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“Nao podemos voltar atras e fazer um novo comeco, mas podemos recomecar e
fazer um novo fim.”

Ayrton Senna

ii



“Sem sonhos, as perdas se tornam insuportaveis,
as pedras do caminho se tornam montanhas,

os fracassos se transformam em golpes fatais.
Mas, se vocé tiver grandes sonhos...

seus erros produzirdao crescimento,

seus desafios produzirao oportunidades,

seus medos produzirao coragem.”

Augusto Cury, 2004
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RESUMO

Introducao: Enolase neurdnio-especifica (NSE) € uma enzima envolvida na via glicolitica
e seus niveis séricos tém sido analisados nos carcinomas de pulmao como marcador de
diferenciacao neuroendécrina. Entretanto, sua dosagem nos liquidos pleurais ainda néo é
utilizada como método diagnéstico. Objetivo principal: Contribuir com o estudo da
enzima enolase neurdnio-especifica pleural (NSE-L) utilizando sua dosagem para
diagnéstico diferencial entre derrame pleural benigno e maligno. METODO:
Imunofluorometria a tempo resolvido (TRF). RESULTADOS: NSE-L foi dosada em 70
pacientes: 20 pacientes com derrames pleurais malignos devido a NSCLC ou carcinoma
brébnquico de nao-pequenas células (n=15), linfomas (n=4) e neuroblastoma (n=1). 50
pacientes (grupo controle) com derrames pleurais benignos por varias causas,
principalmente tuberculose (33%). O grupo com malignidade foi constituido por 9 homens
com uma média de idade de 67,6 anos (35-92) e o grupo controle por 30 homens com
uma média de idade de 49 anos (3—94). A média de dosagens de NSE-L foi mais elevada
no grupo maligno (38,5 + 59,9 ug/L) do que no grupo benigno (9,35 + 23,7 pug/L) com um
valor de p bicaudal igual a 0,0304). A comparac¢ao multivariada pelo teste de Kruskal-
Wallis foi estatisticamente significante (H=9,998, p=0,0067). O teste post-hoc de Dunn
calculou uma diferenca estatisticamente significativa entre as doencgas benignas e NSCLC
(p<0,01), mas nao entre linfomas versus NSCLC (p>0,05) e linfomas versus doencas
benignas (p>0,05). Os parédmetros diagnésticos do exame da NSE-L, com valor de
referéncia calculado de 28,5 pg/L, para o diagndstico de derrame pleural maligno foi
sensibilidade de 30,0%; especificidade de 96,0 %; valor preditivo positivo de 75,0%;
valor preditivo negativo de 77,0 %; eficiéncia de 77,1 %; razdo de verossimilhancga
positiva de 7,5 e razdo de verossimilhanca negativa de 0,32. CONCLUSOES: A dosagem
de NSE-L apresenta potencial bioquimico para diferenciar derrames pleurais malignos e
benignos.
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ABSTRACT

Introduction: Neuron-specific enolase (NSE) is a glycolytic enzyme involved in the
glycolysis pathway. Assays to evaluate the presence of NSE in lung cancer have been
widely investigated and its presence defines neuroendocrine differentiation. However,
their diagnostic values have not yet been clarified in pleural fluids (PFs). Objective: To
determine the usefulness of NSE in PFs (L-NSE) in malign pleural effusion and its
differentiation from benign effusions. Method: Time-resolved immunofluorometric assay
(TRF). Results: The enzyme levels were evaluated in seventy patients with benign and
malignant PFs. Twenty patients with malignant pleurisy due to non-small cell lung cancer
or NSCLC (n=15), lymphomas (n=4) and neuroblastoma (n=1). Fifty control patients with
benign PFs with miscellaneous causes, mainly tuberculosis (33.0%). The group of malign
pleural effusion was 9 men and 11 women with average age of 67. 6 years (35 to 92
years). Benign PFs were comprised of 30 men and 20 women with an average age of 49
years (3 to 94 years). The mean level of L-NSE was higher in malign pleural effusions
(38.5 £ 54.9ug/L) than in patients with benign pleural effusions (9.35 + 23.7ug/L). Two tall
p value was statistically significant (p=0.0304). Kruskal-Wallis test with post hoc
procedures compared three unpaired groups. It was statistically significant (H=9.998;
p=0.0067). Post-Hoc Dunn’s test revealed a significant difference of benign group versus
NSCLC group (p<0.01) but not lymphomas versus benign group (p>0.05) and lymphomas
versus NSCLC (p>0.05). L-NSE levels = 28,5 ug/L in malignant pleurisy showed a
sensitivity of 30,0 %, a specificity of 96,0 %, a positive predictive value of 75,0 %, a
negative predictive value of 77,0 %, a positive likelihood of 7,5 a negative likelihood of
0,32 and a test accuracy of 77,1. Conclusion: L-NSE is useful to differentiate malignant

from benign pleurisy.
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| - INTRODUGAO

1. CONCEITO DE DIFERENCIACAO CELULAR

Apés a fecundacéo, a partir de uma unica célula, um novo individuo é formado. Das
primeiras divisdes celulares, com a formacao do embrido até a morte, 0 organismo passa
por varios processos em seu desenvolvimento; dentre eles, a diferenciacao celular, que

esta presente todo o tempo de sua vida (ALBERTS, 2002).

A diferenciacdo celular é o processo pelo qual as células de um organismo
comecam a se tornar diferentes em sua forma, composicédo e fungcdo. A partir de entao,
surgem no individuo populacdes de células distintas, formando estruturas, 6rgaos e
sistemas que interagem entre si e desempenham as diversas fun¢des necessarias a sua

sobrevivéncia (ALBERTS, 2002).

A diferenciacgao celular inicia-se com a formacao de seres multicelulares a partir de
colbnias unicelulares. Este processo ocorre gradualmente durante a evolugcéo e se repete
de forma controlada durante a embriogénese. Gracas a diferenciacdo obtem-se a

setorizacao de fungdes em organismos multicelulares (ITO et al., 2003).

