de pacientes com aumento ou e Moclobemida EEEE Perfenazina aE Imunossupressores
diminuigdo na capacidade metabdlica para diferentes Painel farmacogenémico completo Nortriptilina EEEE Pimozida [ ] | Ciclosporina EEE
substancias, constituindo um recurso Util para a selegao Gene .\(@}' .\Q‘ & T &S Amostra: sangue, raspado de mucosa oral Paroxetina EEE Quetiapina m Metotrexato n
terapéutica - incluindo tipo de medicamento e dose - (alelos/polimorfismos) % % <% <© <% <° & ou saliva Protriptilina EEE=  Risperidona T Sirolimus 'TT
mais efetiva individualmente. CYPIAZ! » Métado: PCR em tempo real para o estudo Sertralina Em Tetrabenazina  ® Tacrolimus T
As drogas metabolizadas pela familia do citocromo (A.C,D,EFJKeV) '”d'V'dHa‘ HElD genes, Sete_ dislles @oullieanics Trazodona EEEE Tioridazina [ ] ] Antieméticos
. de enzimas da familia do citocromo CYP450 — - - -
CYP450, por exemplo, estao entre as que contam com CYP2D6! A B Y v v v } ) Trimipramina EEEN Zuclopentixol L ] Metoclopramida =
) S 1 %o XE X X X XO X Laudo: um relatério personalizado e -
importante aplicagao desse recurso, uma vez que o (*¥1, *2, *5, *6, *7, *8, *9, *10, ) ) Venlafaxina EEEN Relaxante muscular Ondansetrona EEN
) ) i *14, *17, *41 e CNV éxon 9) detalhado (produzido em parceria com - - - -
estudo da diversidade de alelos nos diferentes genes el 1 X a Coriell Life Sciences), de acordo com a Vortioxetina EEEE Carisoprodol u Tropisetrona L L
associados a codificagdo de suas enzimas estabelece iIF?Bf 7 %16 18 0 %22 v combinacao dos polimorfismos encontrados, Anticoagulantes e Estatinas Inibidores de bomba de
relagdes funcionais relevantes na pratica clinica. (e & 7 Ha e e ) sugere o status metabolizador do paciente antiagregantes plaquetarios  Atorvastatina ] protons
. . . N CYP2C19! v v v v v f - -
O Fleury introduziu um painel farmacogenémico (1, %2, 43, %7, %8 ¢ *17) para mais de 120 drogas Ace”_ocumam[ u Sinvastatina m Dexlansoprazol =
que permite a avaliacdo individual do perfil genético- CY’PZ,C91’ ’ Prazo de resultados: em até dez dias corridos Clopidogrel u Antiarritmicos e Esomeprazol u
" : ) N B 7 v Prazugrel [ anti-hipertensivos Lansoprazol [
-metabolico para mais de 120 medicamentos usados (*1, %2, *3, *4, *5, *6 e *11)
) - - I — . . Ticagrelor | Carvedilol [ ] ] Omeprazol |
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= e Tipo de medicamento (Cliig\g v v v Dr. Wagner Antonio da Rosa Baratela Meloxicam e
wagner.baratela@grupofleury.com.br
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Dosagem de marcador relacionado
a linfocitos T ajuda a diagnosticar e

monitorar doencas inflamataérias sistémicas

A IL-2 é um importante fator de sobrevivéncia e
diferenciacao de linfocitos T, os quais a secretam,
sobretudo os linfécitos CD4*, tendo agao autdcrina
(sobre a célula que a secretou) e paracrina (sobre
células vizinhas). O receptor para IL-2 (IL-2R) possui
as cadeias alfa, beta e gama. As duas ultimas sao
expressas em células T em repouso, enquanto a ca-
deia alfa (CD25) exibe seus niveis aumentados em
linfocitos T ativados. A expressao das trés cadeias
configura o IL-2R trimérico, que apresenta maior
avidez pela IL-2.

A cadeia alfa (IL-2Ra ou CD25) pode se despren-
der da membrana celular e se tornar soluvel (sCD25).
Assim, niveis séricos de sCD25 se correlacionam com
o grau de ativacao de linfocitos T e se encontram au-
mentados em diversos processos inflamatorios sis-
témicos, como na rejeicao de transplante de 6rgaos,
em linfomas e leucemias, na aids, em doencas auto-
imunes sistémicas, na linfo-histiocitose hemofagoci-
tica, na sepse e na sarcoidose, entre outras.

Na sepse, o aumento de sCD25 e IL-10 represen-
ta bom preditor de gravidade. Na linfo-histiocitose
hemofagocitica e na sindrome de ativagao macrofa-
gica, concentragdes muito elevadas de tais marcado-
res auxiliam o diagnostico e indicam pior prognos-
tico. Ja& na populacao pediatrica, niveis aumentados
de sCD25 sao vistos em pacientes com doenca de
Kawasaki em atividade, de forma mais expressiva
nagueles com aneurisma de coronarias do que nas
criangas sem aneurisma. Na maior parte dessas con-
digbes, contudo, o valor de sCD25 tende a cair com a
melhora da enfermidade em fungao do tratamento.

Na pratica clinica, a dosagem de sCD25 pode ser
util para avaliar a ativagao de células T apds trans-
plante de drgaos, bem como o progndstico de pa-
cientes com linfoma, sepse, linfo-histiocitose he-
mofagocitica ou sindrome da ativagao macrofagica.
Niveis séricos elevados de sCD25 fazem parte dos
critérios diagnosticos para linfo-histiocitose hemofa-
gocitica primaria estabelecidos em 2004. Finalmen-
te, o marcador também contribui para monitorar a
atividade e a resposta terapéutica em diversas doen-
cas inflamatorias sistémicas.
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Saiba como suspeitar da infeccao por monkeypox

A ciéncia ainda nao descobriu um meio de controlar
efetivamente as ondas de Covid-19 e um novo de-
safio surge no radar — o virus monkeypox (MPXV).
Pertencente ao género Orthopoxvirus, da familia
Poxviridae, o agente possui DNA de fita dupla e é
comumente encontrado na Africa Central e Oci-
dental, muitas vezes nas proximidades de florestas
tropicais, e tem aparecido cada vez mais em areas
urbanas. Seus hospedeiros animais incluem uma va-
riedade de roedores e primatas nao humanos. Com
a erradicagao da variola humana, em 1980, e a sub-
sequente interrupgao da vacinagao contra a doen-
Ga, o MPXV emergiu como o ortopoxivirus mais im-
portante para a saude publica, sobretudo a partir de
maio de 2022, quando se iniciou o atual surto multi-
nacional de dimensdes sem precedentes.

A infeccao é marcada por febre, dor de cabega e
astenia intensas, dor nas costas, mialgia e linfade-
nopatia — uma caracteristica distintiva em compa-
racdo com outras doencas infectocontagiosas que
podem parecer semelhantes. Dentro de um a trés
dias, instala-se a erupgao, que, classicamente, tende
a ser mais concentrada na face (95% dos casos) e
nas extremidades (nas palmas das maos e plantas
dos pés em 75% dos casos) do que no tronco. Vale
sublinhar que as mucosas orais (70%), a genitalia
(30%), a conjuntiva (20%) e a cornea também po-
dem ser afetadas.

O quadro evolui sequencialmente de maculas
(lesbes com base plana) para papulas (lesdes firmes
levemente elevadas), vesiculas (les6es cheias de li-
quido claro), pustulas (les6es cheias de liquido ama-
relado) e crostas que secam e caem. O numero de
feridas varia de algumas a varios milhares. Em casos
graves, podem coalescer até que grandes secdes de
pele acabam por se desprender.

