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RESUMO



A colestase neonatal pode ser a manifestacdo inicial de um grupo muito heterogéneo de
doencas. O citomegalovirus (CMV) estd entre as possiveis etiologias e os critérios para o
diagndstico ndo estdo ainda definidos. A freqiiéncia do CMV como causa de colestase
intra-hepatica (CIH) varia em funcdo do método utilizado para o diagnéstico. O objetivo do
presente estudo foi estabelecer a freqiiéncia do CMV na colestase neonatal intra-hepatica
por meio dos seguintes métodos: sorologia para CMV (IgM-ELISA), N-PCR e
imunohistoquimica no fragmento da bidpsia hepdtica parafinada, e indicadores de
histologia (célula de inclusdo citomegélica e microabscesso) e verificar a concordancia
entre os métodos diagnodsticos citados. Participaram do estudo 101 pacientes com o
diagnéstico de CIH e que realizaram biépsia hepdtica . A idade dos pacientes na 1" consulta
variou de 13 dias a 7 meses, com mediana de 1 més e 21 dias. Para determinar a freqii€ncia
da infeccdo por citomegalovirus foram calculados os valores de sensibilidade,
especificidade, valor preditivo positivo, valor preditivo negativo e acuricia, considerando o
método de N-PCR como referéncia. Para verificar a concordancia entre os métodos, foi
calculado o coeficiente kappa. A freqiiéncia de positividade para o CMV por meio da
sorologia foi de 8% (5/62), por PCR foi também de 8% (6/77), por imunohistoquimica foi
de 2% (1/44). Pela avaliacdo histolégica, nenhum em 84 pacientes apresentava células de
inclusdo citomegalica e 17/84 (20%) apresentavam microabscesso. A sensibilidade da
sorologia em relacdo a N-PCR foi nula, a especificidade de 88,89%, o valor preditivo
positivo nulo, o valor preditivo negativo de 90,91% e a acuricia foi de 81,63. Na pesquisa
de microabscessos a sensibilidade foi de 50% em relacdo a N-PCR, a especificidade de
77,05%, o valor preditivo positivo de 17,65%, o valor preditivo negativo de 94% e a
acurdacia de 74,63%. Nao houve concordancia para a pesquisa de CMV entre os métodos de
sorologia (ELISA-IgM) e N-PCR e fraca concordancia entre os demais métodos isolados ou
agrupados. Conclusdes: 1. A freqiiéncia de positividade para o citomegalovirus variou de
2% a 20% dependendo do método diagndstico empregado, 2. Nao houve concordancia
entre os métodos, 3. Nao foram encontradas células de inclusdo citomegdilica e a
imunohistoquimica foi positiva em apenas 1/44 casos, 4. A sorologia (ELISA-IgM) e a
presenca de microabscessos ndo foram sensiveis em relagdo a N-PCR para a determinagdo
do diagnéstico de CMV na CIH, mas foram tteis, quando negativos, para predizer resultado

negativo da N-PCR.

Palavras chaves: lactente, hepatite.
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ABSTRACT



A heterogeneous group of diseases may present initially as neonatal cholestasis, a
syndrome made up of jaundice, coluria and fecal hypo or acolia. Cytomegalovirus (CMV)
is one of the most common causes of neonatal intrahepatic cholestasis (IHC), but the CMV
best diagnostic criteria is not yet established since the positivity of different diagnostic
tests varies considerably. The aim of this study was to determine the CMV frequency in
neonatal intrahepatic cholestasis and to compare results of different diagnostic tests: IgM
by ELISA test, IHQ and PCR in paraffin-embedded hepatic biopsy sample and a review of
liver histological features (liver microabscess and cytomegalic inclusion cells). The study
has included 101 patients neonatal IHC patients who had been submitted to a liver biopsy
during investigation. Median age at the first medical visit was 1 month and 21 days (13
days to 7 months). Sensibility, specificity, negative predictive value, positive predictive
value and accuracy were calculated of each test in relation to N-PCR. To analyze
concordance among laboratorial methods Kappa (k) coefficient was calculated. Frequency
of CMYV positive tests: CMV ELISA - [gM was positive in 5/62 (8%), N-PCR in 6/77 (8%),
and THQ in 1/44 (2%). Liver histological features showed 0/84 cytomegalic inclusion cells
and 17/84 (20%) liver microabscess. Sensibility of serology was null, specificity was
88,98%, negative predictive value was 90,91%, positive predictive value was null, and
accuracy was 81,63%. Sensibility of searching for microabscess was 50%, specificity was
77,05%, negative predictive value was 17,65%, positive predictive value was null94%, and
accuracy was 74,63%.There was no concordance between ELISA-IgM and N-PCR (Value
of k =-0, 1) and weak concordance between other methods when considered as a group or
individually. Conclusions: 1. Frequency of CMV varied of 2% to 20%, according the
diagnostic test. 2. There was no concordance among tests. 3. Searching for inclusion cells
was null and THQ was 2%( 1/44). 4. ELISA-IgM and microabscess sensitivity were poor in
relation to N-PCR, but if these methods are negative, probably N-PCR will be negative

too.

Key words: hepatitis, infant

Abstract
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1- INTRODUCAO



“A colestase € definida fisiologicamente como a reduc¢do do fluxo biliar
canalicular, primariamente manifestada como  hiperbilirrubinemia  conjugada”

(Dellert e Balistreri, 2000).

A formagdo e excre¢do da bile sdo essenciais para a manutencdo da funcdo
hepatica normal. Ambos os processos sdo regulados pela unidade funcional formada pelos
hepatdcitos e colangidcitos, que mantém continuidade com os ductos biliares extra-
hepaticos. A secre¢do biliar € um processo dinamico, regulada pelos acidos biliares e
demais componentes da bile (Nathanson e Boyer, 1991). O fluxo biliar inicia-se com a
captacao de solutos no sangue pelos hepatdcitos, continuando com o transporte intracelular
entre as organelas e as reagdes catalisadas por enzimas, a secre¢do de novos substratos
formados através da membrana canicular e a excre¢do da bile na luz duodenal por meio dos

ductos biliares (Balistreri et al. 1983).

O lactente apresenta-se particularmente suscetivel a diferentes formas de
acometimento no processo de formagao e excrecdo da bile (Suchy, 1993; Balistreri, 1999).
Nos primeiros 3 a 4 meses de vida, a conjugagao de acido biliar no hepatdcito e a excre¢ao
de bile sdo imaturas. Além disso, a captacdo de dcidos biliares e outros dnions organicos
pelos hepatdcitos € ineficiente. Ha elevadas concentragdes de acidos biliares no sangue € a
captacao ileal dos 4cidos biliares ainda estd em desenvolvimento, levando a perda de 4cidos
biliares (Suchny et al., 1981; Balistreri et al., 1983). Essa imaturidade da funcdo excretora
do figado neonatal cria condicdes para que haja dificuldades de excrecdo secundarias a
lesdes de causas metabdlicas e infecciosas, que muitas vezes favorecem uma sobreposi¢ao
de agentes agressores, o que torna mais dificil um diagnéstico etiolégico (Weisbrodt, 1981;

Dellert e Balistreri, 2000).

Assim, a colestase neonatal pode ser a manifestacdo inicial de um grupo muito
heterogéneo de doencgas que, embora de diferentes etiologias, apresentam quadro clinico
semelhante, que inclui ictericia, acolia, coliria, hepatomegalia e, em alguns casos,

diminuicado da capacidade de sintese pelos hepatdcitos (Dellert e Balistreri, 2000).

Introducao
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A freqiiéncia da colestase neonatal varia de 1:2500 a 1:9000 nascidos vivos
(Danks, 1977; Dick e Mowat, 1985; Balistreri, 1985). O mais comum € a classificag¢do, do
ponto de vista anatdbmico, em colestase intra-hepdtica e colestase extra-hepatica.
A abordagem inicial é voltada para o diagndstico diferencial entre causas intra-hepaticas e
extra-hepdticas, uma vez que as causas extra-hepdticas requerem intervengdo cirdrgica

precoce (Moyer et al, 2004).

Quando descartadas as causas extra-hepdticas, o diagndstico diferencial ainda
inclui variadas etiologias. Pode-se afirmar que, em geral, a colestase intra-hepatica
responde por 2/3 dos casos de colestase neonatal (Henriksen et al., 1981; Mowat, 1991;

Dellert e Balistreri, 2000; Fischler et al., 2001; Yaccha e Sharma, 2005).

Ha muitas etiologias possiveis para a colestase neonatal que se relacionam com
fatores exdgenos ou condi¢des patoldgicas especificas, porém, o diagndstico de atresia de
vias biliares extra-hepdticas e hepatite neonatal idiopatica respondem por 55% a 65 % dos
casos de colestase neonatal e a etiologia precisa dos mecanismos de lesdo do trato biliar em

ambas as situagcdes permanece ndo determinada (Balistreri, 1985).

De acordo com a etiologia, podemos fazer a seguinte classificacdo das possiveis

causas da colestase neonatal intra-hepatica (adaptado de Dellert e Balistreri, 2000):
1. Infecciosa:
e Bacteriana: sepse, listeriose, sifilis, tuberculose

e Viral: rubéola, citomegalovirus, herpes, coxsackie, echovirus, hepatite B e C,

virus da imunodeficiéncia humana e parvovirus B19
e Protozodrio: toxoplasmose, Doenca de Chagas
2. Genéticas - metabdlicas:

e Distirbios do metabolismo dos carboidratos: galactosemia, intolerancia

hereditaria a frutose, glicogenose tipo I'V.

Introducado
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Deficiéncia de alfa 1-antitripsina
Mucoviscidose
Tirosinemia

Distirbios do metabolismo dos lipideos: doenca de Wolman, doenca de

Niemann-Pick tipo C, doenca de Gaucher.
Sindrome de Down, Sindrome de Donahue
Sindrome de Alagille

Colestase intra-hepdtica familiar progressiva dos tipos 1,2 e 3
Erros inatos do metabolismo dos sais biliares
Doenca de Zellweger

. Doencas endocrinoldgicas:

Hipopituitarismo

Hipotireoidismo

. Miscelanea:

Drogas

Nutri¢do parenteral

Choque

Histiocitose das células de Langerhans
Obstrucao intestinal

Lupus neonatal

. Idiopética

Introducado
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Na classificagdo de causa ndo determinada, também denominada idiopatica, ha
alteracdes inflamatdrias no figado, de causa desconhecida, sem evidéncia de obstrucdo de
via biliar e tendo sido descartados agentes infecciosos ou erros metabdlicos que possam
explicar a colestase (Balistreri, 1985). Entre as causas de origem intra-hepética, a maioria
das casuisticas apresenta um percentual significativo de pacientes nesse grupo com valores

de freqiiéncia de 47% a 61% (Eliot, 1977; Mowat, 1991; Hessel et al., 1994).

Dentre as causas conhecidas, as mais comuns sdo as infecciosas. Quando ha
acometimento sist€émico, como no caso de septicemia, a manifestacdo de sinais e sintomas
de origem hepdtica representa apenas um componente do envolvimento de multiplos
orgdos, cujo tratamento adequado oferece a melhor oportunidade de recuperacdo
(Bezerra, 2003). Qualquer infec¢do bacteriana grave no periodo neonatal pode resultar em
ictericia (Tiker et al., 2006), mas parece haver uma associacdo mais freqiiente com

infeccdes do trato urindrio, especialmente a Escherichia coli (Garcia e Nager, 2002). Além

dessas infeccdes, outras t€m sido observadas como sifilis, toxoplasmose, rubéola e

citomegalovirus (CMV) (Felber e Sinatra, 1987; Prado et al., 1999).

O CMV pertence a familia dos Herpesviridae, subfamilia Betaherpesvirinae e
género citomegalovirus. E caracterizado por possuir ciclos reprodutivos longos, aumento
das células infectadas e multiplos sitios de laténcia (Prober, 2003). Em criangas saudaveis e
em adultos, a infeccdo € geralmente assintomadtica, algumas vezes acompanhada por

sintomas ndo especificos e leves (Pass, 2003; American Academy of Pediatrics, 2003).

A prevaléncia da infeccdo pelo CMV varia com a idade, nacionalidade e nivel
socio-econdmico (Boppana et al., 1999; Suassuna et al., 2000; Boppana et al., 2001;
Fowler et al., 2003). Estudos soro-epidemiolégicos demonstram que as infec¢des sdo mais
freqilientes quanto mais baixo o nivel s6cio-econdmico da populacdo estudada (Pass, 1985)
e, também, que hd grupos mais suscetiveis (Murph et al., 1998; Canto et al., 2000;
Santos et al. 2000). Em algumas regides da Africa, a freqiiéncia atinge cerca de 80% a 90%
da populacdo aos 10 anos de idade, enquanto que nos EUA e Gra-Bretanha fica abaixo de

20% aos 15 anos (Stagno, 2001).
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No Brasil, a citomegalovirose € altamente prevalente na populacdo e ocorre
precocemente ja no primeiro ano de vida (Pannuti et al., 1985; Machado et al., 1991; Santos
et al., 2000; Almeida et al., 2001). Yamamoto et al. (1999) observaram prevaléncia da
infeccdo congénita de 2,6% na populacdo estudada (5 em 189), sendo que 95% das maes
apresentaram IgG anti-CMV, dados similares aos encontrados nos estudos realizados em

populacdes de soro-prevaléncia elevada.