Durante a diferenciacao celular ocorrem modificagdes quimicas e morfoldgicas com
aumento da complexidade celular. Diferenciagdo equivale a grau de especializacdo com
potencialidade e capacidade de gerar outros tipos celulares. Células diferenciadas nao se
dividem ou se dividem muito pouco. Um bom exemplo sdo as células nervosas e
musculares cardiacas que apresentam um elevado nivel de especializacdo (ITO et al,
2003)

2. CONCEITO DE DIFERENCIACAO NEUROENDOCRINA

O termo neuroenddcrino tem sido usado para definir células que secretam seus

produtos de uma maneira regulada ou dirigida em resposta a estimulos especificos. O



sistema neuroendécrino inclui neurbnios e células endécrinas, compartilhando um
programa fenotipico comum, caracterizado pela expressao de diversos marcadores (DAY

e SALZET, 2002).

Caracteristicas neuroenddcrinas tém sido usadas como evidéncia de uma origem
embrionaria comum para células normais e neoplasicas. Entretanto, atualmente, é
reconhecido que caracteristicas neuroenddcrinas podem ser observadas em varios tipos
celulares, tais como os imundcitos, que nao tém uma origem embrionaria como neurbnios

ou células enddcrinas (DAY e SALZET, 2002; SALZET 2002; SALSET e DAY, 2003).

DAY E SALZET propdéem redefinir o conceito neuroenddcrino para incluir a nogao
de ativacao ou transferéncia genética especifica que conduz a expressao de um fendtipo
neuroendocrino em uma variedade de tipos celulares, incluindo as células do sistema

imune ((DAY e SALZET, 2002; SALZET 2002; SALZET e DAY, 2003; TONI, 2004).

As consideracdes mencionadas conduzem ao termo “sistema
neuroimunoenddcrino”, cuja acao e interacado esta sendo objeto de estudo e pesquisa por

parte do autor deste trabalho e seus colaboradores.

3. INTERACAO ENTRE OS SISTEMAS NERVOSO, IMUNE E ENDOCRINO
(SISTEMA NEUROIMUNOENDOCRINO)

Ao longo das ultimas décadas tem sido observada a sintese de peptideos e aminas
biogénicas por diferentes células constituintes do sistema neuroimunoendocrino
(KVETNOY, 2002).

Historicamente, com base em uma série de experimentos, PEARSE (1969) sugeriu
a existéncia de um sistema de células altamente organizado com capacidade secretora e
distribuido por todo organismo. PEARSE demonstrou que tal sistema tem a habilidade de

captar precursores de monoaminas e fazer a sua descarboxilagdo. Esta habilidade levou



tal autor ao termo APUD, ja amplamente divulgado, uma abreviatura para “Amine
Precursor Uptake and Decarboxylation” (KVETNQY, 2002).

O sistema APUD inclui atualmente mais de 60 tipos de células enddcrinas
localizadas no intestino, pancreas, trato urogenital, epitélio das vias aéreas, glandula
pineal, glandulas tiredide, adrenal, adenohipéfise e hipotdlamo, corpo carotideo, pele,
ganglios simpaticos, timo, placenta e outros 6rgaos (KVETNQY, 2002).

A percepcao que se tem da homeostasia tecidual hoje indica que haja uma grande
interacdo entre os diferentes sistemas que compdéem o sistema neuroimunoenddcrino

(KVETNOY, 2002).

Assim, torna-se cada vez mais evidente que os mecanismos da regulagao biolégica
atualmente sdo baseados em uma coordenacdo e interacao funcional entre o sistema
enddcrino e o sistema nervoso central e periférico. (KVETNQY, 2002).

As acdes do sistema neuroimunoenddcrino ocorrem de forma, preferencialmente,
humoral onde moléculas iguais ou similares orquestram respostas em todo o organismo,
constituindo um sistema neuroimunoenddcrino difuso (KVETNQY, 2002).

Muitos estudos comprovam a identificacdo das mesmas e similares substancias
com fungdes iguais atuando dentro do sistema nervoso como neurotransmissores e
neurohorménios, e localmente ou remotamente como horménios, sendo capazes de
incorporar todos os sistemas em um sistema neuroimunoenddcrino difuso (DNIES).

WEIGENT e BLALOCK, em 1997, demonstraram que a comunicacao e regulacao
reciproca entre os sistemas nervoso, endocrino e imune sdo essenciais para a
estabilidade dos organismos, uma vez que interagem utilizando como mediadores
quimicos as mesmas moléculas sinalizadoras.

Modelos animais diversos tém sido utilizados, nos ultimos anos, para estudar os

mecanismos neuroimunes, confirmando o elo de comunicagéo (interacédo) entre o sistema



neuroendocrino e o0 imune, via neuropeptideos e através de receptores especificos
(SALZET, 2002).

A cavidade pleural pode ser pesquisada, experimentalmente, e suas interacdes
imunes estudadas a partir de doenca local pré-determinada. O camundongo é um modelo
animal confiavel e pratico para estudo da cavidade pleural e oferece uma definicao
precisa dos mecanismos locais de imunidade (PEAO et al., 1992).

4. MARCADORES MOLECULARES NEURAIS E DE CELULAS
NEUROENDOCRINAS

Marcadores moleculares neurais e de células neuroendécrinas podem ser
classificados de acordo com suas localizagdes nos diferentes compartimentos das
células.

A tabela 1 resume a localizacdo e os diferentes marcadores moleculares das

células neuroenddcrinas (LANGLEY, 1994; ADRIAENSEN e SCHEUERMANN, 1993).



Tabela 1 — Marcadores Moleculares para Células Neuroenddcrinas

LOCALIZACAO CELULAR

EXEMPLOS

CITOPLASMA

Acido L-Amino descarboxilase (AADC)

Acetil colinesterase (AchE)

Enolase neurbnio especifica (NSE)

Protein gene product (PGP) 9.5

GRANULOS

Hormébnios peptideos

Cromograninas A, B

Secretogranina Il (cromogranina C)

Carboxipeptidade H

MEMBRANAS DE VESICULAS
SECRETORIAS

Citocromo b-561

Aminas transportadoras

Synaptofisina

P65/synaptogranina

Synaptobrevina/VAMP
SV2

MEMBRANA PLASMATICA Receptores para peptideos,
neurotransmissores (somatostatina,

GABA, glicina, glutamato)

Receptores para toxina tetanica, A2B5 e
moléculas adesdo da célula neural
(NCAM, L 1)

Fonte: Langley, 1994; Adriaensen e Scheuermann, 1993

A maioria dos marcadores apresentados na tabela 1 estdo presentes em neurdnios

e muitas vezes sao caracteristicos destas células (LANGLEY, 1994).