A doenca é geralmente autolimitada, com per-
manéncia de sintomas durante duas a quatro sema-
nas. No entanto, pode se agravar em criancas, em
pessoas muito expostas ao virus, em individuos com
comorbidades e em imunossuprimidos, o que igual-
mente varia conforme a natureza das complicagoes.

As complicagbes podem incluir superinfecgao
bacteriana da pele, broncopneumonia, sepse, ence-
falite e comprometimento ocular com consequente
perda de visao, assim como cicatrizes permanentes
e hiperpigmentacao ou hipopigmentacao da pele.

Ainda se desconhece a proporgao de infeccdes assintomaticas, bem
como sua relevancia na cadeia de transmissao.

A taxa de letalidade da variola por MPXV variou historicamente
de 0% a 11% na populacao geral e tem sido maior entre as criangas
pequenas. Nos ultimos tempos, oscilou em cerca de 3% a 6%.

Detecgao laboratorial
Desde 5 de agosto ultimo, o Fleury foi habilitado para a realizagao
de testes para deteccdo de MPXV, nos termos da Portaria n°. 24
da Diretoria Geral do Instituto Adolfo Lutz, de 27 de julho de 2022.
O exame disponivel consiste na analise de amostras de teto ou flui-
do de vesiculas e pustulas ou de crostas secas obtidas com swab e
analisadas por PCR em tempo real. O resultado sai em dois dias.
Convém assinalar que o diagnostico diferencial passa por infec-
¢des como varicela, sarampo, zéster disseminado, eczema herpéti-
co, infecgbes bacterianas da pele, escabiose, sifilis e alergias associa-
das a medicamentos.
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Em busca da melhor estratégia

para o diagnostico de IST

Uretrite persistente em pacientes do sexo biolégico mascu-
lino ou cervicite em pacientes do sexo biolégico feminino,
com testes moleculares negativos para N. gonorrhoeae e
C. trachomatis? Como otimizar o diagnostico?

As espécies do género Ureaplasma e Mycoplasma sao agen-
tes relativamente frequentes de infeccdes genitais, que po-
dem ser adquiridas por relacao sexual, mas a transmissao de
U. urealyticum, U. parvum e M. hominis nao ocorre obrigato-
riamente por essa via. E possivel diagnosticar tais processos
infecciosos por cultura em meios seletivos ou detecgao do
DNA por PCR em tempo real. Apesar de a sensibilidade da
PCR superar a da cultura, uma vez que M. hominis, U. parvum
e U. urealyticum podem estar presentes em sitios nao esté-
reis do trato genital (vaginal, cervical) em pacientes assinto-
maticas, o valor preditivo positivo do exame acaba ficando
limitado, pois nao diferencia colonizagao de doenca. Nesses
casos, ainda se recomenda a cultura quantitativa, dada a signi-
ficativa presenca de carga bacteriana superior a 10* unidades
trocadoras de cor/mL, bem como a vantagem de possibilitar
a realizagdo do teste de sensibilidade aos antimicrobianos.
A PCR configura melhor ferramenta em amostras clinicas co-
letadas de sitios estéreis, em pacientes do sexo masculino ou
quando ha cultura negativa em mulheres sintomaticas, desde
que excluidas outras causas infecciosas.

Diferentemente dos demais micoplasmas que causam
infeccdes genitais, o Mycoplasma genitalium é considerado
um patogeno de transmissao sexual obrigatdria. Em homens,
cerca de 70% das infeccdes por esse agente causam sintomas.
Em contraste, de 40% a 75% das mulheres infectadas ndo apre-
sentam manifestagdes clinicas. Os quadros mais frequentes,
nas sintomaticas, incluem corrimento vaginal alterado ou au-
mentado, disUria, urgéncia urinaria ou sangramento pos-coito.
A deteccao do DNA por PCR é o Unico método com sensibili-
dade adequada para o diagnostico, ja que nao existe meio de
cultura seletivo para essa espécie.

Como identificam o DNA dos patogenos, os métodos mo-
leculares, caso da PCR em tempo real, vém sendo recomen-
dados para o diagnostico de infec¢des sexualmente trans-
missiveis (IST), visto que os elevados indices de sensibilidade
e especificidade e o tempo mais rapido para a liberacao do
resultado permitem abordagem terapéutica mais precisa e
precoce.

Por outro lado, a multiplicidade de microrganismos que
podem ocasionar IST, a possibilidade de infecgdes assinto-

maticas, a alta incidéncia de coinfecgdes com dois ou mais
patdgenos e o potencial de complicagdes decorrentes de
infeccdes nao diagnosticadas e nao tratadas justificam a
pesquisa dos diferentes agentes em pacientes sintomati-
Cos ou assintomaticos.

Recentemente, o Fleury implantou o painel molecular
de IST, teste que detecta simultaneamente, por PCR em
tempo real multiplex, sete agentes causadores dessas
infeccées em uma mesma amostra. O exame apresenta
sensibilidade equivalente a dos testes especificos, ofere-
cendo a vantagem da facilidade de coleta, berm como a uti-
lidade para rastreio em assintomaticas. Portanto, em caso
de duvida ou mesmo quando a clinica é limitada, o painel
pode ser uma importante ferramenta diagndstica.

Painel molecular de IST

Agentes pesquisados:
C. trachomatis, N. gonorrhoeae, T. vaginalis, M. genitalium,
M. hominis, U. urealyticum e U. parvum

Método: PCR em tempo real multiplex

Amostras: raspado endocervical, vaginal, cervicovaginal, retal
e de orofaringe e também urina de primeiro jato

Prazo de resultados: até seis dias Uteis

Sinonimias: painel de IST, painel de DST, painel de infeccoes
sexualmente transmissiveis, painel de doengas sexualmente
transmissiveis

Dr. Gustavo Arantes Rosa Maciel,
consultor médico em Ginecologia e Biologia Molecular
gustavo.maciel@grupofleury.com.br

Dr. Jorge Luiz Mello Sampaio,
consultor médico em Microbiologia
jorge.sampaio@grupofleury.com.br
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opiniao do especialista

Utilizacao da calprotectina fecal

na faixa etaria pediatrica

Conheca indicacoes, valores de referéncia e limitagdes desse biomarcador

Dra. Marcia W. E. Cavichio*
Dra. Patricia M. C. Oliveira*
Dra. Soraia Tahan*

A doenca inflamatodria intestinal (DII) configura
uma entidade clinica global com incidéncia cres-
cente, especialmente no mundo ocidental. O mais
preocupante é que a maior elevagdo na taxa de in-
cidéncia envolve criangas menores de 5 anos.

A calprotectina fecal, desde sua identificagao,
em 1980, tem sido considerada importante avan-
o no arsenal diagnostico da DIl Trata-se de um
heterocomplexo proteico que regula reagdes in-
flamatorias, além de ter funcdes antimicrobianas
e antifungicas. Esta presente em varios tecidos e &
abundante nos neutrofilos e monacitos.

Na inflamacao do trato gastrointestinal, ha ati-
vacao e migragao dos neutrofilos para a regiao in-
flamada e, com a morte dessas células, aumenta
a calprotectina na luz intestinal e, consequente-
mente, sua excrecao nas fezes. Essa caracteristica
a torna um otimo marcador de inflamagao intesti-
nal, mais especifico e sensivel que os marcadores
séricos (PCR e VHS) na avaliacéo de atividade da
doencga de Crohn e da retocolite ulcerativa, assim
como em infeccdes intestinais. Ademais, fatores
como resisténcia a degradagao enzimatica e esta-
bilidade entre a coleta de fezes e a realizacao da
dosagem também favorecem sua utilidade como
biomarcador fecal.

Apesar dessas vantagens, ainda sdo poucos os
estudos sobre os limites de referéncia considera-
dos normais na infancia, os quais apontam valores
mais elevados em criangas menores de 4 anos em
relacao a criangas maiores e adultos.