Em individuos infectados, o CMV pode ser isolado de secrecdes como urina,
saliva, muco cervical, s€men, sangue, leite materno e ligrimas. A forma de transmissao
pode ser transplacentdria (principalmente quando é devida a primo-infeccio materna),
durante o trabalho de parto (microorganismos presentes nas secrecoes genitais maternas) ou
durante o periodo neonatal através do leite materno ou contato com secre¢des maternas por
habitos de higiene inadequados (urina, saliva, etc.). Fora do periodo neonatal, a transmissao

€ interpessoal, por contato com secre¢des infectadas (Pass, 2003).

As infeccoes pelo CMV se diferenciam pelo momento em que ocorreu a
infec¢do. Se a criangca com menos de 3 semanas de vida apresenta os sinais € sintomas
clinicos citados e a infeccdo € confirmada através de testes laboratoriais, o diagndstico de
infeccdo congénita pelo CMV pode ser estabelecido. Apds o primeiro més de vida até os 12
meses, o diagnostico € de probabilidade de infeccdo congénita (Istas et al., 1995).
Em lactentes imunocompetentes, a infeccdo adquirida € habitualmente assintomdtica ou
apresenta leve manifestacao clinica. A excecdo da regra é que neonatos de baixo peso que
adquiriram a infec¢ao pela transfusdo sangiiinea podem apresentar evolugdo fatal da doenca

(Gerhz, 1991).

Apesar de a infeccdo congénita ser decorrente tanto da infec¢do primadria
materna (taxa de transmissdo vertical de 40% a 50%) como recorréncia (taxa de
transmissdo vertical de 0,5% a 2%), as manifestacoes clinicas da infeccdo congénita por
CMV sdo quase exclusivas de recém-nascidos de maes que tiveram a infeccdo primdria

durante a gestacdo (Raynor, 1993).
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Cerca de 15% das criancas nascidas de mdes que tiveram a infeccdo primdria
pelo CMV durante a gestacio terdo uma ou mais seqiielas da infeccdo
(Stagno, 1986; Rivera et al., 2002). O quadro clinico € caracterizado por petéquias,
ventriculite, hepatoesplenomegalia, ictericia, microcefalia, coriorretinite, podendo ocorrer
prematuridade e baixo peso ao nascer (Yamamoto et al, 1994; Boppana et al., 1999;

Liberek et al, 2002; Pass, 2003).

Na forma sintomdtica da infeccio pelo CMV em lactentes, a ictericia €

observada em 30% a 60% dos pacientes (Yamamoto et al., 1998; Liberek et al, 2002).

O método diagnodstico considerado padrao-ouro da infec¢do congénita pelo
CMV ¢ o resultado positivo da cultura do virus nas primeiras trés semanas de vida
(American Academy of Pediatrics, 2003). O virus geralmente estd presente na urina € 0
isolamento viral em cultura de fibroblastos humanos € o0 método convencional e as culturas
sd0 comumente positivas apds trés a cinco dias. Essa técnica requer assepsia rigorosa na
coleta de urina, manutencao da amostra a 4°.C até o processamento, que deve ser iniciado

até 12 horas apds a coleta do material (Yamamoto et al., 1998).

O isolamento do virus em pacientes com mais de 3 semanas de vida pode
representar infec¢do congénita ou adquirida. O diagndstico da infeccdo adquirida se faz em
criancas que nao tinham eliminagdo do virus na urina ao nascimento e passam a apresentd-
lo com 4 a 12 semanas de vida. A excrec¢do viral permanece por varios anos nos casos de

infeccao congénita ou adquirida (Stagno, 2001; Pass, 2003).

Viérios métodos podem ser utilizados para o diagndstico como sorologias
(dosagem das imunoglobulinas anti-CMV das classes IgM e 1gG), exames histoldgicos,
isolamento do virus, identificacdo de antigenos virais e 4cidos nucléicos

(American Academy of Pediatrics, 2003).

O diagnéstico soroldgico € realizado pela detec¢do de anticorpos produzidos
contra 0 CMV. Apesar dos testes soroldgicos serem solicitados rotineiramente por diversos
métodos (reacdo de fixacdo do complemento, ELISA, radioimunoensaio e

imunofluorescéncia indireta), as deteccoes de IgM e IgG t€m papel limitado, uma

Introducado

25



vez que 30% a 89% das criancas sabidamente infectadas intra-ttero apresentardao
anticorpos IgM anti-CMV ao nascimento, ndo permitindo afastar ou confirmar esta

infec¢do na auséncia de deteccdo viral (Demmler, 1996).

O exame por meio da técnica de ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)
¢ um dos testes empregados para detectar anticorpos no sangue, inicialmente como anélise
quantitativa da IgG (Engvall e Perlmann, 1971). A técnica foi modificada, permitindo a
diferenciacdo da IgG e da IgM (Schmitz et al., 1977; Duermeyer e van der Veen, 1978;
Krech e Wilhelm, 1979). Virios estudos foram realizados na pesquisa da IgM-CMV e
melhorias na técnica t€ém surgido desde entdo. Um dos métodos mais utilizados € o teste de
captura hibrida para CMV, que se baseia na hibridizacdo molecular em microplaca e leitura
por quimioluminescéncia e pode ser qualitativo ou quantitativo (Schmitz et al. ,1977;
Van Loon et al., 1981; Nielsen et al., 1986, 1987, 1988; Lazzarotto et al., 1998;
Maine et al., 2000, Souza et al., 2003).

Uma vez que a IgM materna nfo atravessa a barreira placentdria e os fetos
produzem seus préprios anticorpos, a deteccdo de IgM fetal é altamente sugestiva de
infec¢do congénita (Demmler, 1996). Podem ocorrer falsos negativos por competi¢ao dos
altos niveis de IgG materna com os relativamente baixos niveis de IgM fetal, e os falsos
positivos pela ocorréncia de fatores reumatdides (Stagno, 2001). Em pacientes
imunocomprometidos, a reducdo da resposta imune representa uma limitacdo a esses
métodos (Costa, 1999). A menor sensibilidade do ELISA-IgM ocorre nos casos de lactentes
com infec¢do congénita nascidos de maes que apresentaram reativacdo da infeccdo ou
reinfeccio durante a gestacdo. Nessa situagdo, a sensibilidade ¢é de 43%

(Stagno et al., 1985).

O desenvolvimento da técnica da reacdo em cadeia da polimerase
(Saiki et al., 1985) tornou possivel a deteccao em amostras com pequeno nimero de copias
virais, uma vez que permite a producao de grande quantidade de fragmentos especificos de
DNA de substratos complexos em pequenas concentragdes (Chen et al., 1992; Costa e
Costa, 1992). Yamamoto et al (1998) aplicaram a técnica da PCR na urina no diagndstico
de infeccdo congénita por CMV, comparando-a com a técnica de isolamento viral em

cultura celular, demonstrando sensibilidade e especificidade compardveis ao isolamento
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viral. O mesmo grupo pesquisou o CMV através da PCR na saliva e na urina em
recém-nascidos na primeira semana de vida e obteve resultados equivalentes

(Yamamoto et al., 2006).

A amplificacdo de seqiiéncias de 4cidos nucléicos em tecidos parafinados pode
trazer informagdes mesmo retrospectivamente. Dries et al. (1999) avaliaram pacientes com
anticorpo positivo para o virus C (anti-HCV positivo) e RNA negativo no soro, e
encontraram positividade para o HCV com a técnica da RT-PCR em 27 de 44 bidpsias
(61%). Porém, a quebra do 4cido nucléico durante o processamento, o tamanho da amostra
e o tempo de estocagem podem resultar em dificuldades para a realizacdo da PCR
(Soguero et al., 2000). A presenca do virus no 6rgao-alvo representa uma forte evidéncia

que a doenca € causada pela infec¢ao pelo CMV (American Academy of Pediatrics, 2003).

A RT-PCR € um outro método, no qual é utilizada a transcriptase reversa.
Através da deteccdo do RNA € possivel determinar se o genoma viral € latente ou ativo.
Além da técnica qualitativa, onde se pesquisa a presenca do virus, a técnica pode ser

quantitativa (real time PCR), onde se pesquisa a carga viral (Gouarin et al., 2002).

A antigenemia ¢ um método direto de diagndstico de infecgdo ativa pelo CMV,
realizado em sangue fresco, baseado na detec¢do imunocitoquimica direta de proteinas
estruturais do virus (o antigeno pp65) em leucdcitos do sangue periférico, utilizado
principalmente em pacientes submetidos a transplante de o6rgdos (Patel et al., 1996;

Amorim et al., 2001; Piiparinen et al., 2004).

Os achados histolégicos mais caracteristicos na pesquisa do CMV sdo as
células volumosas, com nucleos largos pleomorficos que contém inclusdes intranucleares
basofilicas. A inclusdo pode ter o diametro da metade do nicleo, circundada por um halo
claro nitidamente demarcado da membrana nuclear. As inclusdes e necroses focais podem
ser identificadas em qualquer 6rgdo. Essas alteracdes podem estar presentes no hepatdcito e
nas células de revestimento dos ductos biliares dos espacos porta, assim como em necrose
focal e hematopoiese extramedular (Von Lichtenberg, 1984; Santos et al., 1998;

Aktas et al., 2003; White e Dehner, 2004).
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Freqiientemente as inclusdes citoplasméticas ndo sdo encontradas, notando-se,
porém, necrose focal com agrupamentos de polimorfonucleares neutréfilos, denominados
microabscessos (Thung e Gerber, 1995). Esses, sdo encontrados principalmente em
pacientes imunossuprimidos e transplantados e, embora ndo especificos, sdo considerados
achados histolégicos significativos nesses casos (Mac Donald et al., 1997; Lamps et al.,

1998; Seehofer et al., 2002).

Em individuos imunocomprometidos, as lesdes intranucleares caracteristicas
nos tecidos pesquisados podem ndo sdo encontradas (apesar da presenca de lesdes
histopatoldgicas extensas), levando a necessidade de identificar os casos da infeccdo pelo
CMV com métodos mais acurados, como a imunohistoquimica (IHQ) e a reacdo em cadeia

da polimerase (PCR) (Einsele et al., 1995; Rimza et al., 1996; Magalhaes et al., 2001).

A THQ consiste num método que localiza antigenos especificos em tecidos ou
células, baseado na reacdo antigeno-anticorpo (Taylor et al., 2006). Sao utilizados
anticorpos primdrios (monoclonais ou policlonais) e um coquetel de polimero marcado com
peroxidase conjugado com imunoglobulina de cabra (anticoelho e anticamundongo).
A imunoglobulina se liga ao anticorpo primério formando um complexo entre os anticorpos
primarios, secunddrios e polimero. A evidenciacdo da peroxidase ocorre na reacdo com o
agente cromogeno. A positividade da reagcdo caracteriza-se pela imunomarcacdo
preferencial dos nucleos, notando-se também particulas no citoplasma. Se a reagdo ¢é
positiva, devem-se identificar quais as células que expressam o antigeno viral, com o
intuito de se caracterizar a laténcia, colonizacdo ou se o CMV esta diretamente provocando
a lesdo (Vassalo et al., 1999; Taylor et al., 2006). Apesar de ser conhecido deste a década
de 1940, apenas na década de 1990 passou a ter o uso difundido (Taylor et al., 1994;
Taylor, 1994).

Muir et al. (1998) compararam os métodos de hematoxilina-eosina,
imunohistoquimica, hidribizacao in situ (HIS) e reacdo em cadeia da polimerase (PCR) em
bidpsia do trato gastrointestinal de pacientes submetidos a transplante cardiaco e obtiveram
maior sensibilidade e especificidade com o método da PCR na comparacdo entre os

métodos.
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Em doadores de transplante de medula 6ssea foram comparadas as técnicas de
PCR e a sorologia do CMV (IgM), notando-se menor sensibilidade, especificidade e valor
preditivo positivo da sorologia quando relacionada a PCR (Roback et al., 2005).
Bordils et al. (2005) estudaram técnicas diagnoésticas de deteccdo precoce da infecg¢do pelo
CMV em pacientes submetidos a transplante renal, utilizando dosagem de anticorpo IgM e

IgG, antigenemia e PCR quantitativo, indicando que a PCR € a técnica mais sensivel.

Virios estudos abordam o envolvimento do CMV nos casos de CEH por
diferentes métodos apresentam resultados bastante diversos variando de 7 % a 39%
(Chang et al., 1992; Fischler et al., 1998, De Tommaso et al., 2005) ou até mesmo em 8/10
pacientes com atresia de vias biliares com resultados positivos para o CMV

(Fjer et al., 2005).

A freqiiéncia do CMV na CIH varia de 3% a 47%, dependendo da época em
que o estudo foi realizado e do método diagndstico utilizado (Eliot et al., 1977;

Danks et al., 1977; Henriksen et al., 1982; Chang et al., 1992; Zerbini et al., 1997).

Chang et al. (1992) encontraram DNA de CMV por meio de PCR no tecido
hepatico em 23 de 50 criancas com hepatite neonatal, 2 em 26 com atresia de vias biliares
extra-hepaticas e nenhum caso positivo no grupo controle. Em outro estudo,
empregando a mesma metodologia, os autores encontraram 2 casos positivos em 10

criancas com diagndstico de hepatite neonatal € nenhum caso positivo no grupo controle

(Domiat-Saad et al., 2000).