5. CELULAS PULMONARES NEUROENDOCRINAS

As células pulmonares neuroenddcrinas (PNECs) também sdo chamadas de
células de Kulchitsky (Nicholas Kulchitsky, 1856 — 1925). Estdo presentes nos brénquios

normais e epitélio respiratério bronquiolar junto a membrana basal da mucosa nos

homens e de outros animais (BOERS et al., 1996).
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As PNECs possuem reatividade imuno-histoquimica e ultraestrutura semelhante a
dos tumores neuroendécrinos.  Acredita-se que sdo estas células que dao origem aos
carcinomas neuroendocrinos do pulmao. Suas principais caracteristicas sao:

a) HISTOQUIMICA

Reacéao argentafinica (Fontana-Masson) e reacao argirofilica (Grimelius).

b) IMUNO-HISTOQUIMICA

Marcadores neuroenddcrinos: cromogranina A e enolase neurénio especifica (NSE)
sdo os marcadores imuno-histoquimicos mais sensiveis para identificacdo. Marcadores
epiteliais (exemplos: pan-queratina; cam 5.2; AE1/AE3) e marcadores hormonais
especificos (ACTH; calcitonina; insulina; entre outros ).

c) EMBRIOGENESE

No feto as PNECs ocorrem como clusters — corpos neuroepiteliais — que séo
inervados. O numero dessas células ndo difere entre os neonatos e os adultos. Ocorrem
sobre as carinas em maior numero do que nas paredes laterais dos brénquios
(AVADHANAM et al., 1997).

A origem endodérmica destas células é aceita, uma vez que ocorrem no epitélio
fetal imaturo (ITO, 2003).

Carcinomas neuroendécrinos do pulmdao sao derivados das células

neuroenddcrinas bronquicas (ITO, 2003). Compreendem 20% dos carcinomas
bréonquicos (GUSTAFSSON et al., 2008).

d) FISIOLOGIA

As PNECs pertencem ao sistema neuroendécrino difuso (DNES) porque possuem
feno6tipos enddcrino e neurdnio especificos (ITO, 2003).

No feto de coelhos, um mecanismo sensor para oxigénio tem sido observado e,
assim como nos corpos carotideos, uma funcdo das PNECs pode ser de
quimioreceptores (YOUNGSON et al., 1993).

Em feto de ratos, 0 marcador neuroenddcrino bombesina (semelhante ao peptideo

liberador de gastrina das PNECs dos mamiferos) tem mostrado ser um estimulante das
6



ramificacées bronquicas em cultura, sugerindo a importdncia dessas células no
desenvolvimento do pulmao (KING et al., 1995). Os peptideos semelhantes a bombesina
(“bombesin-like-peptides” — BLP) sao potentes fatores de crescimento, assim como
ativadores de células imunes.

e) HIPERPLASIA

Em certas condicbes, essas células podem apresentar hiperplasia confinada ao
epitélio brébnquio como resposta a injuria pulmonar.

A hiperplasia das PNECs foi encontrada nas seguintes condi¢des: displasia
broncopulmonar neonatal (SHENBERGER et al., 1997); hérnia diafragmatica congénita
em recém-nascidos (IJSSELSTIJN et al., 1997); fumantes e moradores de grande altitude
(AGUAYO et al.,, 1992); hipertensdao pulmonar primaria (HEATH et al, 1987); tumor
carcindide (MILLER e MULLER, 1995); fibrose cistica; asma; panbronquiolite;
exacerbacao da bronquite crénica; enfisema pulmonar em adultos e criancas (ALSHEHRI
et al., 1997); granuloma eosinofilico, transplante de pulmao e doenca fibrética do pulméao

(AGUAYO et al., 1992).

Em 1994, AGUAYO formulou uma hip6tese sobre a diferenca de sensibilidade entre
individuos para desenvolver obstrucdo cronica das vias aéreas. Outras doencas
pulmonares relacionadas com o tabagismo tavez estejam vinculadas com as células
pulmonares neuroenddécrinas. Na hipétese de AGUAYO, as diferencas individuais
estariam na funcédo ou numero destas células presentes na arvore traqueo-brénquica dos

individuos.

6. MECANISMOS DE DIFERENCIACAO DAS CELULAS PULMONARES
NEUROENDOCRINAS

A informacédo genética contida no DNA controla a diferenciagao celular. A célula-

ovo possui toda a informacao necessaria e possui todas as funcdes que caracterizam as



células diferenciadas. Células especializadas perdem a capacidade de expressar a maior
parte da informacéao contida no seu DNA (ITO et al., 2003).

A diferenciacao resulta de uma série de expressdes génicas controladas (ITO et al.,
2003).

Durante a diferenciacéo pode ocorrer os seguintes fendmenos: ativacdo de genes e
inativacdo de outros; sintese de m-RNA (alguns sdo transcritos e outros nao);
transformacao reversivel do epitélio ciliado das vias respiratérias em epitélio estratificado
pavimentoso (caréncia de vitamina A, por exemplo); entre outros (ITO et al., 2003).

Pode-se apontar os seguintes fatores que controlam a diferenciagéao celular (ITO et
al., 2003):

a) Extrinsecos

Exemplos: fisicos (raios X, temperatura, radioatividade); quimicos (drogas,

substancias poluentes).

b) Intrinsecos

Se encontram nas células em diferenciacao. Instrucao pré-programada do DNA.