Recomendagoes dirigidas
Assim, em 2021, a Sociedade Europeia de Gas-
troenterologia, Hepatologia e Nutricao Pediatrica
(Espghan) publicou uma diretriz para estabelecer
indicagoes e valores de calprotectina fecal em di-
ferentes doencas pediatricas.

Sobre a maior variabilidade e niveis mais ele-
vados de calprotectina fecal nessa populagao,

a Espghan propde nao utilizar o nivel de corte
<100 pg/g para menores de 4 anos, consideran-
do a ampla variabilidade nos resultados detecta-
dos nessa faixa etaria. Além disso, preconiza usar
com cautela o nivel de corte inferior a 50 pg/g
(como recomendado em adultos) na populagao
pediatrica acima de 4 anos, uma vez que valores
de referéncia nesse grupo etario ainda nao foram
estabelecidos de modo irrefutavel.

Mesmo com a variagao dos valores de nor-
malidade, a calprotectina fecal é considerada um
marcador Util na triagem de DIl e em sua dife-
renciacdao com os quadros gastrointestinais fun-
cionais. Entretanto, cabe ressaltar que, se houver
demora na liberagdo do resultado do teste, nao
se deve atrasar a realizagdo de colonoscopia em
caso altamente suspeito.

Para o acompanhamento de pacientes com
Dll, a Espghan recomenda realizar a dosagem de
calprotectina fecal a cada seis meses, ainda que
o quadro esteja em remissao. Se a clinica sugerir
recaida, o exame deve ser feito precocemente.
Nos pacientes com resultado >300 pg/g, a colo-
noscopia precisa ser sempre indicada, sequndo a
entidade, mesmo nos casos de remissao clinica,
visto que esse nivel de corte prevé, com precisao,
inflamacgao da mucosa.

Alem da utilizagao no contexto das Dll, a cal-
protectina fecal tem recomendagao para ser em-
pregada, em dosagens seriadas, como teste de
triagem para alerta de risco de desenvolvimento
de enterocolite necrotizante primaria.

@ *Consultoras médicas em
Gastroenterologia e Hepatologia
marcia.cavichio@grupofleury.com.br

patricia.oliveira@grupofleury.com.br

soraia.tahan@grupofleury.com.br
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na maturidade

O desafio das alteracoes
imunologicas do envelhecimento

A populagao mundial triplicou de tamanho nos ultimos 70
anos, enquanto a média etaria aumentou em 30% e a ex-
pectativa de vida, em mais de 50%. Como consequéncia, o
grupo com idade igual ou superior a 65 anos passou de 5,1%,
na década de 1950, para quase 10%, em 2020, com estima-
tivas de alcangar cerca de 15%, em 2050, e 20%, em 2100.

Ao aumento gradativo da expectativa de vida, soma-se
areducao da taxa de natalidade, o que se traduz em eleva-
cao proporcional da populacao idosa e, consequentemen-
te, em diminuigao da razao de suporte potencial.

O envelhecimento populacional nao afeta apenas os
dados demograficos. Os idosos sofrem diversas alte-
racbes na resposta imunologica - como consequéncia
de um processo conhecido como imunossenescéncia -,
combinadas com o progressivo estado pro-inflamatorio
caracteristico do avanco da idade, o inflammaging. Essas
mudangas interferem na forma com que o organismo res-
ponde ao contato com um agente infeccioso, observando-
-se maior tendéncia de infecgbes mais graves e aumento
do numero de hospitalizagdes e dbitos, além de uma res-
posta menor a novos antigenos, incluindo os imunogenos
contidos nas vacinas.

Processo de imunossenescéncia
A imunossenescéncia corresponde as diversas mudangas
no sistema imunoldgico que ocorrem com o envelheci-
mento, que culminam com a reducgao das respostas imu-
noldgicas inata e adaptativa e com um incremento do es-
tado pré-inflamatorio (veja boxe).

Esse processo complexo envolve uma série de eventos
que atingem diferentes células e tecidos, assim como al-
teragbes na expressao de proteinas, na regulagao de ge-
nes e na sinalizagao de vias e redes bioldgicas. Ficam re-
duzidos o numero e as fungdes de neutrofilos, monadcitos
e células dendriticas, como a quimiotaxia, a fagocitose, a
sinalizagao de vias celulares e a morte celular pela produ-
cao de radicais livres.
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Sistema imunologico em

agdo: processos ficam
comprometidos com o

passar dos anos.

Mudangas nas respostas imunologicas inata e adaptativa

com o envelhecimento

m Involucao dos orgaos linfoides primarios, que produzem as

células do sistema imunologico: medula dssea e timo

m Reducao das fungdes fagocitarias, como quimiotaxia e fagocitose,

decisivas na resposta imunologica inata

m Reducao de células progenitoras de linfocitos B e T, essenciais

para a resposta imunologica adaptativa
®m Reducao da produgao de anticorpos
m Aumento da producao de citocinas pro-inflamatorias
m Aumento de células da linhagem mieloide

m Aumento de células de memaria disfuncionais

Evolucao da populagcao mundial de 1950 a 2100

Na imunidade adaptativa, a imunossenes-
céncia nao apenas compromete a producao
de células progenitoras B e T, mas também a
composicao e a qualidade do pool de linfoci-
tos maduros. Por causa da mudancga nas células
progenitoras, ha também redugao significativa
da linfopoese primaria nos idosos. Na medula
0ssea, ainda ha aumento da expressao de genes
de linhagem mieloide e inibicao daqueles desti-
nados a linhagem linfoide.

Alids, a medula d6ssea diminui significativa-
mente com a idade e sofre diferenciacao das
células estromais em unidades semelhantes
aos adipocitos, reduzindo o numero absoluto
de células progenitoras de linfocitos B, como
células pro-B e pré-B. Por consequéncia, esse
compartimento se torna rico em linfocitos B de
memoria tardia, grupo de células inflamatorias
com caracteristicas de senescéncia celular, o
que mantém e propaga a resposta inflamatoria
e regula negativamente a funcao de outros ele-
mentos do sistema imunologico.

Com a redugao do timo, ocorre desorganiza-
cao de sua estrutura, com queda na producao
de células epiteliais e, semelhantemente ao que
ocorre na medula 6ssea, aumento de adipdci-
tos infiltrantes. As principais alteragdes obser-
vadas com o avango da idade incluem redugao
das células T progenitoras, declinio gradual na
resposta funcional das células T efetoras e de
memoria, comprometimento da capacidade
dos linfocitos CD4+ em se diferenciar em sub-
grupos funcionais - comprometendo, assim, a
imunidade humoral - e elevacdo da razéo en-
tre células Th17 e T requladoras, levando a um
estado basal pro-inflamatdrio. Portanto, o de-
clinio gradual na produgao de novas células T,
combinado com o acumulo daquelas terminal-

1950 1990 2020 2050 2100
Populagao mundial (bilhdes) 2,5 53 7,8 9,8 10,4
Média etaria (@anos) 23,6 241 30,9 36,2 41,9
Expectativa de vida (anos) 47 63,7 72,3 76,8 81,7
Pessoas 65+ 5,1% 6,2% 9,3% 15,9% 22,6%
Razao de suporte potencial* 8,4 6,8 53 31 21

*Quantidade de pessoas entre 25 e 64 anos, consideradas economicamente ativas, em relagao a populagao de 65+.

Adaptado de: World Population Prospects 2022 (United Nations — Department of Economic and Social Affairs), disponivel em https:/www.un.org/

development/desa/pd/content/World-Population-Prospects-2022



mente diferenciadas semelhantes as
de memoria na periferia, contribui com
a redugao do repertorio de células T
progenitoras e limitam a capacidade
do sistema imunoldégico de responder
efetivamente a novos antigenos.