Shibata et al (2005) avaliaram 26 criancas ndo-colestdticas, de 1 a 24 meses,
que apresentavam evidéncias de lesdo hepatocelular (definida como elevacdo da ALT
acima do percentil 97,5) através da deteccdo da carga viral do CMV e de outros virus que
poderiam estar implicados na génese da hepatite em criangas. Foi utilizada a técnica do
PCR quantitativo (PCR real time) no plasma e encontraram positividade para o CMV em 4

pacientes (15,4%) e em nenhum dos controles.
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Diante dos resultados das pesquisas sobre a participacio do CMV na colestase
neonatal intra-hepética, é possivel questionar que pacientes com diagndstico de colestase de
causa ndo-determinada possam, na verdade, ter o diagndstico de hepatite neonatal causada
por CMV e que ndo foram adequadamente investigados. Também, pode ter ocorrido que
infecgdes atribuidas ao CMV tenham sido erroneamente diagnosticadas devido a falta de
disponibilidade de métodos diagndsticos adequados. Além disso, mesmo pacientes com
diagnéstico etiolégico definido poderiam ter infec¢do pelo CMV associada. Dessa forma,
ha necessidade de novos estudos para definir o real papel do CMV na colestase neonatal

intra-hepatica.

1.1- Objetivos

1. Estabelecer a freqiiéncia do CMV em pacientes com colestase neonatal
intra-hepdtica por meio dos seguintes métodos: sorologia, N-PCR,

histologia e imuno-histoquimica.

2. Estabelecer a concordancia entre esses métodos.
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2- CASZUI’STICA E
METODOS



2.1- Pacientes

Foram revistos, pela mesma pesquisadora (Maria Angela Bellomo Brandao), os
prontudrios de pacientes com diagndstico de colestase intra-hepética admitidos no periodo
de 03/1982 a 12/2005. A colestase foi definida, do ponto de vista laboratorial, se o nivel da
bilirrubina direta fosse maior que 1,0 mg/dL. quando a bilirrubina total é menor que 5,0
mg/dL. Se o valor da bilirrubina total fosse maior que 5 mg/dL, colestase foi definida
quando a bilirrubina direta representasse mais que 20% do valor da bilirrubina total
conforme o consenso de 2004 (Moyers et al., 2004). A natureza intra-hepdtica da colestase

foi estabelecida pela bidpsia hepdtica e pela evolucdo. Os critérios de inclusdao foram:
= Histdria de ictericia com inicio até€ 3 meses de idade;

= Realizacdo da bidpsia hepatica no Hospital de Clinicas da Faculdade de
Ciéncias Médicas da UNICAMP ou no Instituto da Crianga da Faculdade

de Medicina da USP durante o primeiro ano de vida;
= Possibilidade de se obter material do bloco da bidpsia.

Foram incluidos 101 pacientes (84 do HC-UNICAMP e 17 do Instituto da
Crianca da USP), que preenchiam os critérios de inclusdo. Os diagndsticos foram baseados

na andlise dos prontudrios, mas foram revistos pela autora.

Na ficha de obtencdo dos dados (Anexo 1), constaram as seguintes
informacoes: identificacdo, data de nascimento, data da primeira consulta, antecedentes
neonatais, caracteristicas clinicas obtidas na primeira consulta (género, idade, peso ao
nascimento, peso na primeira consulta, estatura ao nascimento, ictericia, acolia ou
hipocolia, coldria, hepatomegalia e esplenomegalia), exames subsididrios, biopsia hepatica
e data da realizacdo da bidpsia. Foram revistos os valores das dosagens de bilirrubina,
aminotransferases, fostatase alcalina, gamaglutamil transferase, albumina, INR
(International Normalized Ratio) em valores absolutos e, para as enzimas hepaticas, em
nimero de vezes o limite superior da normalidade, realizados na primeira consulta do

paciente no HC-UNICAMP ou Icr-USP.
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Para estabelecer as etiologias da CIH foram revistos 0os seguintes exames: 0S
métodos sorologicos, resultado e data de sorologia do CMV, resultados das demais
sorologias realizadas (HIV, EBV, rubéola, toxoplasmose, HBV, HCV, sifilis, etc.),
hemocultura, urocultura, dosagem de alfa-1-antitripsina, dosagens de sédio e cloro no suor,

pesquisa de erros inatos do metabolismo e dosagens hormonais.

Para estabelecer as etiologias da CIH foram revistos os resultados dos seguintes
exames: sorologia para CMYV, identificando o método soroldgico e a data da coleta, as
demais sorologias realizadas (sifilis, rubéola, toxoplasmose e hepatite B), urocultura, e
dosagem de alfa-1-antitripsina. Também foram realizados, em um percentual menor de
casos, quando indicado e disponivel os seguintes exames: sorologia para HIV, sorologia
para EBV, hemocultura, pesquisa de erros inatos do metabolismo, dosagens de sddio e

cloro no suor e dosagens hormonais.

A Tabela 1, em apéndice, apresenta os valores individuais das caracteristicas

clinicas desses pacientes, obtidas a partir da revisao dos prontudrios.

Os casos foram divididos em grupos, de acordo com o diagndstico estabelecido.

O Grupo 1 (45 casos) incluiu pacientes com colestase de origem definida com

os seguintes diagndsticos:

Subgrupo 1 A: causas infecciosas (24 casos):

1. Sepse neonatal: 9

2. CMV:7

3. Infec¢do do trato urindrio: 4

4. Lues: 2

5. Toxoplasmose: 2

Subgrupo 1 B: causas genético-enddcrino-metabdlicas (21 casos):
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. Deficiéncia de alfal-antitripsina: 5
Galactosemia: 4

Sindrome de Allagile: 2

Doencga metabdlica ndo-especificada: 5
Doenga de Byler: 1

Fibrose cistica: 1

Secundéria ao uso de nutricao parenteral: 1

Sindrome de Down: 1

A S S T

Panhipopituitarismo: 1

O Grupo 2 incluiu 56 pacientes com diagndstico de colestase intra-hepatica

de causa nao determinada.

2.1.1- Aspectos éticos: o estudo foi aprovado pelos Comités de Etica e Pesquisa das
Faculdades de Ciéncias Médicas da Unicamp e da FMUSP, dispensando-se o termo de

consentimento.

2.2- Métodos diagndsticos: Os resultados das sorologias realizadas no processo de
investigacdo da colestase foram obtidos retrospectivamente a partir dos dados dos
prontudrios. Os exames da N-PCR e THQ foram realizados utilizando-se os blocos de
parafina das bidpsias hepdticas realizadas durante a investigacdo da colestase. A revisdo da
histologia foi realizada nas laminas das bidpsias hepdticas. Em alguns casos, houve

necessidade de novos cortes histolégicos ou mesmo novas coloracgoes.

2.2.1- Sorologia para CMV

Os resultados das sorologias para o CMV foram obtidos na revisdo dos
prontudrios, assim como a data em que os exames foram realizados. Foram excluidos
resultados de testes realizados em outros servicos e foi considerada apenas a técnica ELISA
por ser a mais freqlientemente utilizada nos servicos incluidos nesse estudo. Nos casos do
HC-UNICAMP foram utilizados os kits SORIN e BIOLAB-MEURIUEX. Nos casos do
Icr-USP foram utilizados os kits COBAS CORE MEIA (Roche) e AXSYM MEIA
(Abbot).
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Na técnica ELISA a fase solida é composta pelas cavidades de tira de
microtitulacdo, que estdo cobertas com culturas de células com antigenos do CMV.
Na primeira etapa, os anticorpos especificos presentes nas amostras se ligam aos antigenos
da fase solida. O tampao de diluicao contém anticorpos anti-humano IgG para evitar a
interferéncia do fator reumatéide e da IgG especifica. Apds a incubagdo, componentes nao
ligados sdo retirados na etapa de lavagem. Para a segunda incubag¢do, o conjugado anti-IgM
(anticorpos anti-IgM humanos, peroxidase) € adicionado ligando-se especificamente aos
anticorpos da classe IgM, formando imunocomplexos tipicos. H4 uma segunda etapa de
lavagem para remover o excesso de conjugado. Ocorre o desenvolvimento de coloragdo
azul, que muda para amarela depois da adi¢do de &cido para finalizacdo da reagdo.
A absorbancia das amostras e dos controles € determinada pelo uso de leitoras de placas ou

tiras de microtitulacio, ou ainda por sistemas automatizados.

2.2.2- N-PCR

Foram utilizadas 2 técnicas de extracio de DNA nos blocos de parafina.

A técnica 1 foi utilizada em 74 amostras € a técnica 2 em 49 amostras.

Técnica 1- Foram realizados cortes nos blocos das bidpsias parafinadas e foram
colocadas em tubos de 1,5ml (eppendorf). Para retirar a parafina adicionou-se 1 ml de
xileno a cada eppendorf e agitou-se em vortex por cerca de 3 minutos. Apds, foram
centrifugados por 5 minutos a 14000 rpm (rotagdes por minuto). Desprezou-se o
sobrenadante e repetiu-se, no material decantado, o mesmo procedimento. Para se retirar o
xileno colocou-se, no material decantado, 500 ul de &dlcool absoluto (ETOH 100%) e
procedeu-se a centrifugacdo por 5 minutos a 14000 rpm. Apds, desprezou-se o
sobrenadante e repetiu-se 0 mesmo procedimento com uso de 500 pl de ETOH a 95% e 500
ul de ETOH a 70%. Desprezou-se o sobrenadante e deixado o material decantado para
secar 5 minutos. Adicionou-se proteinase K e buffer (quantidades ja padronizadas) e
deixou-se o material em banho-maria a 55° C por 72 horas, procedendo-se entdo a segunda

etapa (extragdo com Fenol/Cloroférmio).
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A extracdo com Fenol/Cloroférmio foi feita da seguinte maneira:

¢ Fenol: adicionou-se 430 pl de fenol a cada amostra e agitou-se por 5
minutos. Apds, centrifugou-se por 15 minutos a 14000 rpm e transferiu-se o

sobrenadante para outro eppendorf com descarte do material decantado.

¢ Fenol/Cloroférmio: Adicionou-se a cada amostra, 215 pl de fenol + 215 pl
de cloroférmio e agitou-se por 5 minutos. Apds, centrifugou-se por 15
minutos a 14000 rpm e transferiu-se o sobrenadante para outro eppendorf.

Repetiu-se, esse passo, mais uma vez.

¢ Cloroférmio + alcool isopropilico (24:1): adicionou-se 40 ul da solucdo e
agitou-se por 5 minutos. Apés, foi centrifugado por 15 minutos a 14000 rpm
e transferido o sobrenadante para outro eppendorf. Ao final, adicionou-se a
cada amostra 75 ul de acetato de amoénio 10 M + 750 ul de ETOH a 100% e
agitou-se por alguns minutos, sendo o material levado ao freezer a -80° C
por uma semana. As amostras foram entdo retiradas do freezer e
centrifugadas por 30 minutos a 14000 rpm a 4°C. O sobrenadante foi
descartado e o precipitado foi lavado com etanol a 100% gelado. Apds a
secagem das amostras em temperatura ambiente, foram adicionados 50 pl de
agua estéril, 10uM Tris (pH=8) e 1 mM EDTA. O material foi estocado a -

20°C até sua utilizagdo para a reacdo de amplificacdo do DNA.

Técnica 2 (Kit comercial Daneasy-Qiagen) - Neste procedimento colocou-se
cerca de 20mg de amostra de tecido hepatico parafinado obtida através de cortes da amostra
da bidpsia em eppendorf, adicionado 1200ul de xileno e agitado em vortex. Centrifugou-
se o material por 5 minutos na velocidade de 14000 rpm em temperatura ambiente.
Removeu-se entdo o sobrenadante e adicionou-se 1200ul de ETOH a 100%, agitou-se
delicadamente e procedeu-se a centrifugacdo da mesma forma da etapa anterior. Apds, foi
removido o etanol e repetido a mesma etapa. Para a evaporagdo do etanol, o eppendorf foi
deixado aberto por cerca de 15 minutos a 37°C. Colocou-se entdo 180lu de buffer ATL e

foi acrescentado 20ul de proteinase K, homogeneizado e deixado para incubar a 55° C por
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72 horas, até que o tecido estivesse completamente lisado. Agitou-se por 15 segundos e
colocou-se 200ul de buffer AL. Foi entdo homogeneizado e incubado por 10 minutos a 70°
C. Acrescentou-se 200lp de ETOH 100%, homogeneizado e aplicado ao sistema de mini-
coluna do tubo de 2 ml fornecido no Kit. Centrifugou-se por 1 minuto a 8.000 rpm,
descartado o filtrado e colocou-se a mini-coluna em novo tubo coletor, onde foram
adicionados 500ul de buffer AW1, centifugou-se por 1 minuto a 8.000 rpm. O filtrado foi
descartado e novamente a mini-coluna foi transferida para um novo eppendorf, onde foi
adicionado 500ul de buffer AW?2 e centrifugado a 14.000 rpm por 3 minutos. Removeu-se
novamente a mini-coluna, acrescentou-se diretamente na membrana 100ul de buffer AE. O
material foi incubado em temperatura ambiente por 1 minuto e centrifugado por 1 minuto a
8.000 rpm. Repetiu-se novamente a dltima etapa e obteve-se, assim, o material para a

préxima fase.

Todas as amostras foram submetidas a leitura no espectrofotometro. Os

resultados variaram de 0,1 a 5,6pg/ pl, com mediana de 1,6 pg/ ul.
Cuidados para evitar contaminaciao
As amostras foram manipuladas em salas diferentes:
1. sala de extracao do DNA;
2. sala pré-PCR para preparag¢ao do mix;
3. sala de amplificacdo e
4. sala de eletroforese.