Como primeiro passo para entender a diferenciagdo celular, ALBERTS e
colaboradores (2002) fazem certas observagcdes gerais. Uma delas é que “algumas
proteinas sdo abundantes nas células especializadas nas quais elas atuam e ndao podem
ser detectadas em nenhum outro local, mesmo por testes sensiveis. A hemoglobina, por
exemplo, pode ser detectada somente nas células vermelhas do sangue”.

As células que compreendem o sistema neuroenddcrino difuso parecem exigir
fatores de transcricdo semelhantes para expressar proteinas neuroenddcrinas comuns
durante o processo de diferenciacdo. Os seguintes grupos de fatores de transcricdo tém
sido relatados como envolvidos neste processo (ITO et al, 2003): Pit1-Oct2-Unc86 (POU),

basic- helix-loop-helix (bHLH), zinc finger e homeodomains.



7. DIFERENCIACAO NEUQOENDOCRINA DO CARCINOMA BRONQUICO E
MECANISMOS DE DIFERENCIACAO DO CARCINOMA BRONQUICO DE PEQUENAS
CELULAS

O carcinoma brénquico é o que se manifesta com maior freqtiéncia nos individuos
e tem sido demonstrado um aumento anual de 2% em sua incidéncia mundial.
Infelizmente, até o presente momento sua letalidade se mantém elevada. No Brasil, € a
principal causa de morte oncoldgica entre os homens e a segunda entre as mulheres

(INCA/MS, 2008). Nos Estados Unidos, € a principal causa de morte por cancer tanto em

homens quanto em mulheres (INCA/MS, 2008).

Segundo o INCA (2008), clinicamente, os carcinomas bronquicos séo classificados
em dois grandes grupos devido a diferentes comportamentos biol6gicos e prognosticos:
carcinoma de pulmao de células nao-pequenas (NSCLC) e carcinoma de pulmao de

células pequenas (SCLC).

Dentre os tipos de SCLC, destaca-se o carcinoma indiferenciado de pequenas
células, com trés subtipos celulares: o linfocitdéide (oat cell), o intermediario e o
combinado (de células pequenas mais carcinoma epidermoéide ou adenocarcinoma),
segundo a WHO (1999) e o INCA (2008).

Cerca de 75% dos SCLCs tém fendtipo neuroendécrino (CAPELOZZI et al., 2002).
Isto implica em melhor resposta em tratamento de quimioterapia e radioterapia destes
pacientes (SILVA JUNIOR e CARDOSO, 2003).

O NSCLC é o mais frequiente com prevaléncia entre 75% e 80% de todos casos
(GINSBERG et al., 1997).As doencas malignas sao exemplos de causas freqlientes de
derrame pleural exsudativo. Carcinomas broncogénicos do tipo NSCLC (especialmente os
adenocarcinomas), linfomas e carcinoma de mama, constituem, em varias séries
publicadas na literatura, 75,0% das causas de derrame pleural maligno (NEVES et al.,

2001).



Carcinomas de nao-pequenas células apresentam heterogeneidade fenotipica,
sendo a cura e a sobrevida associadas a sua ressecabilidade. Por esta razdo, a
subclassificacdo precisa do tipo celular € menos importante do que o diagndstico de
carcinoma broncogénico de pequenas células e carcinoma broncogénico de néao
pequenas células (CIBAS e DUCATMAN, 1996). Alguns estudos da literatura tém
mostrado que o fendtipo neuroenddcrino associa-se a uma melhor resposta a
quimioterapia e melhora na sobrevida nos pacientes com carcinoma pulmonar de células
nao-pequenas. Por sua vez, o desenvolvimento da técnica imuno-histoquimica permitiu
comprovar que uma parcela dos carcinomas bronquicos de células pequenas, que
apresentam diferenciacdo neuroenddécrina, sdo mais agressivos e com disseminagao mais

precoce que os nao-endoécrinos (GAZDAR, 1992; SILVA JUNIOR e CARDOSO, 2003).

O fendtipo neuroenddcrino é tipicamente definido como expressao de marcadores
listados na tabela 2, pela técnica de imuno-histoquimica. Por essa definicdo, 75% dos

SCLC e 20 a 25% dos NSCLC tém fendétipo neuroendécrino.

Pela andlise da tabela 2, observa-se estatisticamente que a enolase neurbnio
especifica € o marcador mais sensivel para expressar o fenétipo neuroenddcrino dos

carcinomas broncogénicos.
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Tabela 2 - Imuno-Histoquimica dos Marcadores de Diferenciacao Neural

(Neuroendodcrinos) em Cancer Bronquico

MARCADORES SCLC NSCLC
L-dopa descarboxilase 48 — 82% 12 - 33%
Cromogranina A 48 — 93% 0—-28%
Enolase neurbnio especifica 93 - 100% 27 —57%
Bombesina 20 - 69% 1-17%
Sinaptofisina 43 — 88% 10 — 28%
Leu-7 59 —89% 16 — 44%

SCLC: CARCINOMA PULMONAR DE CELULAS PEQUENAS; NSCLC: CARCINOMA
PULMONAR DE CELULAS NAO PEQUENAS

FONTE: Capelozzi et al., 2002

A enolase neurbnio-especifica e outros marcadores neuroenddcrinos sao
marcadores potenciais para acompanhar o curso clinico de pacientes com céancer
pulmonar de pequenas células (TAKAGAKI et al., 1992; SILVA JUNIOR e CARDOSO,

2003).

Além dos marcadores enzimaticos neurais, o0 SCLC produz uma grande variedade
de horménios peptideos que podem levar a sindromes paraneoplasicas (SILVA JUNIOR e

CARDOSO, 20083).

A arginina vasopressina (AVP) e horménio adrenocorticotréfico (ACTH), séo
responsaveis por sindromes clinicas paraneoplasicas. Outros exemplos: calcitonina,
gastrina, peptideo liberador de gastrina (bombesina), horménio do crescimento, oxitocina,

fisalaemina e somatostatina (SILVA JUNIOR e CARDOSO, 2003).

Em relagédo as superficies pleurais, raramente, as células mesoteliais sdo positivas

na imuno-histoquimica para enolase neurénio especifica (HURLIMANN, 1994).
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A diferenciacao neuroendocrina no SCLC parece ser regulada por uma rede de

fatores de transcricdo bHLH e seus moduladores, conforme resumo na tabela 3.