As células dendriticas, que servem
como um elo entre as imunidades
inata e adaptativa, também sofrem al-
teragdes. O numero das que circulam
permanece estavel, porém ha dimi-
nuicao significativa das plasmacitoides,
com queda importante na secrecao de
interferon para combater as infeccoes
respiratorias virais (como influenza)
e de outros estimulos, bem como re-
dugao na producao de citocinas pro-
-inflamatorias nas mieloides. Também
se demonstrou que, em idosos, as
unidades derivadas de monacitos sao
menos eficazes em estimular a proli-
feracao de células progenitoras T CD4+
e CD8+ e aresposta as citocinas.

Como resultado da imunossenes-
céncia, a populagdo idosa apresenta
um aumento da suscetibilidade a in-
feccoes, especialmente por influenza,
Streptococcus pneumoniae (pneumo-
€0co), virus sincicial respiratorio (VSR)
e Streptococcus agalactiae (estrepto-
coco do grupo B), além de infecgdes
cronicas reemergentes e oportunistas,
como o herpes-zoster. Conforme ja
mencionado, essa remodelagao do sis-
tema imunoldégico igualmente diminui
aresposta a novos antigenos, incluindo
os antigenos vacinais.

Inflamagao basal

Inflammaging

Em paralelo a imunossenescéncia, o envelhecimento se caracteriza pelo que
se denomina inflammaging — terminologia em lingua inglesa proposta no ano
2000 e formada pela jungao de inflammation (inflamagao) + aging (envelhe-
cimento) —, definido como um progressivo processo inflamatoério crénico de
baixa magnitude e independente de patdgenos. Essa condicdo sistémica lesa
os tecidos e é deletéria para todo o organismo por resultar de multiplas cau-
sas: acumulo de dano tecidual pro-inflamatorio, falha do sistema imunologi-
co, cada vez mais deficiente em eliminar efetivamente os microrganismos e
as células hospedeiras disfuncionais, propensao das células senescentes em
secretar citocinas pro-inflamatorias, aumento da ativagao do fator de transcri-
cao NFkB e ocorréncia de resposta autofagica defeituosa. Tais alteracoes ele-
vam a ativacao do inflamassoma e de outras vias pro-inflamatorias, ocasio-
nando a producao aumentada de IL-1b, fator de necrose tumoral e interferons.

i /nflammaging

Inflamacao
fisiologica

Nat Rev Endocrinol. 2018 Oct;14(10):576-590.

Idade

24

O inflammaging interfere de maneira importante na
suscetibilidade a doencas e na resposta imunologica a
vacinagao dos individuos idosos. Nesse sentido, ja ha
dados que mostram que o maior nivel de citocinas infla-
matorias nas células imunoldgicas e no sangue correla-
ciona-se com a baixa resposta a imunizagao. Estimulos
que contribuem para o inflammaging incluem infecgdes
bacterianas e virais agudas e crénicas, bem como debris
celulares e agregados proteicos provenientes da morte
celular continua que ocorre no organismo. Alteracdes na
microbiota decorrentes da idade ainda modificam a per-
meabilidade intestinal e causam inflamagao sistémica e
disfungao de macrofagos, promovendo o processo infla-
matorio associado com a idade.

Envelhecimento reduz
fungdes fagocitarias.

Processos que contribuem para o inflammaging

m Danos de orgaos e tecidos pelo aumento da taxa
de morte celular e senescéncia

m Disfungao mitocondrial

m Ativacao de NFkB e inflamassoma

m Circulagao de microRNA

m Infeccbes crénicas como citomegalovirus

®m Hormonios e espécies reativas de oxigénio

m Alteragbes da nutricao relacionadas com a idade
m Metabolismo

m Disbiose da microbiota intestinal

Necessidade de vacinas desenvolvidas para o idoso

A vacinagao ¢ uma medida essencial para proteger o idoso da
morbidade e da mortalidade decorrentes de doengas imuno-
preveniveis. Contudo, a imunossenescéncia e o inflammaging
interferem significativamente no modo como o sistema imu-
noldgico responde as doengas e aos componentes vacinais.
Em termos de doencas, a maior suscetibilidade da populacao
idosa ao influenza sazonal, ao Sars-CoV-2, a infeccdo pneu-
mocacica e a reativagao do virus varicela-zoster coloca essas
enfermidades como causas importantes de aumento na mor-
bimortalidade nessa faixa etaria, bem como de sequelas agu-
das e de longo prazo. Influenza, Covid-19 e pneumonia estao
entre as principais causas de obitos no mundo entre os idosos.
A essa maior suscetibilidade, soma-se o fato de as vacinas
mais comumente utilizadas apresentarem menor imunoge-
nicidade e efetividade na populagao idosa em comparagao
aos adultos mais jovens.

Como exemplo, a vacinagao contra a gripe apresenta efi-
cacia entre 70% e 90% em criancas e adultos, diminuindo para
30% a 50% nos individuos com mais de 65 anos. No caso do
imunizante trivalente inativado contra o influenza, a preven-
¢ao contra hospitalizacdo para pneumonia em pessoas com
idade igual ou superior a 65 anos varia de 30% a 70%. A efica-
cia de outras vacinas, como a pneumocodcica e da hepatite B,
também sofre redugao com o aumento da idade e tem dura-
¢ao mais curta da protegao.

Em relagao as vacinas pneumococicas, dados mostram que
a resposta imunoldgica ao imunizante pneumocodcico polis-
sacarideo 23-valente (VPP23) é menor em individuos acima
de 65 anos, além de poder levar a hiporresponsividade com
a administracao de doses repetidas. Por outro lado, vacinas
polissacarideas conjugadas, como a 13-valente (VPC13), e as
novas 15-valente (VCP15) e 20-valente (VCP20) - ainda em
processo de aprovagao pela Anvisa -, desencadeiam uma
resposta dependente de células T, produzindo titulos altos
de anticorpos funcionais e duragao mais longa da protecao, e
possibilitam o bloqueio da colonizacao da nasofaringe pelas
cepas contempladas nesses produtos. A Sociedade Brasileira
de Imunizagdes (SBIm) recomenda, para a populagao idosa e
para individuos com risco aumentado para infecgdo pneumo-
cdcica, iniciar o esquema de imunizagao com vacinas conjuga-
das (VPC13) e sequir com a VPP23.

O herpes-zoster, por sua vez, tem incidéncia crescente
com a idade e configura uma causa importante de hospita-
lizagdes no idoso, assim como de complicagdes decorrentes
da doencga, como neuralgia pos-herpética — persistente mes-
mo apos a resolugao do quadro agudo -, infecgao bacteriana
secundaria e maior incidéncia de acidente vascular isquémico
encefalico nas semanas que se sequem a infeccao. Dessa for-
ma, o objetivo da imunizagao contra o zoéster a partir dos 50
anos é prevenir a infeccado em si e reduzir as hospitalizagdes e
a incidéncia de neuralgia pds-herpética.
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Por questdes epidemioldgicas, historicamente, a maior parte
das vacinas foi desenvolvida com o foco principal em criangas e jo-
vens. Entretanto, com a mudanga do perfil da populagao mundial,
temos hoje a preocupagao premente com os idosos nos estudos
que envolvem o aperfeicoamento e a criagao de novos imunizan-
tes. Idealmente, esses produtos devem ser capazes de compensar
o efeito negativo da imunossenescéncia e do inflammaging sobre a
resposta vacinal, além de combater os agentes infecciosos que au-
mentam a incidéncia de doengas imunopreveniveis em decorréncia
das comorbidades frequentemente associadas a populacao idosa,
como diabetes mellitus, cancer, afeccdes autoimunes e enfermida-
des neurologicas.