Todos os reagentes e materiais pré e p6s-PCR foram preparados e utilizados em

ambientes diferentes.

As recomendacdes de Kwok e Higuchi (1989) foram seguidas para evitar a
contaminacdo das amostras. Quando amostras consecutivas tiveram resultado positivo,

foram entdo separadas e repetidas as reacdes, para excluir contaminagdo cruzada.
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Amplificacao génica pela reacao em cadeia da polimerase (PCR)

A reacdo em cadeia da polimerase seguiu, com algumas modificagdes, o
método descrito por Saiki et al (1985), Shibata et al (1988) e Demmler et al (1988). Cada
reacdo de amplificacdo continha de 0,5 a 1 ug do DNA a ser estudado, em volume total de
20 pl, contendo 50 mM de cloreto de potassio, 10 mM de Tris (pHS. 4), 2.5 mM de cloreto
de magnésio, 0.1 mM de cada primer do CMV e da [-globina, 200 mM da mistura
desoxirribonucleotideo (datp, dCTP, dGTP e dTTP) e 2 unidades de Taq DNA polimerase.
Foram completados 30-35 ciclos de amplificacdo para cada amostra. Os ciclos foram

realizados em equipamento apropriado (PTC100, MJ Research, Inc).

A seqiiéncia dos primers utilizados para detec¢do do gene da B-globina foram:

Primer Seqiiéncia
PCO3 5’CTT CTG ACA CAA CTG TGT TCA CTAGC 3
PCO4 5’TCA CCA CCA ACT TCA TCC ACG TTC ACC 3

Quando se obtém a amplificacdo do gene da [-globina se comprova a
integridade da amostra e se exclui a presenca de inibidores da Taq DNA polimerase. Das
101 amostras, em 74 foi aplicada a técnica 1 para a extracdo do DNA no material
parafinado e em 45 delas foi obtida a positividade para 3 globina. As 27 amostras restantes
foram testadas com a Técnica 2 (o kit comercial), obtendo-se positividade para a B globina
em 20 amostras. Vinte e duas amostras que haviam sido testadas com a Técnica 1 foram
testadas novamente com a Técnica 2 e obtido positividade para a 3 globina em 12 amostras.
Portanto, em 77 amostras foram observados fragmento de 110 pares de bases,

correspondente ao gene da -globina.
Método de diagnéstico pela “NESTED PCR” (N-PCR):

Iniciadores (primers externos): foram usados dois iniciadores que flanqueiam

uma regido constante do CMV.
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Primer Seqiiéncia

MIE4 CCA AGC GGC CTC TGA TAA CCA AGCC

MIES CAG CACCAT CCT CCT CTT CCT CTG G

N-PCR: uma aliquota de DNA amplificado na primeira reagdo foi

reamplificado com o par de “primers” interno:

Primer Seqiiéncia
IE1 CCA CCC GTG GTG CCA GCT CC
1E2 CCC GCT CCT CCT GAG CAC CC

Em cada reagado foi incluido um controle positivo com DNA CMV AD 169 e
um controle negativo contendo dgua destilada. Apds as reagdes de amplificacdo e
re-amplifica¢do, 5 ul do produto final foram submetidos a eletroforese em gel de agarose
2%, contendo brometo de etidio para visualizagdo do fragmento em luz ultravioleta. Para

controle interno da reacao foi utilizado o gene da -globina.

2.2.3- Técnica de imunohistoquimica

Cortes Histolégicos: secdes de 4 micrdmetros (um) foram colocadas em
laminas previamente lavadas e desengorduradas, tratadas em solucdo de organosilano a
20% em acetona (3-Aminopropil-trietoxi-silano, SIGMA, cédigo A3648, St. Louis, MA,
USA). As laminas com os cortes foram colocadas 1 hora a 110°C e a seguir utilizadas para

0 processamento imunohistoquimico.

Técnica da Imunohistoquimica (IHQ): foram utilizados anticorpos primarios:
os monoclonais ou policlonais € um coquetel de polimero marcado com peroxidase
conjugado com imunoglobulina de cabra anticoelho e anticamundongo. A imunoglbulina se
liga ao anticorpo primdrio formando um complexo entre os anticorpos primarios,
secundérios e polimero. A evidenciacdo da peroxidase ocorre na reagdo com O agente

cromdgeno.
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Desparafinacio: Foi utilizado um banho de xilol a 110" C seguidos de 2

banhos de xilol a temperatura ambiente para retirar o excesso de parafina.

Hidratacao: Foi realizada em gradiente decrescente de dlcoois (trés banhos de
alcool absoluto, banho em dlcool a 80% por dois minutos), dlcool 50%. Seguiu-se lavagem

em 4gua corrente e passagem em agua destilada.

Inibicao da peroxidase endégena: Foi realizada por meio de 3 banhos de 3
minutos em solu¢do de peroxido de hidrogénio a 10%, a temperatura ambiente, lavagem em

agua corrente e passagem por dgua destilada.

Desmascaramento de antigenos: Foi realizado mediante imersdo das laminas
em cuba plastica apropriada para panela a vapor com 10mM, pH6. 0 durante 30 minutos.
Ap0s isso, deixado esfriar dentro da panela a vapor durante 15 a 20 minutos. Em seguida,
foi realizada lavagem em H,O corrente, passagem em H,O destilada e deixado no tampao

PBS durante 5 minutos.

Reacdo antigeno-anticorpo primario: Foram utilizados os anticorpos anti-
citomegalovirus clone CCH2 (c6digo M757, Dakocytomation, Carpenteria, CA, USA) e
clone DDGY9/CCH2 (Novocastra, Newcastle, UK). Foi entdo realizado incubacio com
anticorpo por 30 minutos em estufa a 37 C, apés incubar overnight a 4 C em cimara timida.
Na manha seguinte, retirou-se o excesso do anticorpo primario e foram feitas 3 lavagens em

PBS de 5 minutos cada, a temperatura ambiente.

Reacdo com o anticorpo secundario: Foi dirigida contra o anticorpo
secunddrio (cabra anticoelho e cabra anticamundongo) conjugados com estreptavidina
peroxidase (LSAB, Dakocytomation) ou polimero conjugado a peroxidase (Novolink Max
Polymer Deteccion, Novocastra) durante 1h em cdmara imida, a 37°C. Retirou-se 0 excesso

e foram feitas 3 lavagens em PBS, 5 minutos cada, a temperatura ambiente.

Coloracao: realizada com DAB (3,3 tetra-hidrocloreto de diamino-benzidina,
codigo D5637, SIGMA), cromégeno de cor marrom impregnado no local onde ocorre
reacao: H,O, + peroxidase — H,O + Y2 O,. Preparo: 60mg (0,06g) de DAB em 100ml de
tampao PBS e 500ul de per6xido de hidrogénio 30% e 1000l DMSO (dimetilsulfoxido), a

37C. A seguir foram feitas lavagem em 4gua corrente e passagem em agua destilada.
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Contra-coloragio: realizada com hematoxilina de Mayer, durante 1 minuto, a
temperatura ambiente. Em seguida, foram feitas lavagem em 4gua corrente (devem ser
colocadas algumas gotas de amoniaco na dgua para melhor evidenciar a contra-coloracdo e

obter-se melhor contraste). Apds a lavagem em dgua corrente, passou-se em dgua destilada.

Desidrataciao: Foi realizada mediante 3 passagens em d&lcool absoluto e
passagens em 3 xil6is. Em seguida, montagem das laminas com Entellan (Merck, cdd.

7961).

Foram realizados controles positivo (Figura 1), constituido por um corte de
tecido de um caso onde havia imunorreatividade comprovada para o CMV, e negativo (o
mesmo corte histolégico do controle positivo, omitindo-se o anticorpo primdrio) a cada
reacdo. A reacdo positiva caracteriza-se pela imunomarcacido preferencial no nicleo e

citoplasma em tons marrons.

Figura 1- Corte histolégico com reacdo IHQ positiva para o CMV, demonstrando a
imunomarcacdo preferencial dos nucleos (coloragdo marrom) notando-se

também particulas no citoplasma (640X).
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2.2.4- Avaliagdo histoldégica

A andlise histoldgica foi realizada por uma unica patologista (Dra. Cecilia A.F.
Escanhoela) que ndo teve conhecimento a respeito do diagnéstico etioldgico da colestase
neonatal intra-hepética. Foi aplicado um protocolo para avaliacdo e graduacdo das possiveis

alteracOes histoldgicas (Anexo 2 em Apéndices).

Foram avaliados 84 fragmentos de tecido hepdtico, dos quais 5 foram obtidos

por procedimento cirdrgico e 79 por bidpsia percutanea.

Foram considerados sugestivos para o diagnéstico histolégico do CMV: a
presenca de células de inclusdo citomegdlica e a presenca de pelo menos um
microabscesso. Apenas foram considerados como positivos 0s microabscessos presentes em
casos de bidpsia percutdnea, pois, na bidpsia cirdrgica, pode haver falso positivo pelo

processo inflamatério decorrente do préprio procedimento.

A Figura 2 mostra um exemplo da presenca de células de inclusdo citomegélica.

Figura 2 - Corte histolégico em HE, mostrando célula de inclusdo citomegalica (400X).
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2.3- Analise estatistica

A comparacdo dos grupos em relagdo aos métodos diagnoésticos foi realizada

pelo teste exato de Fisher (Siegel, 1975). O nivel de significancia adotado foi de 5%.

Para verificar a concordancia entre os métodos PCR, IgM e Microabscesso, foi
calculado o coeficiente de kappa (k). Esse coeficiente pode assumir valores de —1 a +1.
Valores proximos de +1 indicam total concordancia entre os métodos, enquanto que valores
proximos de —1 indicam total discordancia. Valores maiores que 0.75 representam Gtima
concordancia e valores de kappa abaixo de 0.40 indicam uma fraca concordancia.
Os valores de kappa nesse intervalo (de 0.40 a 0.75) representam uma concordancia

intermedidria (Conover, 1971).

Considerando o método de N-PCR no tecido como referéncia, foram
calculados os valores de Sensibilidade, Especificidade, Valor Preditivo Positivo (VP+),

Valor Preditivo negativo (VP-) e Acurécia, de acordo com as seguintes definicoes:

- Sensibilidade: propor¢do dos individuos com a doenga que tem um teste

positivo para a mesma.

- Especificidade: proporcao dos individuos sem a doenca que tem um teste

negativo.

- Acurdcia: proporcdo de todos os resultados corretos do teste, tanto os

positivos quanto os negativos.

- Valor Preditivo Positivo: probabilidade de doenga em paciente com o

resultado do teste positivo.

- Valor Preditivo Negativo: probabilidade de ndo ter a doenca quando o

resultado do teste € negativo.
O intervalo de confianca foi de 95%.

O programa computacional utilizado foi: The SAS System for Windows

(Statistical Analysis System), versdo 8.02. SAS Institute Inc, 1999-2001, Cary, NC, USA.
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3- RESULTADOS



A partir da ficha de coleta de dados, foram obtidas informacdes de 101

pacientes incluidos neste estudo.

Quatro pacientes evoluiram para 6bito, sendo 3 do subgrupo 1B (2 com doenga
metabolica sem causa definida e bidpsia mostrando intensa esteatose € 1 com Sindrome de
Alagille) e 1 paciente do grupo 2 (etiologia idiopética). A necropsia deste dltimo paciente
mostrou necrose hepatocelular intensa. Apresentava também sorologia positiva para o virus
da imunodeficiéncia adquirida humana (HIV) e a pesquisa do HIV no tecido hepatico pela

técnica da PCR foi negativa.

Os resultados individuais das caracteristicas clinicas e os exames laboratoriais
obtidos dos 101 pacientes na primeira avaliacao nos servicos de referéncia sao apresentados

na integra respectivamente nas Tabelas 1 e 2 em Apéndices.

Na Tabela 3 em Apéndices, sdo apresentadas as avaliagdes das caracteristicas
clinicas obtidas na primeira consulta (género, idade, peso ao nascimento, peso na primeira
consulta, estatura ao nascimento, ictericia, acolia ou hipocolia, coliria, hepatomegalia e

esplenomegalia) dos subgrupos 1A, 1B e do Grupo 2.

A Tabela 4 (Apéndices) mostra os resultados dos seguintes exames laboratoriais
realizados no inicio da investigacdo: ALT, AST, FA, GGT, bilirrubina direta, albumina

e INR.
A causa da CIH nao foi estabelecida em 56% dos casos.

Os 7 casos com diagndsticos previamente estabelecidos de CIH pelo CMV
estdo apresentados na Tabela 5 em Apéndices. O tratamento com ganciclovir foi realizado
em 2 casos: um apresentado na Tabela 5 em Apéndices (caso n°. 5) e um caso que foi
inicialmente tratado com ganciclovir, mas posteriormente foi diagnosticado como

deficiéncia de alfa-1-antitripsina.