Tabela 3 — Fatores de Transcricao que Regulam a Diferenciacao Neuroenddécrina no
Carcinoma de Pulmao de Pequenas Células

FATOR DE TRANSCRICAO FAMILIA FUNCAO
HASH 1 BHLH Estimulacao
Hes 1 BHLH Represséao
L-Myc bHLH-Zip Estimulagao
Scratch Zinc finger Modulacao

Fonte: ITO et al., 2003

8. IMPORTANCIA DAS ENZIMAS PARA O DIAGNOSTICO CLINICO

Todo o funcionamento dos organismos vivos, em todas as etapas de suas vidas,
depende de multiplos e eficientes mecanismos de sinalizagdo quimica (ALBERTS, 2002).

Uma das propriedades dos seres vivos que faz com que eles parecam diferentes
da matéria ndo-viva € que eles criam e mantém a ordem em um universo que esta
sempre tendendo a desordem. A ordem dos organismos vivos depende de uma série de
reagfes quimicas que nunca termina. Entretanto, muitas destas reagbes ocorrem
lentamente para manter os processos vitais (ALBERTS, 2002).

As acles cataliticas estdo na dependéncia de enzimas que aceleram 0s processos
vitais. Essas reacOes estao presentes desde virus até os mamiferos superiores. Nestes
ultimos, encontramos enzimas em todos os tecidos e liquidos organicos (ALBERTS,
2002).

No diagnéstico do envolvimento de um érgao especifico numa doenca, seria ideal

se houvessem enzimas particulares para cada 6rgdo que pudessem ser identificadas.
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Entretanto, isto ndo é factivel porque os processos metabdlicos de varios 6rgaos sao
muito semelhantes. Contudo, existem enzimas especificas para um determinado érgao ou
tecido. Exemplos sdo a éalcool desidrogenase do figado e a fosfatase acida da préstata

(BOYER, 1971).

O estudo da cinética do aparecimento e desaparecimento de enzimas particulares
no plasma, devido a diversos mecanismos patogénicos, permite que o diagndstico da

doenca de um 6rgao especifico seja realizado (ALBERTS, 2002).
9. ENOLASE NEURONIO ESPECIFICA (NSE)

Descrita inicialmente, em 1965, por MOORE e MCGREGOR, como enzima
catalisadora da via glicolitica anaerdbia, a enolase (2-fosfo-D-glicerato hidrolase) se

encontra distribuida em todos os tecidos dos mamiferos (MOORE e Mc GREGOR, 1965).

A funcdo da enolase na via glicolitica é a desidratacdo do 2-fosfoglicerato a
fosfoenolpiruvato. Esta é a segunda reacdao da sequéncia glicolitica da qual é gerado
composto fosfatado de alta energia. Esta reacdo é catalisada pela enzima enolase e
consiste da remocéao reversivel de uma molécula de agua do 2-fosfoglicerato com a

producao de fosfoenolpiruvato.

A enolase possui massa molecular de 85.000 Da. A sua atividade pode ser inibida
por fluoreto (F-) e fosfato (HENRY, 1995).
No sistema nervoso central, podemos detectar trés tipos de isoenzimas da

enolase: alfa-alfa, alfa-gama e gama-gama.

A isoenzima alfa-alfa (alfa-enolase ou enolase n&o neuronal) é a forma mais

comumente encontrada de enolase, sendo localizada na maioria dos tecidos.

A subunidade beta (beta-enolase) acha-se predominantemente no tecido muscular

estriado e no coracao (HENRY, 1995).
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A subunidade gama (gama-enolase) possui configuragdo idéntica a da proteina
cérebro-especifica 14-3-2 isolada do cérebro bovino por MOORE e a partir dai as
isoenzimas alfa-gama e gama-gama foram caracterizadas como enolase neurdnio-
especifica — NSE com codigo: 4.2.1.11 e também denominada de gama enolase

(MARANGOS et al., 1977).

Em 1978, SCHMECHEL e colaboradores detectaram enolase neurdnio-especifica
na pineal, hipofise, tiredide, medula adrenal e pancreas, citando-a como marcador
molecular para as células neuroendécrinas centrais e periféricas. Nesse mesmo trabalho,
os autores antevéem o futuro e especulam que a enolase neurdnio-especifica possa vir a
ser util no diagnéstico e monitoramento do tratamento dos tumores do sistema APUD,
hoje denominados tumores neuroendécrinos. Com técnicas imuno-enzimaticas altamente
sensiveis, niveis significativos da isoenzima alfa-gama foram verificados em tecidos nao
neuroenddcrinos, como musculatura lisa, tecido fibromuscular, células epiteliais

brénquicas e pneumdacitos tipo Il (HAIMOTO et al., 1985).

A utilizacdo da enolase neurbnio especifica como marcador tumoral do pulméo
comegca a partir dos trabalhos de COLE e colaboradores (1980). Estes a descrevem como
marcador histoquimico das células pulmonares que tenham diferenciacdo neuroenddcrina

na tentativa de correlacionar o pulmé&o como membro do sistema APUD.

Em 1981 constatou-se, por imuno-histoquimica, a presenca de niveis elevados de
enolase neurbnio-especifica em tumores neuroenddcrinos, como glucagonoma,
insulinoma, carcindide de intestino, feocromocitoma e carcinoma medular da tiréide

(TAPIA et al., 1981).

Em seguida, em 1982, verificou-se sua presenca no neuroblastoma e ocorre a
correlacdo entre a enolase neurbnio especifica e carcinoma de pulmao de pequenas

células (MARANGOS et al., 1982).
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Naquele mesmo ano, CARNEY e colaboradores publicaram um trabalho em que
consideram a enolase neurdnio especifica como marcador de doenca extensa € como
forma de avaliagdo da resposta terapéutica no carcinoma de pequenas células (CARNEY

et al., 982).

Em 1984 foi sugerido que a NSE seja um marcador tumoral Gtil, assim como
método auxiliar de estadiamento (estando significativamente mais elevada na doenca
extensa), monitor terapéutico e preditor de recidiva de doenca nos pacientes com

carcinoma de pequenas células tratados (JOHNSON et al., 1984).