Cada vez mais as estratégias de vacinacao visam a populagéo
idosa, desde o desenvolvimento de produtos proprios para o idoso
e o desenho da vacing, passando pelos estudos clinicos, até a de-
finicao de protocolos de imunizagdo. Nesse contexto, vém sendo
considerados aspectos como a criagao de adjuvantes e formulagdes
especificos para o idoso, com mecanismo de agao adaptado a imu-
nossenescéncia e ao processo de inflammaging, de forma a induzir
resposta imunoldgica efetiva sem exacerbar o estado inflamatério
e, assim, melhorar os desfechos clinicos; a inclusdo do conceito de
imunobiografia para desenvolver novos imunizantes, o que consiste
em guiar a estratégia de acordo com grupos especificos de idosos,
levando em conta os histoéricos clinico, imunologico, socioecondmi-
co e geografico; a estratificagao dos pacientes por idade; e a adogao
de sistemas que integram todos os dados coletados (clinicos, imu-
nobiograficos etc.) para ajudar a direcionar o desenvolvimento das
vacinas de nova geragao e otimizar o uso das ja existentes.
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Calendario de vacinacao do idoso (60+ anos)

Vacina Indicagao Esquema e observagoes
Influenza (gripe) Rotina » Dose Unica anual

» Situagdes de risco: considerar segunda dose trés meses apos

a primeira

» Se disponivel, a vacina influenza 4V é preferivel a 3V
Pneumocécicas Rotina » Iniciar com uma dose de VPC13
(VPC13) e (VPP23) » De 6 a 12 meses depois, aplicar uma dose de VPP23

» Segunda dose de VPP23: cinco anos apds a primeira
Herpes-zoster Rotina a partir de 50 anos. » Vacina atenuada (VZA): dose Unica

Se nao vacinado aos 50, em
qualquer momento

» Vacina inativada (VZR): preferivel, em duas doses com
intervalo de dois meses (O - 2)

» Para quem ja teve a doenga, vacinar apos um ano com VZA.
Se usar VZR, aguardar a resolucao do quadro agudo para
vacinar

» Imunodeprimidos: vacinar com VZR (VZA é contraindicada)

Triplice bacteriana Rotina
acelular do tipo adulto

para difteria, tétano e

coqueluche

(dTpa ou dTpa-VIP)

Dupla adulto para
difteria e tétano (dT)

» Atualizar dTpa independentemente de intervalo prévio
comdTouTT

» Esquema de vacinagdo basico completo: reforco com dTpa
a cada dez anos

» Esquema de vacinagao basico incompleto: uma dose de
dTpa a qualquer momento, com a adicao de uma ou duas
doses de dT, de forma a totalizar trés doses contendo o
componente tetanico

» Nao vacinados e/ou historico vacinal desconhecido:
uma dose de dTpa e duas doses de dT no esquema
0-2-4a8meses

RECOMENDADAS PARA NAO VACINADOS OU INCOMPLETAMENTE VACINADOS

Hepatite A Ap0s avaliagao soroldégica ou em
situagoes de exposicao ou surtos

Duas doses (O - 6 meses)

Hepatite B Rotina Trés doses (O - 1/2 - 6 meses)
HepatitesAe B Quando recomendadas as duas vacinas  Trés doses (O - 1/2 - 6 meses)
Febre amarela Para idosos nao vacinados previamente, » Dose Unica

apos avaliagao de risco/beneficio

» Nao ha consenso sobre a duragao da protegao conferida
pela vacina

» De acordo com o risco epidemioldgico, uma segunda dose
pode ser considerada pelo risco de falha vacinal

Triplice viral (sarampo, Situagdes de risco aumentado
caxumba e rubéola)

» Dose Unica
» Contraindicada para imunossuprimidos

Meningococicas
conjugadas ACWY ou C

Surtos e viagens para areas de risco

» Dose Unica

Individuos com risco aumentado de
doenga meningococica

Meningococicas B

» Duas doses (0 - 2 meses)

» Apesar de ndo estudadas em adultos acima de 65 anos,
podem ser administradas fora da faixa etaria de
licenciamento aqueles individuos com risco aumentado de
doenga meningocdcica invasiva

Adaptado de: Recomendagdes da Sociedade Brasileira de Imunizagdes (SBIm) — 2022/2023 (disponivel em: https:/sbim.org.br/images/calendarios/
calend-sbim-idoso.pdf) e de Vaccine Recommendations and Guidelines of the Advisory Committee on Immunization Practices (ACIP) (disponivel em:

https:/www.cdc.gov/vaccines/hcp/acip-recs/vacc-specific/index.html).
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O pano de fundo dos genes ns
neoplasias mielodisplasicas

Como o sequenciamento de nova geragao,

combinado aos testes convencionais, tem
ajudado a melhor definir o prognoéstico da
doenca e a terapia

O CASO

Paciente do sexo feminino, 62 anos, tabagista (40
anos/macgo), foi encaminhada ao hematologista para
investigacao de anemia e neutropenia. O hemograma
exibia os sequintes resultados:

» Hemoglobina (Hb): 8,6 g/dL.

» Volume corpuscular médio (VCM): 102 fL.

» Red cell distribution width (RDW): 20%.

» Macrocitose discreta, poiquilocitose moderada.

> Glébulos brancos (GB): 1.650/mm? (neutrofilos:
42%; eosindfilos: 1%; basofilos: 1%; linfocitos: 50%;
monacitos: 6%), raros neutrofilos hipogranulares.
» Plaquetas = 550.000/mm?.

Diante da anemia macrocitica com neutropenia
e elementos hipogranulares, da trombocitose e da
historia de tabagismo, e afastadas as causas secun-
darias para as alteracdes encontradas, o hematolo-
gista levantou a hipotese de neoplasia mielodispla-
sica (SMD). Para tanto, solicitou ampla investigagao
medular com mielograma e biopsia de medula ossea,
caridtipo e hibridacao in situ por fluorescéncia (FISH),
cujos resultados sao apresentados a seguir.

m Mielograma: hipercelular, G:E 1,6:1.

» Série eritroide: hipercelular com macro e
normoblastos, diseritropoese moderada.

» Série granulocitica: hipercelular, disgranulopoese
discreta, 2% de blastos.

» Série linfomonoplasmocitaria: normocelular.

» Série megacariocitica: hipercelular,
dismegacariopoese moderada, com elementos
mono ou hipolobulados.

» Ferro medular: presente; sideroblastos: 13%;
sideroblastos em anel: ausentes.

A citomorfologia medular demonstrou alteracoes
de dispoese nas trés séries mieloides, com porcenta-
gem de blastos abaixo de 5%.

m Bidpsia de medula 6ssea: medula dssea hipercelular nas trés
séries, com alteracdes citoarquiteturais e presenca de megaca-
riocitos hipo ou monolobulados, compativel com SMD.

m Cariotipo: 46,XX,del(5)(q13g33)[11]/46,XX[9].

m FISH: delegdo EGRI (5g31.2) em 36% das 200 interfases e au-
séncia de alteragdes nos cromossomos -7/7q, +8, 11q23, dell7p
e 20g-.

O cariotipo e a FISH apresentaram a delegao intersticial (gene
EGRI) do brago longo do cromossomo 5, uma alteragao clonal
bastante frequente na condicao investigada. A SMD com pou-
cos blastos e 5g- isolada se caracteriza por anemia macrocitica,
trombocitose, megacariécitos mono ou hipolobulados, delecao
5q isolada ou associada a uma outra alteragao, exceto -7/7g-, e
menos de 5% de blastos. Portanto, o caso pdde ser classificado
como um subtipo de risco favoravel. Contudo, chamou a aten-
cao a displasia nas trés séries mieloides, o que nao é habitual
nesse subtipo. Assim, o hematologista pediu o sequenciamento
de nova geracao (SNG) para neoplasias mieloides, disponivel
no Fleury sob o nome de Mutmielo, que apontou a presenga da
variante TP53 ¢.578A>G, (H193R), missense, com fracao alélica
da variante (VAF) de 26%.
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A DISCUSSAO

Grupo de doencas da célula-tronco hematopoética, as
SMD se caracterizam por hematopoese ineficaz, dis-
plasia e citopenia periférica, com potencial evolucao
para leucemia aguda. A etiologia é desconhecida, mas a
exposicao a toxinas ambientais, derivados de petroleo
e tabagismo aumenta o risco. Em geral, a apresentagao
clinica se da pela presenga de citopenias, conforme ob-
servado no presente caso.