A mediana da idade na primeira consulta foi de 1 més e 21 dias (variou entre 13
dias a 7 meses). A mediana da idade na ocasido da bidpsia foi de 2 meses e 14 dias

(variou de 13 dias a 9 meses e 5 dias).
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As andlises estatisticas das varidveis N-PCR positiva e microabscesso presente
ndo revelaram diferencas estatisticamente significativas entre os subgrupos 1 A, 1B e
Grupo 2 (p>0,05) pelo teste exato de Fisher. A sorologia IgM foi excluida da analise. A
pesquisa de célula de inclusdo citomegdlica foi excluida da andlise por ndo apresentar
nenhum resultado positivo. A THQ foi excluida da andlise por apresentar apenas 1 exame

positivo. Os resultados sao apresentados na Tabela 6.

Tabela 6— Resultados dos exames obtidos na pesquisa do CMV: sorologia para o CMV
(IgM-CMV) positivo, N-PCR, THQ e revisdo da histologia (presenca de células
de inclusdo citomegdlica e microabscesso). Os nimeros de exames realizados
em cada grupo sdo apresentados entre parénteses. As variaveis N-PCR positiva e

microabscesso presente sdo avaliadas entre os grupos pelo teste exato de Fisher.

Exames laboratoriais Subgrupol A SubrupolB Grupo 2 Total p
IgM —-CMV positivo 4 (15) 1(12) 035 62

N-PCR positiva 1 (20) 2 (16) 341 77 0,73%*
Imunohistoquimica positiva 0(11) 1(9) 024) 44
Microabscesso presente 5(18) 4 (16) 8§(50) &4 0,45%*
Célula de inclusdo citomegélica presente 0 (18) 0(16) 0(50) 84

*Teste exato de Fisher

Dos 101 pacientes, 62 realizaram sorologia IgM-CMV por meio do teste ELISA
no HC-UNICAMP e no Icr-USP e somente esses foram considerados na avaliagdo
sorolégica. Observou-se 5 casos positivos, sendo 4 no subgrupo 1A e 1 no subgrupo 1B.
A mediana da idade na época da coleta da sorologia foi de 2 meses elO dias

(variou de 2 dias de vida a 24 meses).

No teste da N-PCR da bidpsia parafinada, o resultado foi inconclusivo em 24
(ndo houve positividade para reagdo da [ globina). Dessa forma, somente puderam ser

avaliadas 77 amostras, sendo o resultado positivo em 6 e negativo em 71.

Resultados
46



As Figuras 3 e 4 sao fotos da eletroforese em gel de agarose, com visualizacao
em luz ultravioleta do fragmento da bidpsia hepdtica na reacdo P-globina (Figura 1) e na

reacdo da N-PCR-CMYV (Figura 2).

L =ladder
C+ = controle positivo
C- = controle negativo

1 a 5 = amostras

Figura 3- Foto do resultado da [B-globina na eletroforese em gel de agarose, com
visualizacdo do fragmento em luz ultravioleta, positiva nas amostras de bidpsia

hepatica 1, 2, 3 e 4.

L C- C+1 2 3 4 5
L =ladder

C+ = controle positivo
C- = controle negativo

1 a 5 = amostras

Figura 4 - Foto do resultado da N-PCR na eletroforese em gel de agarose, com
visualizacdo do fragmento em luz ultravioleta, positiva nas amostras de

biopsia hepatica 2 e 3.
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No teste da THQ ndo se obteve positividade em nenhum caso utilizando
inicialmente o anticorpo CCH2 (Dako) em 59 amostras. Posteriormente, empregou-se o

anticorpo clone DDG9/CCH2 (Novocastra) e obteve-se positividade em 1 de 44 amostras.

A Figura 5 mostra a foto da lamina da imunohistoquimica, em que
houve imunomarcacio em tons marrons, principalmente dos nicleos, no inico caso em que

houve positividade do teste.

¥

Figura 5- Corte histolégico com reacdo IHQ positiva para o CMV, demonstrando a

imunomarcacgdo preferencial dos nicleos em coloracdo marrom (640X).

Na revisdo histolégica, baseada nas varidveis listadas no Anexo 2 em
Apéndices, considerou-se como sugestivo do CMV a presenca de microabscessos

(presentes em 17/84 amostras), e as células de inclusdo citomegalica (0/84).

A Figura 6 mostra corte histolégico com a presenca de microabscesso,

representado por pequeno agrupamento de neutréfilos e eosinoéfilos.
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Figura 6-— Microabscesso: necrose focal de hepatdcitos, com agrupamentos de

polimorfonuclaeares neutréfilos e eosindfilos (HE-400X).

A Tabela 7 apresenta a quantidade de casos nos quais foram executados os
diferentes exames para pesquisa de citomegalovirus. Os 4 exames (IgM-CMV, N-PCR,
IHQ e revisao da histologia) foram realizados em 26 casos, 3 exames foram realizados em
31 casos, 2 exames foram realizados em 26 casos e apenas 1 exame em 18 casos. Os
resultados individuais dos exames de todos os pacientes sdo apresentados na Tabela 8 em

Apéndices.
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Tabela 7 - Numero casos em que foram realizados os exames laboratoriais de sorologia

[gM-CMYV, N-PCR, revisao histoldgica e IHQ para pesquisa de citomegalovirus.

Exame N

IgM-CMV 5

N-PCR 5

revisdo histolégica 6

HQ 2
IgM-CMV+N-PCR 2
I[gM-CMV+ revisdo histolégica 6
IgM-CMV+IHQ 0
N-PCR+ revisdo histoldgica 13
N-PCR+IHQ 2

revisdo histolégica +IHQ 3
IgM-CMV+N-PCR+ revisdo histolégica 20
IgM-CMV+N-PCR+ [HQ 1
[gM-CMV+ revisao histolégica +IHQ 2
N-PCR+ revisdo histoldgica +THQ 8

I[gM-CMV+NPCR+ revisao histolégica +IHQ 26

As Tabelas 9, 10, 11, 12, 13 e 14 apresentam os resultados obtidos pelos
diferentes métodos diagnodsticos e os testes de sensibilidade, especificidade, valor preditivo
positivo (VP+), valor preditivo negativo (VP-) e acurdcia de cada método considerando

como referéncia o método N-PCR.
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Tabela 9- Resultados obtidos por meio dos métodos N-PCR e sorologia

[gM-CMYV e o numero de amostras em que foram realizados.

N-PCR
+ - Total
IgM-CMV
+ 0 5 5
- 4 40 44
Total 4 45 49

Tabelas 10 - Célculo da sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo (VP+), valor
preditivo negativo (VP-) e acuricia, utilizando-se a comparagdo entre o0s
métodos N-PCR e [gM-CMV, com intervalo de confianca (IC) inferior e
superior de 95%.

IC (95%)

Sensibilidade 0,00 0,00; 60,42.

Especificidade 88,89 75,15; 95,84

VP+ 0,00  0,00; 53,71
VP- 90,91 77,42;97,05
Acurécia 81,63 67,50; 90,76
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Tabela 11 - Resultados obtidos através dos métodos N-PCR e a pesquisa de microabscesso

e o numero de amostras em que foram realizados.

N-PCR
+ - Total
Microabscesso
+ 3 14 17
- 3 47 50
Total 6 61 67

Tabela 12 - Célculo da sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo (VP+), valor
preditivo negativo (VP-) e acurdcia, utilizando-se a comparacdo entre os
métodos N-PCR e a pesquisa de microabscesso, com intervalo de confianca

(IC) inferior e superior de 95%.

IC (95%)
Sensibilidade 50,00 13,95; 86,05
Especificidade 77,05 64,20; 86,46
VP+ 17,65 4,67; 44,20
VP- 94,00 82,46; 98,44
Acuréicia 74,63 62,27, 84,12
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Tabela 13 - Resultados obtidos através dos métodos N-PCR e a associa¢do dos métodos de
pesquisa de microabscesso e sorologia IgM-CMV e o nimero de amostras em

que foram realizados.

N-PCR
+ - Total
Microabscesso e IgM-CMV
+ 3 17 20
- 1 28 29
Total 4 45 49

Tabela 14 - Célculo da sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo (VP+), valor
preditivo negativo (VP-) e acurdcia, utilizando-se a comparacdo entre os
métodos N-PCR e a associagdo dos resultados dos métodos sorologia
[gM-CMV e pesquisa de microabscesso, com intervalo de confianca (IC)

inferior) e superior de 95%.

IC (95%)
Sensibilidade 75,00 21,94; 98,68
Especificidade 62,22 46,54; 75,84
VP+ 15,00 3,96; 38,86
VP- 96,55 80,37; 99,82
Acurdcia 63,27 48,25; 76,21

Para verificar a concordancia entre os métodos PCR, IgM-CMV e

microabscesso, foi calculado o coeficiente de kappa (k), conforme demonstrado na

Tabela 15.
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Tabela 15 - Avaliacdo da concordancia entre os métodos diagndsticos, através do cédlculo

do coeficiente de kappa (k).

Meétodos k Conclusio
IgM-CMV/ N-PCR -0,10 Discordancia
IgM-CMYV / Microabscesso 0,11 Concordancia fraca
N-PCR / Microabscesso 0,15 Concordancia fraca
N-PCR/ Microabscesso / [gM-CMV 0,13 Concordancia fraca
Microabscesso / N-PCR/ IgM-CMV 0,20 Concordancia fraca
IgM-CMV / N-PCR/ Microabscesso 0,07 Concordancia fraca

A Tabela 16 apresenta as caracteristicas dos casos que apresentaram a pesquisa

com a N-PCR positiva para o CMV.

Tabela 16 — Caracteristicas dos casos de colestase intra-hepatica com N-PCR positiva no

tecido hepético para o CMV, mostrando o género, diagndstico inicial, peso ao

nascimento, resultado da sorologia [gM-CMYV, THQ e presencga ou auséncia de

microabscesso.
Caso Sexo Diagnéstico Peso de IgM-CMV IHQ Microabscesso
inicial Nascimento
1 M Fibrose Cistica* 3460¢g NR NR Ausente
2 F Idiopética 2500¢g Negativa ~ Negativa Presente
3 M D.Byler ** 3320g NR Positiva Ausente
4 M Idiopatica 2700g Negativa NR Ausente
5 F Idiopatica 1500¢g Negativa  Negativa Presente
6 M Sepse neonatal 2570g Negativa NR Presente

NR = nio realizado

Obs: * O caso 1 apresentava na época da biopsia PCR+ e antigenemia + (12)

para o CMV. A sorologia para CMV (IgM e IgG positivas) foi realizada em outro servigo,

por isso nao foi considerada aqui. ** O caso 3 foi o tinico paciente cuja imunohistoquimica

foi positiva para o CMV.
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4- DISCUSSAO



A colestase neonatal é uma sindrome que desafia o médico do ponto de vista do
diagnéstico etioldgico. E sempre considerada patoldgica e exige uma rdpida investigagao

(Silveira e Pires, 1991; Hessel e Sawamura, 2001; Moyer et al., 2004).

A frequéncia na populagdo € de dificil avaliagdo. Na literatura, obtém-se relatos
de incidéncias em nascidos vivos de 1/2500 (Dick e Mowat, 1985), 1/5000
(Danks et al., 1977) e 1/9000 (Henriksen et al., 1982). O foco na abordagem inicial é a
diferenciagdo entre colestase intra-hepatica (CIH) e extra-hepatica e pode ser realizada em

90% a 95% dos casos por meio de diversos métodos diagnosticos (Moyer et al., 2004).

A CIH representa cerca de 2/3 de todos os casos de colestase neonatal
(Eliot et al., 1977; Dick e Mowat, 1985; Dellert e Balistreri, 2000; Fischler et al., 2001;
Yaccha e Sharma, 2005). Uma vez estabelecido que a colestase é de natureza intra-
hepdtica, passa-se para um novo desafio que € estabelecer o diagndstico etioldgico.
Na classificacdo proposta por Dellert e Balistreri (2000), ha cerca de 40 possiveis etiologias
para a CIH. Apesar disso, uma boa porcentagem dos casos permanece como etiologia nao

determinada.

Balistreri (1985) afirma que, para que seja firmado o diagndstico de CIH
idiopédtica, é necessdrio que tenham sido investigadas todas as causas possiveis com 0s
métodos diagndsticos disponiveis. Com maior disponibilizacdo e acurdcia dos métodos
diagndsticos, € possivel a reducdo do percentual de CIH de causa ndo-determinada. No
presente estudo, 3 dos 6 pacientes com N-PCR positiva para CMV, tiveram diagndstico

prévio de CIH de causa nio determinada.

Assim como ja descrito, o segundo grupo etiolégico em freqiiéncia foi o das
causas infecciosas, encontrado em 24 dos 45 casos com etiologia definida (53%),
semelhante ao descrito por Danks et al. (1977). Desses 24 casos, 9 foram atribuidos a sepse
neonatal. A colestase também pode estar relacionada a asfixia neonatal e outras
intercorréncias neonatais, associadas a imaturidade da secrecdo biliar (Vajro et al., 1997,

Jacquemim et al., 1998).
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Tiker et al. (2006) estudaram 42 bebés com aumento de bilirrubina conjugada
admitidos em unidade de terapia intensiva neonatal antes de 1 més de idade. Em 15 casos
havia cultura positiva, em 10 deles foi identificado Escherichia coli, que foi considerado o
agente causal da colestase neonatal. No presente estudo, os pacientes vieram encaminhados
para investigacdo em ambulatério especializado, o que pode justificar as diferencas entre as

casuisticas.

Entre os agentes infecciosos virais pesquisados, na presente casuistica,
predominou o CMV com freqiiéncias que variaram de 2% a 20% em funcdo do método
diagndstico empregado. Na literatura, essas freqiiéncias variam de 5% a 46%, também
relacionadas com diferentes metodologias utilizadas na investigacdo do CMV na CIH

(Eliot et al., 1977; Danks et al., 1977; Chang et al., 1992, Zerbini et al. 1997).