Assim, a determinacdo sérica da enolase neurdnio especifica parece ser um
instrumento valioso para o diagndstico do carcinoma de pequenas células, combinando

aceitavel sensibilidade com alto grau de especificidade (ESSCHER et al., 1985).

10. METODOS DE DOSAGEM DA ENOLASE NEURONIO ESPECIFICA

a) ELISA

A dosagem sérica da NSE por ELISA tem provado ser um valioso instrumento no
auxilio diagnéstico do carcinoma de pulmdo de pequenas células, com sensibilidade
global variando entre 60% e 85% (média de 77,5%) e especificidade variando entre 85% e
95% (média de 90%). Vale lembrar que a sensibilidade é fortemente correlacionada com o
estagio de doenca, podendo na doenca limitada variar entre 32,5% e 68% (média 50,3%)

e de 78,6% e 100% (média 89,2%) na doenca extensa (AKOUN et al., 1985).

Considerando que pacientes com derrame pleural maligno ja possuem extensao de
sua doenga para a cavidade pleural, estima-se uma maior sensibilidade do exame da
NSE no liquido pleural do que no soro desses pacientes. Isto porque as células malignas,
presentes no liquido pleural, secretariam a enzima em uma cavidade fechada sem

chances de grandes diluicdes do marcador pelo organismo.
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b) IMUNO-HISTOQUIMICA

Um conjunto de treze anticorpos em 473 casos de NSCLC foram avaliados por
ULBRICH-KULCZYNSKI (1997) através da técnica de imuno-histoquimica. Trés deles
marcadores tumorais gerais: antigeno carcino-embriénico, gonadotrofina coribnica e
glucagon; dois marcadores neuroenddcrinos: enolase neurbnio - especifica e
cromogranina A e oito produtos secretérios: horménios adrenocorticotréfico, tireotréfico,

luteinizante, foliculo-estimulante, do crescimento, prolactina, serotonina e insulina.

A prevaléncia para marcadores neuroenddcrinos ou produtos secretérios isolados

foi de 44,8% dos casos e para dois marcadores positivos em 22,8%.

A prevaléncia de antigeno carcino-embriénico foi de 94,7%, de glicoproteinas

placentarias 18,2% e do glucagon 8,0%.

A expressao do fendtipo neuroendécrino na casuistica de ULBRICH-KULCZYNSKI
foi avaliada somente em tecido pulmonar. Um objetivo geral para novas pesquisas seria
estudar se a morfologia celular e expressdo de marcadores neuroenddcrinos sao 0s
mesmos para liquido pleural e tecido pulmonar em pacientes com carcinoma brénquico e

derrame pleural maligno concomitante.
C) FLUOROMETRIA POR TEMPO RESOLVIDO

A fluorometria de resolucao de tempo (TRF) é a chave para otimizar a sensibilidade

da analise.

Alguns fabricantes incluem uma vasta selecdo de kits reagentes de TRF para
pesquisadores e médicos que trabalham em areas como a endocrinologia, oncologia,

assim como na hematologia (INNOTRAC DIAGNOSTICS, 2003).
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A fluorometria de resolucdo de tempo ndo possui nenhuma comparagdo com a

medicao de fluorescéncia imediata.

Nao foi encontrada na literatura pesquisada dosagem de NSE por TRF no liquido

pleural.

Um trabalho apenas menciona dosagem da NSE, no soro, de pacientes com
cancer bronquico por TRF e a sensibilidade é maior quando comparada com a técnica de

ELISA isoladamente (PAN et al., 2002).

Outra pesquisa sobre fluorometria por tempo resolvido conclui que o exame tem
precisdao excelente (aproximadamente 4 %), além de ser sensivel e possuir rapidez de

dosagem com automacao (CHRISTOPOULOS e DIAMANDIS, 1992).

11. JUSTIFICATIVA DO ESTUDO

O carcinoma bronquico, neoplasia agressiva e letal, vem representando grande
desafio para os oncologistas, uma vez que, apesar de todos os avancos diagnosticos e
terapéuticos, a taxa de sobrevida global em cinco anos permanece inalterada em 13% ao

longo das ultimas décadas (GINSBERG et al., 1997).

A sindrome do derrame pleural faz parte do processo de disseminacao do cancer

brénquico e de outros tipos de cancer (NEVES et al., 2001).

Considerando ser o reconhecimento das sub-populacées do cancer pulmonar de
importancia prognéstica, a possibilidade de influéncias geograficas na manifestacédo de
seu fendétipo e associados a auséncia de estudos no pais da diferenciacéo
neuroendocrina no liquido pleural, foi decidido analisar esta diferenciagcdo em nosso meio

através dos parametros diagnésticos na sindrome do derrame pleural.
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A proposta desta pesquisa vem ao encontro da nossa experiéncia prévia em
pesquisas clinicas pioneiras no Brasil realizadas com o Professor Dr. Roberto Paes de
Carvalho e Prof. Aloysio Veiga de Paula, na Universidade Federal Fluminense, com a
enzima adenosina desaminase dosada quantitativamente pelo método colorimétrico de

Martinek (SILVA JUNIOR, 1987).

O trabalho atual teve como um dos objetivos avaliar a importancia de outra enzima
(enolase neurdnio - especifica) para o diagnéstico diferencial na sindrome do derrame
pleural, possibilitando a ampliagdo de seu estudo no liquido pleural para a area da

Neuroimunologia.

A enzima enolase neur6nio - especifica (NSE) foi escolhida para diagndstico de
diferenciacao neuroendddrina (expressao do fenotipo neuroenddcrino) no liquido pleural
(NSE-L) porque € o marcador tumoral mais sensivel para distinguir carcinomas
brénquicos neuroenddécrinos de outros tipos de carcinomas bronquicos, além de
diferenciar os seus mimetizadores mais freqlentes no diagndstico histopatoldgico

convencional que sdo os carcinomas de mama e os linfomas (BANNER et al, 1986).