O diagnostico baseia-se na morfologia das células
do sangue periférico e da medula dssea, na histologia
da medula e nas alteragdes genéticas, que sao de fun-
damental importancia para a classificacao e a estratifi-
cagao de prognostico, além de auxiliarem a escolha da
terapia. Com efeito, mutagdes recorrentes aparecem
em mais de 80% dos casos e contribuem para a fisio-
patogenia.

De acordo com as alteracdes genéticas, os pacientes
tém seu risco classificado em baixo, intermediario ou
alto, com mediana de sobrevida variando desde alguns
anos a poucos meses — na auséncia de terapia, essa
mediana é igual a 5,7 anos para baixo risco ante 0,4 ano
para alto risco. Para os casos de baixo risco, objetiva-
-se, com o tratamento, aliviar os sintomas provocados
pela hematopoese ineficaz, principalmente a anemia,
enguanto, para os de alto risco, a meta é alterar o curso
da doenca e prolongar a sobrevida.

A delecao intersticial do braco longo do cromosso-
mo 5 é uma alteragao frequente na SMD e, quando iso-
lada ou associada a outra aberracao que nao envolva
-7/79-, juntamente com anemia macrocitica, tromboci-
tose, megacariocitos mono ou hipolobulados e menos

de 5% de blastos na medula 6ssea, recebe o nome de SMD com
poucos blastos e 5g- isolada, de acordo com a quinta edigao da
classificacdo da Organizacao Mundial da Saude (OMS), tendo
evolugao relativamente benigna. Pacientes com essa alteragao
apresentam boa resposta a lenalidomida, podendo se tornar
independentes de transfusao sanguinea na maioria dos casos.
A lenalidomida é um derivado da talidomida com efeito imuno-
modulador, com propriedades antineoplasicas, antiangiogénicas
e anti-inflamatdrias. Dentre seus mecanismos de agao, promove
a apoptose da célula maligna e aumenta a imunidade.

Todavia, o caso descrito apresentava concomitantemente
uma variante no gene TP53, o qual se localiza no cromossomo
17p13.1, é um supressor tumoral e codifica uma proteina que fun-
ciona como fator de transcrigao essencial para bloqueio do ciclo
celular, reparo de DNA, inducao de apoptose e regulagao da di-
ferenciagao celular. Em geral, mutacdes nesse gene se associam
a impacto negativo no progndstico, curso agressivo e alto risco
para transformagao em leucemia mieloide aguda (LMA), sendo
observadas em cerca de 20% das SMD com 5g-. Além disso, di-
versos estudos demonstram correlacao entre mutagées no TP53
e resisténcia a lenalidomida nesses casos.

As alteracdes no TP53 podem ocorrer na forma de delecéao, de
mutagdo ou de ambas as anomalias, com maior impacto na car-
ga alélica. De acordo com a FISH, o caso apresentado nao exibia
delecao 1/p/TP53. Pacientes com alteracao monoalélicano TP53
tém menos citopenia e menor porcentagem de blastos quando
comparados aos bialélicos. Ademais, casos com VAF maior que
23% apresentam risco aumentado de desenlace desfavoravel.

Diante do conjunto de achados no presente caso, torna-se
necessario o monitoramento da evolucao clonal do TP53 para
predizer a progressao da doenga.




Novo painel genético para
neoplasias mieloides pesquisa

mutagoes em 69 genes, além
de fusoes génicas

As neoplasias hematologicas sao diagnosticadas de
acordo com os critérios de classificacao da OMS para
os tumores dos tecidos hematopoético e linfoide. Re-
centemente atualizada para sua quinta versao, tal clas-
sificagao oferece evidente refinamento dos critérios
diagnosticos, que incluem, dentre outros aspectos, ca-
racteristicas citogenéticas e moleculares distintas, ba-
seadas em mecanismos oncogénicos estabelecidos.
De fato, nos ultimos anos, a identificacao de varias mu-
tagoes tem modificado o diagnostico, a estratificagao
de prognostico e a decisao de terapia dessas doengas,
com evidente beneficio para os pacientes acometidos.

Nesse contexto, as técnicas de sequenciamento de
nova geragao permitem a analise simultanea de mu-

gados para mutagao no SF3BI1, que, quando encon-
trada, estabelece o diagndstico da SMD com SF3B1 e
baixo numero de blastos, com risco favoravel. Entre-
tanto, se houver concomitancia de outras mutagoes,
tais como TP53, CBL, EZH2, RUNXI, U2AF1 e ASXLL, o
prognostico se modifica e o paciente apresenta menor
sobrevida global.

Isso significa que a analise de mutacao em diver-
sos genes pode colaborar para o diagndstico da SMD
em estagios precoces. Algumas formas avangadas da
condigao cursam com numero aumentado de blastos
no sangue periférico e na medula ossea e tendem a
apresentar anomalias cromossémicas caracteristicas,
que direcionam o diagnostico. Entretanto, formas pre-
coces com baixo numero de blastos com frequéncia
nao exibem aberracdo cromossdmica identificavel.

Diante disso, diversos estudos destacam a utilidade
do Mutmielo para a procura de mutagées que possam
estabelecer o diagnostico da SMD. Algumas das alte-
racdes mais precocemente observadas nesse conjun-
to de doencas sao as que ocorrem nos genes ASXL],
DMNT3A, EZH2, RUNX1, SF3B1, SRSF2, TET2, UZAFI1

CONCLUSAO

Gragas ao conjunto de avaliagbes conduzi-
das, incluindo o Mutmielo, foi possivel clas-
sificar o caso como SMD com poucos blastos
e 5qg- isolada, de baixo risco. No entanto, a
presenca de mutacdo no TP53 oferece um
impacto negativo e maior chance de trans-
formacdo em LMA. Como nao havia lesao
bialélica, a classificagdo ndo mudou. Mas
isso enseja um acompanhamento mais cui-
dadoso e o desenho de um esquema tera-
péutico com o objetivo de melhorar os sin-
tomas e prolongar a sobrevida da paciente.
O transplante de célula-tronco hematopoéti-
ca, que antes ndo era cogitado, passa a entrar
como alternativa no horizonte de tratamento.

Fusdes génicas:

KMT2A SEPT9 BCR
KMT2A MLLT10 ETV6

Mutmielo - Sequenciamento de nova geracao
para neoplasias mieloides

Método: SNG

Amostra: sangue periférico ou medula dssea

Descrigao: avalia, ao mesmo tempo, 69 genes mais frequentemente
alterados nas neoplasias mieloides, o que é feito de forma completa, em

41 genes, e apenas nas regides hotspot, em 28 genes, além de detectar
diversas fus6es génicas relevantes

Genes avaliados:

Completos (41): ASXL1, BCOR, CALR, CEBPA, DNMT3A, ETV6, EZHZ, GATAZ,
JAK2, KMT2A, KRAS, MYD88, RUNX1, SRSF2, STAGZ, TERT, TP53, WT1, ZRSR2

Adicionados: ATM, BCORLI, CDKNZ2A, CDKN2B, CREBBP, CUX1, DDX41,
ELANE, HRAS, IKZF1, JAK3, KDM6A, NF1, PHF6, PRPFS, PTEN, RADZ21, RBI,
SH2B3, STAT3, STK11, TERC

Hotspots (28): BRAF, CBL, CSF3R, FLT3, GATAL IDH1, IDHZ2, KIT, MPL,
NOTCHI, NPM1, NRAS, PTPN11, SETBPI1, SF3B1, TET2, U2AF1

Adicionados: ABLI, ANKRD26, ATRX, CBLB, CBLC, ETNK1, FBXW7, GNAS,
PDGFRA, SMC3, SRP72

ABL1 AGGF1 PDGFRB IGHJ5 CRLF2
ABL1 DOCK2 PDGFRB IGHJ6 CRLF2

e ZRSR2. Ademais, varias possuem relevancia devido
as implicagdes no prognostico e afetam desfavora-
velmente a sobrevida - caso de ASXL1, KRAS, PRPF8,
RUNX1, EZH1e TP53.