A prova da infeccdo congénita requer a cultura positiva do virus obtida até
3 semanas de vida. A deteccdo apds essa idade pode indicar tanto infec¢do intra-uterina
quanto adquirida (American Academy of Pediatrics, 2003). Yamamoto et al. (1999),
estudando a prevaléncia da infeccdo congénita por CMV em Ribeirdo Preto (SP), obtiveram
uma positividade em recém-nascidos de 5 casos em 189 (2,6%), empregando como método

o isolamento viral em urina através da inoculac@o em cultura de fibroblastos humanos.

O diagnéstico de hepatite neonatal por CMV habitualmente € feito em bases
clinicas e com resultado de sorologia IgM positivo, porém apenas 30% a 89% das criancas
sabidamente infectadas intra-utero apresentardo anticorpos IgM anti-CMV ao nascimento
(Demmler, 1996). Na revisdao dos prontudrios, foram anotados 7 casos atribuidos ao CMV
entre os 101 selecionados (Tabela 7). Observa-se que, em um dos casos, hd resultado
positivo de sorologia apenas da fracdo IgG (ELISA) e outro com positividade na reacdo de
fixacdo do complemento, um teste pouco sensivel (American Academy of Pediatrics,
2003). Na época eram os exames disponiveis. Dessa forma, por um lado, poderia haver
superestimacao do diagnéstico do citomegalovirus como agente etioldgico da colestase
intra-hepética. Por outro lado, poderia haver subestimacao pela falta de outros exames mais

sensiveis e mais especificos.
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Na presente casuistica, a freqiiéncia de positividade para o CMV por meio da
técnica sorologica ELISA-IgM foi de 8%. Fischler at al. (1998) encontraram uma alta
freqiiéncia de infeccdo pelo CMV em pacientes suecos com colestase neonatal intra-
hepadtica, que apresentavam IgM-CMV positivo em 11/38 pacientes (28,9%) comparados
com IgM-CMYV positivo em 2 de 35 controles (6%). Em outro estudo, o mesmo grupo
estudou os fatores etiologicos implicados na colestase neonatal intra-hepatica e obtiveram
positividade para CMV, por meio de sorologia e/ou isolamento do virus em amostra de
urina, em 19/54 pacientes (35%). Observou-se que 4 de 11 pacientes portadores de
deficiéncia de alfa-1-antitripsina apresentavam resultado positivo para infec¢do pelo CMV.
Os autores sugerem, para esses casos, o termo colestase neonatal associada ao CMV até que

o real papel do CMV na colestase neonatal seja esclarecido (Lai et al., 1992).

A freqiiéncia de positividade do CMV através da N-PCR no tecido hepatico foi
de 8% (6 positivos, 71 negativos). Seis pacientes apresentaram N-PCR positivo: 3 de causa
nio determinada, 1 com fibrose cistica, 1 com doenca de Byler e 1 com sepse neonatal.
Uma variedade de condigdes pode ocorrer em pacientes com infecgdo congénita pelo CMV
e algumas delas podem refletir condi¢des coincidentes. Pacientes com outras doengas como
hérnia inguinal, alteracdes musculo-esqueléticas, toxoplasmose, sifilis, herpes virus, HIV
podem também ter exames positivos que indicam infeccdo pelo CMV, assim como
pacientes com doencgas metabdlicas, tornando dificil a diferenciagdo do que realmente €

causado pelo CMV (Bale, 1994; Demmler, 1996).

A comparagio desses dados € dificultada pela escassez de estudos semelhantes
na literatura e pelas diferencas entre as investigacdes em relacao ao tipo de material no qual
o método de PCR foi pesquisado (tecido, sangue e urina), a idade na ocasido da bidpsia, a
apresentacao clinica e a prevaléncia do CMV nas populagdes estudadas (Chang et al., 1992;

Fischler et al., 1999; Shibata et al., 2005).

No estudo de Chang et al. (1992), encontrou-se PCR positivo para
CMV no tecido hepatico em 23 de 50 criancas com diagndstico de hepatite neonatal e
em nenhum tecido hepatico de 30 pacientes sem colestase. Dos 23 positivos, 19
tinham evidéncias clinicas sugestivas de CMV, 13 tinham sorologia sugestiva de

infeccdo aguda, 9 apresentaram sorologia negativa e em 1 caso, a
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sorologia era desconhecida. Entre os 27 pacientes com PCR negativo, 21 tinham
sorologias negativas e 6 eram positivas. A mediana da idade na ocasido da bidpsia foi de

2 meses e 3 dias.

Uma andlise retrospectiva de 39 pacientes avaliou a presenga do CMV através
da PCR-CMYV em papel de filtro coletados com 3 dias de vida. Os pacientes apresentavam
diagndstico de hepatite neonatal associada ao CMV, diagnosticados em cultura de sangue
ou urina ou pela positividade da PCR-CMV no figado (16 com CEH e 23 CIH), coletados
entre 30 e 220 dias de vida. A maior parte desses pacientes (37/39) ndo apresentou viremia

ao nascimento, indicando que a infecc¢ao foi adquirida (Fischler et al., 1999).

Shibata et al. (2005) avaliaram 26 criancas nao-colestaticas, de 1 a 24 meses,
que apresentavam evidéncias de lesdo hepato-celular (definida como elevacdo da ALT
acima do percentil 97,5) através da detecc¢do da carga viral do CMV e de outros virus que
poderiam estar implicados na génese da hepatite, por meio da técnica do PCR quantitativo
(PCR real time) no plasma. Foi encontrada positividade para o CMV em 4 pacientes
(15,4%) e em nenhum dos controles. Trés pacientes que apresentaram IgM-CMV positivo
nao apresentaram PCR positivo. Contudo, nem todos os casos puderam ser atribuidos a

infeccdo congénita devido a idade dos pacientes.

Os estudos de Chang et al.(1992), Fischler et al. (1999) e Shibata et al. (2005)
foram realizados em dareas consideradas de baixa prevaléncia do CMV (Shen et al, 1992;
American Academy of Pediatrics, 2003). No Brasil, a infeccio pelo CMV ¢ altamente
prevalente na populacdo e ocorre precocemente ji no primeiro ano de vida
(Yamamoto et al., 1999; Santos et al., 2000; Almeida et al., 2001). Em popula¢des em que
a maioria das mulheres em idade reprodutiva tem anticorpos contra o CMV, hd uma maior
taxa de infeccdo congénita (quando comparados a populacdes com baixa prevaléncia de
anticorpos contra 0 CMV) mas ndo de doenca clinica. Embora a presenca do anticorpo
materno niao previna a transmissdo do CMV, parece proteger ou entdo pode ser um
marcador de outro fator que protege o feto (Fowler et al., 1992). Portanto, apesar de haver
maior prevaléncia de infeccdo congénita na populacdo brasileira, na maior parte dos casos
nio se trata de infeccdo materna primdria, o que determina menor ndimero casos com

doenca clinica, o que pode explicar a diferenca da presente casuistica e os estudos citados.
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A associacdo do CMV com anormalidades histoldgicas no tecido hepético pode
ser estabelecida em infec¢des congénitas e adquiridas (Kosai et al, 1991). Nao foi detectado
no presente trabalho nenhum caso que apresentasse inclusdo citomegdlica na revisdo da
microscopia optica, assim como observado também em casos de CEH (Tarr et al., 1996;
Jevon e Dimmick, 1999; De Tommaso et al., 2005). Lurie et al. (1987) estudando 4 casos
fatais de hepatite neonatal por CMV, descrevem a presenca de células de inclusdao

citomegdlica em tecido hepético em 2 casos.

Como deve haver pouca replicacdo viral no figado, principalmente ao se
considerar que nao se trata de um paciente imunossuprimido, a procura por microabscessos
e a IHQ foram utilizadas na tentativa de evidenciar a presenca do virus no tecido hepatico
(Thung e Gerber, 1995; Mac Donald et al, 1997; Magalhaes et al. 2001). Geralmente a IHQ
nao € positiva se ndo houver célula de inclusdo citomegdlica na microscopia Optica
(Lucas, 2002). Porém, no presente trabalho, mesmo com a auséncia de inclusdo
citomegdlica, foi possivel a deteccdo em apenas um caso, que também apresentava N-PCR

positiva.

Rimza et al. (1996) estudaram os métodos de IHQ e hibridizagado in situ (HIS)
em tecidos parafinados de autépsia de pacientes com diagnostico de infeccdo pelo CMV,
observaram excelente correlacdo com os achados histolégicos de inclusdo viral. Em
pacientes que tiveram cultura positiva para 0 CMV, porém na auséncia de inclusdo viral,
mostrou uma reatividade da IHQ de 60%, com boa correlacio com a HIS. Em uma
avaliacdo entre histologia, IHS e IHQ, Niedobitec et al. (1988), estudando pacientes
imunossuprimidos, demonstraram que a detec¢ao das células infectadas pelo CMV € mais
facil e o nimero de células infectadas é maior na IHQ e na HIS que nos achados
histologicos. Na presente casuistica, essas informagdes ndo foram reproduzidas. A IHQ nao

se mostrou um bom exame no diagnéstico da infeccao pelo CMV na colestase neonatal.

Em relacdo aos microabscessos, na presente casuistica observou-se a presenga
em 17 de 84 bidpsias. Na literatura, esse achado é descrito como sugestivo da infec¢ao por
CMV, principalmente em pacientes imunossuprimidos (Thung e Gerber, 1995; Mac Donald
et al., 1997; Seehofer et al., 2002). Infelizmente, ndo ha na literatura avaliacdo dessas

varidveis histolégicas em pacientes com colestase neonatal intra-hepética.
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Poucos estudos tém sido realizados comparando os diferentes métodos de
diagnéstico da infeccdo pelo CMV na colestase neonatal intra-hepatica. Embora a
freqiiéncia de diagndstico de infec¢iao pelo CMV pelo método de sorologia e N-PCR seja a
mesma (8%), ha completa discordancia entre os métodos. Quando se comparam os outros

métodos, observa-se fraca correlagdo.

O método considerado padrdao-ouro no diagnodstico de infeccdo congénita por
CMV € a cultura do virus na urina nas primeiras trés semanas de vida (American Academy
of Pediatrics, 2003). O virus geralmente estd presente na urina e o isolamento viral em
cultura de fibroblastos humanos é o método convencional e as culturas sdo comumente
positivas apds trés a cinco dias. A PCR na urina nas 3 primeiras semanas de vida apresenta
resultados equivalentes (Yamamoto et al., 1998). Infelizmente, a idade em que os pacientes
com CIH neonatal foram referidos aos centros de investigacdo tercidrios inviabilizou a

realizacdo desses métodos (mediana de 1 més e 21 dias).

Tendo em vista a falta de um padrao-ouro e considerando os trabalhos na
literatura que correlacionam de forma positiva a pesquisa do virus na urina por cultura com
o PCR no sangue, optou-se em adotar a pesquisa do PCR no tecido como padrdao de
referéncia (Nelson et al., 1995; Yamamoto et al., 1998). Também, a presenca do virus no
orgao alvo pode representar uma evidéncia de que a doenca € causada por esse virus

(Chang et al., 1992).

A pesquisa do CMV em tecido conservado em parafina em amostras mais
antigas requer o uso de primers que gerem produtos com menor nimero de pares de bases,
como o utilizado neste estudo (Greer et al., 1991). De acordo com alguns autores, €
considerado mais sensivel que a histologia (Rogers et al., 1990) ou testes soroldgicos

(Dries et al., 1999).

E preciso destacar que pode haver falsos positivos na PCR por contaminagio
com material de DNA fragmentado. Para se evitar a contamina¢do do material fragmentado
utilizou-se a técnica Nested (N-PCR), que amplifica o DNA alvo em duas etapas:
na primeira, um par de primers € usado para gerar uma seqiiéncia longa que contém a

seqiiencia do DNA alvo. Uma pequena amostra desse produto € utilizada numa segunda
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etapa de amplificacdo, com os primers do DNA alvo final. A eficiéncia da segunda
amplificacdo é aumentada por causa da desnaturagdo mais rdpida e mais completa dos
produtos da primeira reagdo, quando comparados com o genoma total. Dessa forma, o
método utilizado no presente trabalho evitaria os resultados falso-positivos

(Porter-Jordan et al., 1990).

Quando se compara o resultado da sorologia com o resultado do PCR no tecido
hepdtico, observa-se uma sensibilidade nula, um valor preditivo positivo nulo e uma
acurdcia baixa (Tabela 11). De fato, varios trabalhos apresentam resultados mostrando que
a sorologia tem valor limitado no diagnéstico de infeccdo por CMV na faixa etdria
pediatrica (Chang et al,1992;. Nelson et al., 1995; Fischler et al., 1998; Shibata et al.,
2005). Nelson et al. (1995) compararam a sorologia (IgM-CMV) com a cultura de urina em

criangas com infec¢c@o congénita e obtiveram sensibilidade da sorologia de 22%.

Os resultados indicam, nessa casuistica e considerando como referéncia a
pesquisa de CMV no tecido por PCR, que um resultado positivo de sorologia nao significa
que o paciente tenha hepatite por CMV, resultado equivalente foi obtido por Fischler et al,
2001, os quais encontraram 4 pacientes com diagnéstico de deficiéncia de

alfa-1-antitripsina em 11 pacientes com o diagnéstico de CMV.