De acordo com ADRIAENSEN e SCHEUERMANN (1993), “a ocorréncia de NSE
deve ser 0 mais seguro parametro para a identificacdo de células neuroendécrinas em

materiais sadios e tecidos pulmonares doentes”.

Além dessas consideragdes, vale lembrar que, na pratica, o diagnédstico definitivo
dos quatro grandes grupos de carcinoma brénquico em pequenas amostras de tecidos,
tais como das resultantes de bidpsias pleurais abertas, fechadas com agulha e
transbrénquica, ainda permanece um desafio mesmo para patologistas mais experientes

(FLIEDER, 2002).
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Cabe ressaltar novamente que 75% das causas de derrame pleural maligno séao
devidas ao céancer brénquico, linfomas e carcinoma de mama (LIGHT, 1995; NEVES et

al., 2001).

A justificativa maior para tal estudo é avaliar a utilidade na pratica clinica de um
marcador tumoral neuroendécrino no diagnéstico diferencial da sindrome do derrame

pleural.
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Il - OBJETIVOS
Os objetivos deste estudo, em uma série de pacientes portadores de sindrome do

derrame pleural, foram:

1 - OBJETIVO GERAL:

Contribuir com o estudo da enzima enolase neurénio-especifica pleural (marcador
de diferenciagdo neuroenddcrina) utilizando sua dosagem para diagnostico diferencial
entre derrame (liquido) pleural benigno e maligno através do método de imunofluorometria

a tempo resolvido.

2 — OBJETIVOS ESPECIFICOS:

2.1 - Determinar, estatisticamente, na casuistica pesquisada, o limiar critico
discriminativo com eficiéncia maxima do exame da enzima enolase neurbnio especifica

para o diagnéstico de liquidos pleurais malignos;

2.2 — Definir os parametros de padronizacdo e discriminacao do teste da enolase
neurdnio especifica no liquido pleural, no limiar critico discriminativo determinado, dosada,
quantitativamente, pelo método de imunofluorometria a tempo resolvido, para o

diagnéstico de derrame pleural maligno;

2.3 — Descrever qual tipo histolégico com liquido pleural maligno metastatico foi o

mais freqliente na casuistica estudada;

2.4 — Avaliar em modelo de analise multivariada, por regressao logistica mdultipla,
os fatores preditivos para derrame pleural maligno. Modelar como variavel dependente a
classificacdo da sindrome do derrame pleural (benigna ou maligna) e como variaveis
independentes o resultado do exame da enolase neurbnio especifica em liquido pleural, a

idade e 0 sexo dos pacientes.
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Il - MATERIAIS E METODOS
1. ROTEIRO UTILIZADO PARA INVESTIGACAO DA CAUSA DA SINDROME DO
DERRAME PLEURAL (PLEUROGRAMA)

O pleurograma era constituido dos exames minimos necessarios, no soro e no
liquido pleural, para esclarecimento da causa da sindrome de derrame pleural.

Antes da realizagdo dos procedimentos e exames do pleurograma, cada paciente
foi submetido a uma acurada histéria clinica e avaliagdo imagética. Antes de cada
procedimento, o paciente foi instruido de sua natureza e beneficios.

Cada material antes de transportado para o laboratério, foi armazenado e antes da
realizacdo dos exames, foi caracterizado quanto a data e procedimento de obtencéo,
acompanhado de dados clinicos, identificagcdo do paciente, idade, sexo, data do inicio e
evolucao da doenca, histéria terapéutica e condicbes mérbidas associadas.

Cada material foi enviado ao laboratério, em frasco esterilizado, bem vedado, e em
menor espaco de tempo possivel. O material, quando necessario, foi transportado sob
refrigeracao, embora dados de literatura provem, estatisticamente, que liquido pleural
pode ficar por vinte e quatro horas em temperatura ambiente, porém, apenas para
exames bioquimicos (MORRONE at al., 1996).

A) MATERIAL: SORO

No soro, assim como no liquido pleural, foram realizados o0s seguintes exames
bioquimicos: glicose, desidrogenase latica (DLH), proteinas totais e albumina. Esses
exames sao incluidos no pleurograma convencional porque fazem parte de critérios
bioquimicos para classificar liquido pleural transudativo ou exsudativo (LIGHT et al.,
1972). Colesterol total, bilirrubina total e outros exames descritos na literatura ndo foram
considerados devido ao rendimento estatistico inferior quando comparados com o critério

de LIGHT (HEFFNER, 1998).

21



Quando tais exames ndo podiam ser realizados, dentro de 24 horas, o soro era
retirado do refrigerador e estocado em freezer a — 20 graus C.

A dosagem de glicose foi realizada em frasco estéril com trés gotas de fluoreto de
sédio (NaF) para 2 mL de material puncionado. Método utilizado: sistema enzimatico de
peréxido oxidase (HENRY, 1995).

A dosagem de DLH foi realizada pelo método de Whitaker modificado (HENRY,
1995).

A dosagem quantitativa de proteinas totais foi realizada pelo método colorimétrico
de ponto final (HENRY, 1995).

A dosagem da quantidade de albumina foi realizada pelo método de verde de
bromocresol (HENRY, 1995).

B) MATERIAL: LIQUIDO PLEURAL

As amostras foram retiradas dos pacientes, através do procedimento de
toracocentese, com agulha de calibre 16, apds tricotomia (quando indicado), antissepsia
ampla da pele do hemitérax com éter e posteriormente aplicacdo de alcool iodado. A
seguir anestesia local da pele, subcutaneo, periésteo da costela adjacente, musculos
intercostais, nervos subcostais e pleura parietal, no local delimitado por campos
esterilizados (ERNST et al., 2003).

A anestesia local da toracocentese e bidpsia pleural parietal foram realizadas por
infiltracdo, inicialmente com pequeno botdo anestésico e sempre precedida de aspiracao
do émbolo da seringa, a fim de evitar sua introducdo na corrente sanguinea. Nunca foi
ultrapassada a dose maxima de 200 mg de lidocaina a 2%, sem vasoconstritor, para
adultos com peso de aproximadamente 70 kg, através de agulha calibre 21 (ASTRON,
1987).