MLLT3 NUP214 EBF1
MLLT6 RANBP2 ABL1 SATB1 YW1
ACTN4 RCSD1 IKZF1 DNAH14
EPS15 MEF20
MLLT11 PLAGI SSBP2 TBLIXRI
MLLT4 TACCI H2AFY
SEPT6 ZNF703 ACIN1 EIF4A2
ABI1 BAG4 IKZF1

KMT2A ELL ERLIN2 cuxi DEK

KMT2A AFF1 SLCI12A6 NUTM1 SET
ETV6 ITPR2 SEC16A NOTCH1

tacdes em multiplos genes associados a tais quadros,
promovendo um diagnostico mais preciso e classifi-
cagao em conformidade com as novas diretrizes da
OMS, bem como o direcionamento terapéutico com
novas e promissoras modalidades de medicamentos.

O painel Mutmielo, disponivel no Fleury, utiliza o
SNG e possibilita a avaliagdo, ao mesmo tempo, de 69
genes mais frequentemente alterados nas neoplasias
mieloides, o que é feito de forma completa, em 41 ge-
nes, e apenas nas regides hotspot, em 28 genes, além
de detectar diversas fusdes génicas relevantes.

Os genes e fusodes incluidos no teste foram esco-
lhidos com base na frequéncia da mutagao nas neo-
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KMT2A CEP170B ETV6 FLT3 BRD4 NUTM1
KMT2A SEPT2

plasias mieloides (NM), na possibilidade de distinguir KMT2A AFF4 ETV6 JAK2 MEF2D Ssi8 GABBR2 NOTCH1
o quadro entre LMA, SMD e neoplasias mieloprolife- KMT2A AFF3 ETV6 NTRK3 MEF2D BCL9

TRV (N ) R FOTER) €8 Bsodrige o Riilie & ElisiE 2 KMT2A TET1 ETV6 PDGFRB MEF2D DAZAP1 ERG DUX4
genética, as fungdes hematopoéticas e a probabilida-
eI (KNL1CASCS ETV6 MN1 25 HNRNPULL ERG FUS

de de progressao leucémica e, por fim, na disponibili-
dade de terapias-alvo.

KMT2A ARHGAP26 ETV6 RUNX1

KMT2A CREBBP ETV6 MECOM BCR PDGFRA
FOXO3 ETV6 MNX1 FIP1L1 PDGFRA

Utilidade clinica na SMD

Em casos de suspeita clinica de SMD, mas sem alte- SEPT5

racoes no cariétipo, entre um quarto e um terco dos GAS7 BCR JAK2 CONSULTORIA MEDICA

Paoentes apresenta, ao menAOS’ Ui mUtagaq relat'ya EP300 PAX5 JAK2 Dra. Maria de Lourdes Chauffaille

a doenga, dependendo do tipo ou grau de citopenia. MLLT1 PCM1 JAK2 mlourdes.chauffaille@grupofleury.com.br

Casos com sideroblastos em anel devem ser investi- Dra. Aline B. Perazzio

aline.perazzio@grupofleury.com.br

KMT2A CASP8AP2 SSBP2
STRN3
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atualizacao

Teste FAN passa a ser titulado até 1/2.560

Mudanca ajuda a diferenciar um paciente com doenc¢a autoimune
de um individuo higido ou com doenca de outra natureza

O problema: FAN frequentemente positivo
em individuos sem doengas autoimunes

O teste de imunofluorescéncia indireta em células HEp-2
(IFI/HEp-2), ou fator antintcleo (FAN), é largamente uti-
lizado para rastreamento de anticorpos contra antigenos
celulares em pacientes com suspeita de doencas auto-
imunes sistémicas. Por permitir a deteccao de anticorpos
contra antigenos nucleares, citoplasmaticos e do aparelho
mitotico, a literatura tem proposto o abandono do termo
FAN. Embora seja uma caracteristica de varias doengas
autoimunes, a positividade no teste IFI/HEp-2 pode ocor-
rer igualmente em doencas nao autoimunes e mesmo em
individuos sadios.

Originalmente, o exame era empregado sobretudo na
investigagao de lUpus eritematoso sistémico (LES) por
reumatologistas, nefrologistas e dermatologistas. Por se-
rem afeitos ao manejo de pacientes com LES, esses espe-
cialistas quase sempre estavam diante de situagoes de alta
probabilidade pré-teste. Portanto, a chance de que um
resultado positivo representasse um caso dessa doenca
costumava ser relativamente alta.

Imunofluorescéncia
indireta em células HEp-2
exibe o padrao nuclear
homogéneo (AC-1).
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Ao longo das décadas, ficou demonstrado que o exame
IFI/HEp-2 também tem utilidade para a investigacao de varias
doencas autoimunes sistémicas em diversas especialidades
médicas. Com isso, o teste tornou-se muito popular e hoje é
solicitado com grande frequéncia por uma vasta gama de es-
pecialistas. Em muitos casos, o quadro clinico se mostra pou-
co especifico, ndo tao caracteristico de autoimunidade. Assim,
a probabilidade pré-teste do IFI/HEp-2 em um laboratdrio
geral caiu acentuadamente e a chance de um teste positivo
representar uma condigao autoimune atualmente é pequena.
Um resultado positivo em contexto clinico inadequado con-
figura-se como um problema consideravel, podendo gerar
apreensao nos pacientes e confundir o raciocinio clinico.

Elementos que ajudam a diferenciar um
teste IFI/HEp-2 positivo em paciente autoimune

A equipe de assessores cientificos e consultores médicos de
Imunologia e Reumatologia do Fleury, bem como outros
pesquisadores, vem demonstrando que o teste IFI/HEp-2
positivo em pacientes autoimunes tem varias caracteristicas
intrinsecas distintas daqueles vistos em individuos sem auto-

Imunofluorescéncia
indireta em células HEp-2
apresenta o padrao
citoplasmatico pontilhado
fino denso (AC-19).
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imunidade, o que ajuda muito o clinico na interpretagao do resultado.
Uma dessas caracteristicas é o padrao de imunofluorescéncia. Alguns
predominam em pacientes autoimunes e outros ocorrem em indivi-
duos nao autoimunes. Os principais padroes do teste IFI/HEp-2 e suas
relevancias clinicas estao explicitados nos websites do Consenso Bra-
sileiro de FAN (www.hep2.com.br) e do International Consensus on
ANA Patterns (lcap) (www.anapatterns.org).