Habitualmente, os pacientes com colestase neonatal sao inicialmente atendidos
em ambulatdrios de servicos secunddrios e as sorologias sdo frequentemente solicitadas na
investigagdo de um diagnostico etioldgico. H4 necessidade de uma andlise critica dos
resultados porque a positividade da sorologia (IgM) ndo indica necessariamente que o
paciente apresenta CIH pois hd associagdo de CMV com atresia biliar em um percentual
significativo de casos (Chang et al. 1992, Fischler et al, 2001; De Tommaso et al, 2005) e,
também, a positividade ndo deve excluir a investigacdo de outras etiologias de colestase
intra-hepatica. Por outro lado, o valor preditivo negativo foi alto indicando que tem maior
valor pratico um resultado negativo do que positivo. Mesmo nessa situacdo, em um
percentual pequeno de casos, a sorologia (IgM) foi negativa e o paciente apresentava
N-PCR positivo no tecido. Uma explicacdo para essa discordancia € de que os pacientes
podem ainda ndo produzir quantidades adequadas de anticorpo devido a imaturidade do

sistema imune e também resultados falsos negativos de IgM fetal por competicdo
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com os altos niveis de IgG materna decorrentes da passagem transplacentdria

(Stagno, 1985; Demmler,1996).

Quando se compara o resultado da presenca de microabscesso com o resultado
da N-PCR, observa-se também baixa sensibilidade (50%), baixo valor preditivo positivo
(17%) e alto valor preditivo negativo (94%). Na tentativa de melhorar esses indices,
procurou-se comparar o método de referéncia com a presenca de microabscesso e/ou
sorologia (IgM). Houve pouca mudanga nos resultados, permanecendo como significativo o
valor preditivo negativo alto (96%). Dessa forma, quando esses 2 métodos sdo associados,
o valor preditivo negativo € alto, indicando que quando esses 2 exames sao negativos, €

provavel que o PCR no tecido também seja.

Na ultima década, alguns trabalhos tém sido publicados relacionados com o
tratamento da infec¢do neonatal por CMV. Inicialmente foi avaliado apenas em lactentes
com evidéncia de envolvimento do SNC (Whitley et al., 1997, Kimberlin et al., 2003,
Michaels et al, 2003) e, mais recentemente, mesmo em pacientes apenas com
comprometimento hepdtico (Fischeler et al., 2002, Libereck et al., 2002, Vancinkov4 et al.,
2004). E interessante essa tltima referéncia, na qual, no titulo, os pesquisadores perguntam:
tratar ou ndo tratar a hepatite por citomegalovirus? Em vista dos resultados do presente
estudo, hd questionamentos anteriores: como diagnosticar, de forma acurada, a hepatite por
citomegalovirus? Outra questdo pertinente foi feita no editorial de Persing e Rakela (1992),
comentando o artigo de Chang et al. (1992): “Quando a deteccao de um agente infeccioso

se torna inequivocamente o agente etioldgico de uma condic¢ao especifica?”.

Em conclusio, a freqiiéncia do CMV na CIH neonatal é varidvel dependente
dos métodos diagndsticos utilizados e eles ndo sdo concordantes. Ha necessidade de
estudos prospectivos de investigacdo, de preferéncia com pacientes nas trés primeiras
semanas de vida para se estabelecer a real freqiiéncia do CMV nessa sindrome e poder

focar metas em relacao a terapéutica e evolucao desses pacientes.

Discussdo

63



5- CONCLUSAO



1. A freqiiéncia de positividade para o citomegalovirus na CIH por meio da
sorologia IgM pela técnica de ELISA foi de 8% (5/62), por meio da técnica
da N-PCR na bidpsia hepatica foi de 8% (6/77) e pela imunohistoquimica foi
de 2% (1/44). Pela avaliacdo histolégica, nenhum em 84 pacientes
apresentava células de inclusdo citomegalica e 17/84 (20%) apresentavam

microabscesso.

2. Nio houve concordincia para a pesquisa de CMV entre os métodos de
sorologia (IgM) e N-PCR e fraca concordancia entre os demais métodos

isolados ou agrupados.

3. Nao foram encontradas células de inclusio citomegédlica e a

imunohistoquimica foi positiva em apenas 1/44 casos.

4. A sorologia (ELISA-IgM) e a presenca de microabscessos ndao foram
sensiveis para a determinacdo da CIH pelo CMV, mas foram uteis como

valores preditivos negativos.
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7- APENDICES



APENDICE 1

PROTOCOLO DE COLETA DE DADOS

e Data nascimento

I. Antecedentes neonatais

e Peso ao nascimento:

e Estatura ao nascimento:

e Intercorréncias neonatais:
I1.Quadro clinico (anotar se Ausente ou Presente)
e ctericia ( )

e Acolia ou hipocolia fecal ( )

e Coldria ( )

I11. Exame fisico

e Peso atual (1a consulta):................
e Hepatomegalia ( )

e Esplenomegalia ( )

Sexo:
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Linfonodomegalia ( )

Fundo de olho ( )

Retardo neuromotor ( )

. Exames subsidiarios e valores de referéncia

Apéndices
84



APENDICE 2

PROTOCOLO DE REVISAO DAS BIOPSIAS HEPATICAS
Varidveis graduadas em: ausente ( 0 ), leve ( 1), moderada ( 2 ) e intensa ( 3 ):
o Colestase ( )

Nodulos ()

(0]

o Transformacao em células gigantes ( )

Eosinéfilos ()

O

O

Metaplasia miel6ide ( )

Varidveis gradudas em: A (ausente ) e P (presente):
o Célula de inclusao citomegalica ( )

o Fibrose portal ( )

o Septos ()

o Microabscessos ( )

Siderose = 0 (ausente), I (grau 1), II (grau II) e [T (grau III).
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Tabela 1- Valores individuais das caracteristicas clinicas obtidas na primeira avaliagdo:

género, idade na ocasido da bidpsia (meses), peso ao nascimento (gramas), peso

na primeira consulta (gramas), estatura ao nascimento (centimetros), ictericia,

acolia ou hipocolia, coldria, hepatomegalia e esplenomegalia.

Caso género idadebx  idadesoro ictericia acolia coliria  Pesonasc pesol Estatnas  hepatom espleno
1 M 5,92 , P P A 2500 4800 s P P
2 M 6,22 , P A A 1600 , 35
3 M 0,95 , A A P 3350 3350 48 P A
4 M 3,88 , A A A 2900 3230 45 P A
5 M 4,93 , P p P 1800 4380 39 P A
6 F 3,09 , P P P 3100 4510 57 P P
7 M 6,32 , P P 2590 4000 43,5 P P
8 F 2,11 , P P P 3300 3900 52,5 P A
9 M 3,68 , P P P 3280 5300 50

10 M 3,72 , P p P 3300 5300 48 P P
11 M 1,55 , A 1750 1870 42 P P
12 M 2,7 s P P P 3950 4580 51 P P
13 F 3,62 , P p P 2700 4950 , P P
14 M 3,45 , A A A 2100 3250 s P P
15 M 2,66 7,34 P P P 2800 4570 46 P P
16 M 2,14 s P P 1650 2960 s P P
17 m 3,45 , A A A 2100 3250 s P P
18 M 2,5 2,99 P p P 3310 , , P A
19 M 2,3 , P P P 3500 5240 s P P
20 F 6,35 , P P 3350 , , P
21 F 2,14 , P p P 2000 3700 52 A A
22 F 6,28 , P P 2600 , ,

23 M 2,89 , A A 2310 , , P A
24 F 2,96 , P P P 2460 4100 55,5 P P
25 M 2,53 , P P 3180 4500 48 P A
26 M 24 , P p 3780 5780 51 P P
27 F 2,93 , P P 2500 3160 45 P A
28 M 3,98 3,82 P A A 3080 5000 , P P
29 M 1,84 s P P P 2520 2740 s

30 M 2,2 s A A 2310 s s P A
31 F 2,99 1,58 P A A 1960 2290 , A A
32 F 2,8 , P P P 3450 4460 54,5 P P
33 M 2,43 13,78 P P P 2460 2310 47 P A
34 M 2,6 2,6 P P P 2410 3350 38 P A
35 M 0,43 0,39 P P P 1750 1870 42 P A
36 M 4,21 6,97 P P P 1570 2450 39 P P
37 M 0,86 0,86 P A P 2750 , 47 A A
38 M 1,78 2,5 1840 , ,

Apéndices

86



Caso género idadebx  idadesoro ictericia acolia coliria  Pesonasc pesol Estatnas  hepatom espleno
39 F 1,97 1,97 P P P 3220 4580 55,5 P P
40 F 2,34 10,1 P P P 2530 2780 48,6 A A
41 M 3,85 9,8 P P P , 5640 61,5 P A
42 M 1,55 2,8 P P P 3660 5520 434 P A
43 M 1,81 s P A A 1600 2030 42 P A
44 F 0,69 1,51 P A A 3005 s 49 P A
45 M 2,47 , P A A 1820 2600 , p A
46 F 0,49 , P P P 4760 3750 , p P
47 F 1,78 24,9 P P P 2860 4220 47 P A
48 M 1,12 1,91 P P P 3300 3100 48 P A
47 M 1,38 1,15 P P P 2920 2830 49,5 P A
50 F 2,47 , P A A 2330 5700 44.5 P A
51 M 2,11 3,16 P A A 3030 2730 , P P
52 F 3,06 14,7 P p p 2330 5700 44,5 A A
53 F 2,63 3,32 P A A 1566 2110 42 A A
54 M 1,45 1,45 P P P 3630 4360 52 p A
55 M 3,09 3,03 P P P , , , P A
56 M 6,55 7,47 P A P 2465 2750 50 P P
57 M 1,48 1,45 P A A 4435 3800 49,5 P A
58 F 2,4 0,99 P P A 1720 3290 42 A A
59 F 1,74 s P A A 2650 2450 47,7 P A
60 M 5,46 5,46 P P P 930 , 35
61 M 2,17 2,07 P P P 3590 4950 48,5 A A
62 F 2,53 , P P P 4045 3855 53 P A
63 F 1,68 1,68 P P P 2310 2270 45 A A
64 M 2,17 2,04 P P P 2525 , 44 A A
65 M 1,68 0,95 A A A , 3890 , A A
66 M 1,35 1,25 P P A 3455 3200 51,5 P A
67 F 0,43 2,34 P P P 3400 s 48,5 P A
68 M 4,01 1,71 P A 1095 2010 38,5 A A
69 M 1,84 2,01 P P 3600 3970 47 P A
70 F 1,38 0,53 P A A 1980 2480 s P P
71 M 2,93 4,28 P A A 3390 4735 48,5 A A
72 M 9,18 3,52 P P P 1790 3210 40 P P
73 F 2,37 72 P 1705 2770 , P P
74 M 1,61 1,64 P A A 3080 3080 , A A
75 M 2,43 2,5 P P 3660 5050 50 P P
76 M 2,43 2,11 P P P 3865 5020 49 P P
77 M 1,81 1,38 P A P 3865 4200 49 P A
78 M 3,16 2,96 P A A 3460 3560 47 P A
79 F 3,95 2,96 2550 , 45 P A
80 M 5,39 5,07 P A A 2250 4910 s P A
81 M 2,43 1,88 P P P 1520 2180 44.5 P P
82 F 1,78 , P A A 2740 , , p A
83 F 1,97 0,39 P P 2570 2190 , p
84 M 2,2 1,64 P A A 2650 3960 46 P P
85 F 1,81 1,09 P P 1820 2130 47 P A
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Caso género idadebx  idadesoro ictericia acolia coliria  Pesonasc pesol Estatnas  hepatom espleno
86 F 2,24 2,43 P P A 2500 s 45 P A
87 M 3,22 3,42 P P P 1330 3800 40 P P
88 M 2,24 0,07 P P A 3000 4160 49 P A
89 M 2,07 2,04 P P P 2450 5085 43 P P
920 M 2,96 2,83 P p 2780 3450 , P
91 M 1,78 1,71 P A A 2900 4090 48 P A
92 M 3,03 , P A A 3320 4370 49 P P
93 M 0,99 1,09 P A P , , , P A
94 F 2,99 23 P P 2000 2610 , P A
95 M 1,91 1,58 P A A 2700 4450 47 A A
96 M 1,84 0,56 P P P 3310 s 47 P A
97 M 1,91 1,55 P A A 2570 3360 48 P A
98 F 4,7 4,61 P p 1500 2800 , P P
99 M 2,96 3,22 P 3890 , , P P
100 M 2,04 , P P P 2780 3040 , P A
101 M 2,14 s P 2160 s 44 P P
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Tabela 2 — Valores individuais dos exames laboratoriais (ALT = alanina aminotransferase,

AST

aspartato aminotransferase, FA =

fosfatase alcalina, GGT =

gamaglutamiltransferase, albumina, INR = International Normalized Ratio e

BD = bilirrubina direta) realizados no inicio da investigacdo, expressos em

valores absolutos e em nimero de vezes o limite superior da normalidade (x).