Mais recentemente, observou-se que o titulo do teste pode con-
tribuir de forma substancial nesse sentido, especialmente quando em
diluigdes iguais ou superiores a 1/2.560. Em um trabalho colaborativo
entre o Fleury e a Disciplina de Reumatologia da Universidade Federal
de Sao Paulo, Agustinelli e colaboradores analisaram 194 pacientes
com doenga reumatica autoimune sistémica (DRAI), 558 pacientes
com doengas variadas nao autoimunes (NAD) e 1.217 individuos sa-
dios. Como mostra a tabela abaixo, resultados positivos em titulos até
1/640 ocorreram de maneira equivalente nos trés grupos, enquanto
titulos iguais ou superiores a 1/1.280 foram mais frequentes em pa-
cientes com DRAI do que nagueles com NAD e nos individuos nor-
mais’. Dados semelhantes ja haviam sido encontrados também pela
equipe do Fleury com o uso de um grupo de amostras distintas?, bem
como por Bossuyt et al?.

Sensibilidade e especificidade para DRAI contra individuos sadios e
pacientes nao autoimunes, de acordo com o titulo do teste de IFI/HEp-2

Melhoria no teste FAN:
titulo igual ou superior a1/2.560

O exame IFI/HEp-2 (FAN) j& recebia tratamen-
to diferenciado na rotina do Fleury. As amos-
tras sdo testadas em, pelo menos, duas mar-
cas diferentes de laminas HEp-2 e examinadas
por dois analistas, com supervisao dos consul-
tores médicos em casos com alguma peculia-
ridade identificada previamente. As recomen-
dagdes do Icap e do Consenso Brasileiro de
FAN sdo seguidas e todos os analistas tém o
certificado de treinamento do Icap. Em funcao
de achados recentes da literatura, a equipe de
Imunologia e Reumatologia passou a esten-
der a diluicdo das amostras positivas para até
1/2.560. Essa modificacao agrega valor ao re-
sultado e contribui para a interpretagao clinica
do exame e, em ultima instancia, para o me-
lhor cuidado clinico dos pacientes sob suspei-
ta de doengas autoimunes.

Titulo =1:160 =1:320 =1:640 =1:1.280 21:2.560
Sensibilidade para DRAI 87,6% 84,5% 81,4% 70,1% 60,3% 44,8%
Especificidade para DRAI 85,8% 89,9 92,3% 95,4% 97,6% 98,6%

Adaptado de Agustinelli RA et al (doi 10.1177/0961203319838348).
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doengas raras

Doencas mitocondriais

Embora consideradas raras, visto que afetam cerca de
1:5.000 individuos, as doencas mitocondriais vém sendo
cada vez mais reconhecidas nas Ultimas décadas.

As mitocédndrias, organelas presentes em quase todas
as células eucaridticas, desempenham fung¢bes funda-
mentais para a manutencao celular, como produgao de
energia por fosforilagdo oxidativa, controle da apoptose e
envolvimento em muitas vias de sintese bioquimica.

As inumeras proteinas relacionadas a atividade e a es-
trutura mitocondrial sao codificadas tanto por genes que
se encontram no proprio DNA mitocondrial (mtDNA)
qguanto no DNA nuclear, o qual também esta implicado
com a manutencao e a replicacao do mtDNA. Dessa for-
ma, mutagdes em mais de 200 genes do DNA nuclear ja
foram associadas as doengas mitocondriais, com padrao
de heranca tanto autossémico dominante quanto autos-
sdmico recessivo e ligado ao X, assim como em todos os
37 genes do mtDNA, que, contudo, tém heranca materna

Heteroplasmia, uma caracteristica importante do mtDNA

O mtDNA é composto por 37 genes, que codificam 13 po-
lipeptideos, 2 RNA ribossomais e 22 RNA transportadores.
Quando ocorre uma mutacao, o mtDNA alterado frequen-
temente coexiste na mesma célula que o normal, uma vez
que cada uma contém de centenas a milhares de copias de
mtDNA. Esse fendmeno recebe o nome de heteroplasmia
e tem grande relevancia clinica, visto que as doengas mi-
tocondriais s& se manifestam se a propor¢gao de mtDNA

quando nao esporadicas.

As manifestacdes clinicas das doencas mitocondriais
apresentam bastante heterogeneidade, bem como a gravi-
dade e a idade de inicio dos sintomas, variando desde uma
intolerancia leve ao exercicio no adulto até uma encefalo-
miopatia grave na infancia. Tecidos com alta demanda de
energia, como o cérebro, os musculos e o coragao, cos-
tumam ser os mais afetados devido a maior dependéncia
da sintese de ATP mitocondrial. Na pratica, a combinagao
de sintomas musculares e neuroldgicos ou a associacao
destes com o envolvimento de outros érgaos servem de
sinal de alerta.

O diagnostico da condigdo ainda é desafiador. Os es-
tudos genético-moleculares constituem o padrao-ouro
e podem ser direcionados para uma sindrome fenotipica
especifica, quando existe historia clinica e familiar suges-
tiva, ou contemplar uma analise abrangente, que deve in-
cluir tanto o DNA nuclear quanto o mtDNA. Nesse sentido,
0 exoma, que agora contempla, no Fleury, a analise do

mutado exceder um limite. Como a quantidade de mtDNA
alterado varia entre individuos e nos diferentes tecidos em
uma mesma pessoa, pacientes com uma mesma mutacao
podem apresentar manifestagoes clinicas distintas.

Exoma e analise do DNA mitocondrial

Método: captura do exoma e do genoma mitocondrial e
sequenciamento massivo paralelo, que inclui analise de SNV,
indel e CNV, por SNG

As variantes identificadas podem ser selecionadas, conforme
avaliagao dos consultores médicos e técnicos, para um estudo
adicional com metodologia complementar Sanger, a fim de
confirmar sua presenca e segregagao, com a analise conjunta
dos resultados do paciente e seus genitores (se disponiveis).

A complementagao do laudo fica pronta em até 25 dias corridos
apos a liberagao parcial do exoma

A informacao referente as variantes do DNA mitocondrial segue
rigorosos padroes, trazendo as ultimas atualizagdes da literatura,
sendo combinada a uma interpretacdo especializada da equipe

mtDNA, configura uma ferramenta util.

A determinagao do defeito genético de base auxilia o
clinico na avaliacdo do prognodstico, na escolha do trata-
mento e no aconselhamento da familia. Entretanto, pode
haver necessidade de outros exames, seja para confirmar
o quadro, quando os testes genéticos nao bastam para es-
clarecer o caso, seja para investigar os efeitos da afecgao
nos diferentes orgaos.

Enquanto a maioria das doencas mitocondriais é pro-
gressiva, um pequeno numero pode apresentar fendtipo
reversivel. O tratamento envolve equipe multidisciplinar e
0 seguimento com um geneticista € imperativo.

médica, técnica e cientifica

Amostra: sangue periférico (nas unidades do Fleury) ou saliva/
swab (kit para coleta domiciliar via plataforma Fleury Gendmica)

Prazo do resultado: 30 dias corridos

SNG: sequenciamento de nova geragao
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Dr. Wagner Antonio da Rosa Baratela
wagner.baratela@grupofleury.com.br
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Além de oferecer todo o

suporte técnico e operacional
para cirurgias de baixa e média
complexidade, o Fleury Day Clinic
realiza biopsias e puncoes de
orgaos abdominais superficiais e
profundos.

Todas as intervengdes sao

feitas por médicos radiologistas
especializados nesses
procedimentos, que contam com
a infraestrutura de um centro
especializado, dentro de um
ambiente sequro e confortavel
para os pacientes.

L—— A gente cuida, vocé confia

Procedimentos realizados:

HQm

» Biopsia de rim guiada por ultrassonografia ou

tomografia computadorizada

» Biopsia hepatica quiada por ultrassonografia ou
tomografia computadorizada

» Biopsia/pungao aspirativa de estruturas
profundas guiada por ultrassonografia ou
tomografia computadorizada

» Drenagem de cole¢ao abdominal guiada por
ultrassonografia ou tomografia computadorizada

Mais informacoes:
(11) 98089-0566
(11) 5035-2025

dayclinic@grupofleury.com.br

fleury==|Day Clinic
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