Caso BD AST xAST ALT xALT INR albumina FA xFA GGT xGGT

1 2,2 90 2,57 57 1,43 1 4,16 1120 1,56 R s

2 6,92 310 8,86 139 3,48 s 4,36 600 0,83 s s

3 19,6 15 0,43 4 0,1 s s 120 0,17 s s

4 4,55 156 4,46 91 2,28 s 3,62 565 0,79 R R

5 6,16 100 2,86 94 2,35 R R s , s s

6 6,9 270 7,71 270 6,75 1 3,91 690 0,96 s s

7 5,65 259 7,4 250 6,25 s 4.8 1249 1,74 69 1,73
8 3,2 142 4,06 178 4,45 s 2,5 s s s s

9 2 520 14,86 560 14 s 4,29 590 0,82 s s
10 7,4 300 8,57 160 4 s R s R 180 45
11 11,6 15 0,43 15 0,38 s s s > > s
12 10,04 390 11,14 650 16,25 S R 1160 1,61 s s
13 4,6 146 4,7 R s 1 4,5 481 10,4 s s
14 2,98 48 1,37 33 0,83 s 1,9 206 0,29 s R
15 6,7 80 2,29 80 2 S 3,5 s , s s
16 6,19 200 5,71 160 4 s 3,7 107 0,15 s s
17 2,98 48 1,37 33 0,83 s 1,9 206 0,29 s R
18 7,4 190 5,43 190 4,75 R 2,5 s R s s
19 34 44 1,26 44 1,1 1 s 790 1,1 38 0,95
20 1,6 142 4,06 142 3,55 s 4,6 414 0,58 151 4,31
21 8,7 150 4,29 122 3,05 0,9 4.4 s R s s
22 6,4 142 4,06 178 4,45 s 2,5 s s s s
23 7,8 365 10,43 210 5,25 s R 773 1,08 84 2,1
24 3,84 110 3,14 81 2,03 s 3,77 s s 99 2,83
25 43 49 1,4 70 1,75 s s 427 0,59 59 1,48
26 3,8 251 7,17 251 6,28 R 3,21 870 1,21 133 3,33
27 6,3 135 3,86 134 3,35 1,09 2,2 263 0,37 263 7,51
28 6,6 93 2,66 93 2,33 1,18 4,24 1212 1,69 R s
29 R R s R s R s s s s s
30 7,8 365 10,43 210 5,25 s s 773 1,08 84 2,1
31 4,88 333 9,51 77 1,93 1,5 1,68 947 1,32 148 4,23
32 34 191 5,46 143 3,58 1,44 s 1195 1,66 137 3,91
33 3,1 166 4,5 46 1,2 1,43 R 1110 3,2 282 5,7
34 6,4 369 10,54 213 5,33 1,34 R 1463 2,03 189 4,73
35 16,5 47 0,8 12 0,3 1,16 3,78 502 0,8 53 1,1
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Caso BD AST xAST ALT xALT INR albumina FA xFA GGT xGGT
36 472 199 5,37 R R 1,21 s 1620 2,5 608 12,16
37 8,8 315 9 195 4,87 1 R 470 0,7 49 0,98
38 R R s R s R s s s s s
39 6,45 129 3,69 89 2,23 1,24 s 987 1,37 362 10,34
40 7,1 178 5,09 96 2,4 1,03 s 1376 1,91 s s
41 5,2 169 4,83 169 4,23 1,23 52 2010 2,8 R s
42 53 202 5,77 106 2,65 s 3,34 1505 2,09 272 6,8
43 11,3 623 17,8 222 5,55 1,39 3,3 2232 3,1 89 2,23
44 16,4 133 4 229 6,7 1,29 3,76 1400 201 254 7,9
45 1,44 92 R s R 1 3,79 176 0,48 324 8,2
46 16,5 1540 46,6 730 22 1,16 3,78 502 0,78 53 1,6
47 6,5 179 5,11 172 43 1 s 498 0,69 243 6,94
48 13,5 466 13,31 161 4,03 1,21 4,24 884 1,23 240 6
47 6,9 181 s s s 1 4,16 715 R 123 s
50 4,1 70 2,5 34 1,2 1 4,6 924 23,1 490 15,3
51 2,2 63 1,8 60 1,5 1,04 s 992 1,5 466 9,32
52 6,2 242 6,9 132 3,3 1,22 4,5 1349 2,1 161 5
53 5 180 5,1 71 1,7 1,15 3,68 1359 2,1 500 5,6
54 1,4 1045 26,86 690 17,25 1,29 R 2149 5,84 89 2,22
55 43 335 9,57 277 6,92 1 s 2091 3,26 179 3,58
56 11,4 579 16,5 295 7,4 1,11 4,51 972 1,5 53 1,1
57 6,5 119 6,98 R s 1,1 s 439 0,61 444 11,1
58 6,17 52 2,03 72 1,6 1,17 3,93 808 3 66 1,65
59 18,6 234 6,69 129 6,69 1,9 2,6 986 1,37 17 0,49
60 7,2 95 2,7 R s R 42 s R 70 1,75
61 19,6 521 14,89 265 6,63 1,25 R 3270 12,1 43 1,07
62 5.4 194 5,54 92 2,3 1,11 s 1353 1,88 73 2,09
63 11,1 354 4,6 185 3,36 1 R 1020 1,41 140 4
64 15 20 R 82 s 2,64 s 2280 8,47 55 1,37
65 R 303 2,05 143 3,58 1,18 4,6 270 2,09 371 9,27
66 6,89 261 7,6 130 2,9 2,13 s 377 3,09 50,3 1
67 11,8 603 19,4 435 14,5 1 s s > > s
68 5,8 54 1,7 40 1,3 1,11 3,22 779 3,5 100 2,8
69 7,4 220 7,1 80 2,7 1,27 R 1264 R 227 6,5
70 13,8 504 16,2 116 3,7 1 3,92 378 s 350 10
71 0,7 303 9,8 143 4,8 1,18 4,16 270 2,09 371 10,6
72 2,8 167 5,4 99 3,3 1 3,25 809 s 332 9,5
73 8,2 321 10,4 166 5,5 1 3,46 540 5,19 365 10,4
74 8,5 424 13,7 196 6,5 1,37 s 392 s 49 1,4
75 11,6 275 8,9 89 3 1,73 3,4 217 s 582 16,6
76 18,6 413 11,8 142 4,05 3,1 2,5 816 6,32 41 1,2
77 11,2 245 6,1 198 3 s s R s 245 6,1
78 4,2 138 3,7 153 3,8 1,56 2,28 329 2,5 866 21,65
79 6,27 211 6,8 124 4,1 1 5,01 1010 4.5 733 21
80 1,2 83 2,4 87 2,5 1 s 123 0,8 189 6
81 6 528 12 102 2,1 1 3,5 528 4 1028 25,7
82 9,25 394 10,4 155 5 1 3,25 618 4.4 405 10,8
83 6,26 29 32 19 31 1 3,08 2212 3,42 24 0,75
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Caso BD AST xAST ALT xALT INR albumina FA xFA GGT xGGT
84 12,5 1298 64,9 307 15,35 0,93 4,2 825 1,65 117 6,15
85 8,5 145 33,63 118 55,9 1,02 R 520 1,04 319 11,4
86 3,9 37 0,8 40 1,21 1 s 100 0,29 27 0,79
87 5,1 78 1,95 73 3,65 1,04 3,8 684 1,37 114 4,07
88 9,71 151,4 75 189,9 78,4 s s 836 1,68 85 1,7
89 7,2 115 20,9 49,5 2 s 3,9 584,5 1,17 774 40,7
90 8,4 192 4.8 123 3,07 1,15 3,85 550 1,1 227 8,1
91 8,52 455 11,1 260 5,65 1,14 3,7 1270 2,12 85 1,7
92 5,4 200 6,45 114 3,17 1,79 3,2 428 0,86 130 4,33
93 7,25 172 8,6 123,5 6,18 1,07 4,15 s s 54 2,84
94 3 57,5 2,88 55 2,75 0,92 3,65 351 0,7 120 4
95 3,3 93 4,65 73 3,65 1,08 s 439 0,88 113 5,95
96 8,3 97 2,4 78 3,9 1 3,92 957,5 2,39 74 2,64
97 8,7 44 2,2 28,5 1,43 1,23 3,6 419 0,84 111 3,7
98 2,37 54 3 40 2,22 1 4.8 332 1,64 189 6,75
99 18,3 165 8,25 142 7,1 s s 2265 4,53 46 0,92
100 7,9 212 10,6 150 7,5 1,45 3,6 526 1,05 523 10,6
101 6,3 33 0,83 24 1,25 R R 644 1,29 74 2,64
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Tabela 3 - Caracteristicas clinicas dos pacientes na primeira avaliac@o, incluindo os valores

de peso ao nascimento (gramas); peso na primeira avaliacdo (gramas), mediana

da estatura ao nascimento (em centimetros), e a presenga de ictericia, acolia ou

hipocolia fecal, coldria, hepatomegalia e esplenomegalia, distribuidos de acordo

com os grupos (Subgrupos 1A e 1B e Grupo 2). Os niimeros entre parénteses

correspondem ao nimero de pacientes.

Variavel N 1A (24) 1B (21) 2(56)
Género M/F 101 1777 13/8 39/17
Peso ao nascimento em gramas (mediana) 96 2160(21) 2820(20) 2750(55)
Peso na primeira consulta em gramas 81 3105(20) 3725(18) 3970(43)
(mediana)
Estatura ao nascimento em centimetros (mediana) 69 44,5 (13) 47 (12) 48 (44)
Ictericia 98 21 (23) 19 (21) 51 (54)
Acolia 94 12 (20) 10 (19) 38(55)
Coldria 80 10 (19) 8(17) 30 (44)
Hepatomegalia 94 20(22) 15 (20) 44 (52)
Esplenomegalia 93 11 (22) 5(19) 19 (52)
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Tabela 4 — Resultados dos exames laboratoriais (ALT = alanina aminotransferase,
AST = aspartato aminotransferase, FA = fosfatase alcalina, GGT =
gamaglutamiltransferase, albumina, INR = International Normalized Ratio e
BD = bilirrubina direta) realizados no inicio da investigacdo, expressos em
mediana. A mediana das enzimas hepdticas foi estabelecida em nimero de
vezes o limite superior da normalidade, distribuidos de acordo com os grupos
(Subgrupos 1A e 1B e Grupo 2). Os niimeros em parénteses correspondem ao

nimero de pacientes.

Variavel N Grupo 1A Grupo 1B Grupo 2

ALT (mediana) 92 3,62 (20) 3,80 (21) 3,48 (51)

AST (mediana) 96 5,28 (20) 6,69 (21) 5,4 (55)

FA (mediana) 80 1,67 (18) 1,39 (18) 1,50 (44)

GGT( mediana) 76 3,91 (17) 5,57 (18) 431 (41)

Albumina (g/dl, mediana) 62 3,70 (17) 3,27 (12) 3,91 (33)

INR (mediana) 70 1,04 (15) 1,24 (15) 1,10 (40)

Bilirrubina direta (mg/dl, mediana) 78 5,73 (22) 6,55(20) 6,91(56)
Apéndices

93



Tabela S - Caracteristicas clinicas e resultados dos exames realizados nos 7 pacientes com
diagndstico de colestase intra-hepatica pelo CMV, mostrando o género, peso ao
nascimento, resultado das sorologias CMV, PCR no plasma e antigenemia

(quando realizados), N-PCR no tecido hepatico, IHQ e presenca ou auséncia de

microabscesso.

Caso Sexo  Peso de Nascimento Teste(s) utilizado(s) IHQ N-PCR  Microabscesso
1 M 2590¢g IgG(ELISA) + Negativa  Negativa Ausente
2 M 1650¢g Reacdo de fixacdo de Negativa  Negativa NR*

complemento +
3 M 3320g IgM + e IgG + (ELISA) Negativa Negativa Ausente
4 M 4435¢g IgM - e IgG + Negativa NR Ausente
(ELISA) e PCR no plasma+
5 F 1980¢g IeM + e IgG + Negativa  Negativa Ausente
(ELISA), PCR no plasma +,
antigenemia + em 208 células
6 F 1705¢g IgM - e IgG + NR Negativa Ausente
(ELISA) e PCR no plasma+
7 M 1520¢g IgM + e IgG + Negativa Negativa Presente

(ELISA), PCR no plasma-+,

antigenemia + em 50 células

*NR = nao realizado
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Tabela 8 - Resultados dos exames laboratoriais IgM, N-PCR, Microabscesso (Microab.) e
IHQ, mostrados individualmente, onde 0 = negativo e 1 = positivo para pesquisa

de citomegalovirus.

Caso IgM N-PCR Microab. THQ
1 0
2 0 0
3 0
4 0
5 0
6 0 0 0
7 0 0 0
8 0
9 0 0
10 0
11 0 0
12 0 0 0
13 0
14 0 0
15 0 0 0
16 0 0
17 0
18 0 0
19 0 0
20 0
21 0 0
22 0 0
23 0
24 0
25 0 0
26 0 0
27
28 0
29 0 0
30 0 0
31 0 0 1 0
32 1 0
33 0
34 0 0
35 0 0
36 0
37 0 0 0 0
38 1 0 1 0
39 1 0 0
40 0 0 0 0
41 0 0 0
42 0 0 0
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IgM N-PCR Microab. THQ

Caso

43

44

45

46

47

48

47

50
51

52
53
54
55
56
57
58
59
60
61

62

63
64
65
66

67
68

69

70
71

72
73
74
75
76
77
78
79
80
81

82
83
84
85

86
87

88
89
90
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N-PCR Microab. THQ

IgM

Caso

91

92
93
94
95

96

97
98

929
100
101

=]
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