Local da toracocentese: intersecédo de uma linha horizontal, passando pela base do

apéndice xiféide, com uma linha vertical passando pela linha axilar média ou linha axilar
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posterior ou linha paravertebral do hemitérax correspondente ao derrame pleural, com o
paciente sentado na mesa cirargica. A linha axilar posterior foi o local escolhido nos
derrames volumosos diagnosticados pelo exame de imagem.

Nos casos de derrames volumosos, tanto ap6s toracocentese ou bidpsia pleural,
foi realizado o esvaziamento quase maximo da cavidade pleural.

Ocasionalmente, e, sobretudo, nos casos sugestivos de fibrotérax ou derrame
pleural encistado, o local da toracocentese foi orientado pela ultra-sonografia pleural
(ERNST et al., 2003).

a) EXAMES BIOQUIMICOS
Os exames biogquimicos no liquido pleural foram os mesmos realizados no soro,
apos centrifugacdo em macro-centrifuga a 1200 rpm.

Quando tais exames ndo podiam ser realizados dentro de 24 horas, o liquido
pleural centrifugado era retirado do refrigerador e estocado em freezer a — 20 graus C.

Todos os exames de bioquimica, no soro e no liquido pleural, mencionados
anteriormente, com excecdo da determinacdo de glicose, foram realizados em frasco
seco, estéril e sem anticoagulante, no Laboratério de Patologia Clinica do HUAP. Existe
na literatura um trabalho provando, estatisticamente, que ndo é necessario colocacao de
NaF no frasco para dosagem de glicose no liquido pleural, assim como, ndo ha
necessidade de ressuspensao do coagulo para dosagem de proteinas (MORRONE et al.,
1996).

b) MARCADORES TUMORAIS

No pleurograma convencional, foi dosado o antigeno carcinoembrionario (CEA)
pelo método de ELISA. O autor tem grande experiéncia clinica e laboratorial com este
marcador (BRAGA, 1990; SILVA JR et al., 2004). O exame foi realizado em frasco seco,
estéril e sem anticoagulante, no Laboratério de Imunopatologia do HUAP.

c) EXAMES DE MICROBIOLOGIA
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Exame direto para pesquisa de BAAR. Método: técnica de coloracao de Kinyoun,
em liquido pleural citocentrifugado. Exame realizado no IBAC - Laboratério Médico Ltda.

Cultura de Micobactérias. Método convencional. Cultura realizada em meio sélido
de Loewenstein e Jensen, em liquido pleural heparinizado (5 000 Ul/10 mL), no momento
da colheita para evitar a formacao de coagulos, fato esse que aprisionaria os bacilos na
rede de fibrina (LEVINE et al., 1970). Exame realizado no IBAC - Laboratério Médico Ltda.

Exame direto para fungos, com uso de KOH a 20%, no Laborat6rio de Micologia
do HUAP. Cultura para fungos. Meios Sabouraud e seletivo para fungos, no laboratério de
Micologia do HUAP. Coloracéo pelo método de Gram; cultura em meios convencionais
para bactérias gram positivas e gram negativas; antibiograma com discos contendo
antibidticos selecionados e concentracdes especificas. Exames realizados no Laboratério
de Microbiologia do HUAP.

Para todos os exames de microbiologia, o liquido pleural foi colocado em frascos
estéreis contendo 5000 Ul de heparina por 10 mL de material puncionado.
d) LEUCOGRAMA e CITOPATOLOGIA PARA CELULAS NEOPLASICAS
Leucometria total e diferencial. Método de coloragdo, com corante de Wright, apés
colheita do liquido pleural em frascos estéreis, contendo 3 gotas de EDTA por 5 mL de
material. Método de contagem: hemocitdmetro de Neubauer. Exames realizados no IBAC
— Laboratério Médico Ltda.

A identificacdo de células neoplasicas e mesoteliais foi realizada com coloragéo
pela técnica idealizada, em 1942, para citologia exfoliativa do Dr. George N. Papanicolau,
apos fixacao, no laboratério, em alcool etilico a 95%, do liquido pleural citocentrifugado ou
macrocentrifugado (PAPANICOLAU, 1963). A colheita do material foi realizada em frascos
estéreis, contendo 5000 Ul de heparina por 5 - 10 mL de material. Para protecdo das
amostras, no momento da colheita até serem enviadas ao laboratorio, ndo foi utilizado

como pré-fixador o alcool etilico a 50%.
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A citopatologia do liquido pleural incluiu a andlise de células naturalmente
descamadas das superficies pleurais, sendo avaliadas pelo seu aspecto morfolégico, e
definidos padrdes (critérios) de normalidade e alteragbes indicativas da existéncia de
processos inflamatérios ou neoplasicos.

Os seguintes critérios foram utilizados para diferenciar células cancerosas e
células normais (MURPHY et al., 1996): menores necessidades de fatores de
crescimento; alguns sinais de diferenciagdo; imortalidade; estrutura celular alterada
(aumento do tamanho do ndcleo, incremento da relacdo ndcleo-citoplasma, distribuicao
irregular da cromatina e presenca de nucléolos proeminentes); invasao e producao de
metastases.

Os exames de citopatologia foram realizados no Laboratério de Anatomia
Patol6gica do HUAP.

e) ADENOSINA DESAMINASE

Material armazenado em frasco seco, estéril e sem anticoagulante.

Exame da ADA realizado no liquido pleural centrifugado, ap6s descarte da
celularidade, reservado no refrigerador por no maximo 24 horas ou estocado no freezer a
-20° C.

A dosagem de atividade da enzima foi realizada pelo método colorimétrico de
Giusti e Galanti (1974), cujo kit foi pesquisado, desenvolvido e manipulado
artesanalmente in house pela equipe do Laboratério de Pesquisa em Liquido Pleural,
vinculado a Disciplina de Pneumologia do Departamento de Medicina Clinica da
Faculdade de Medicina da UFF, a partir dos artigos originais dos autores, com supervisao
técnica do autor.

f) EXAMES ESPECIAIS

Os exames considerados especiais foram realizados sempre que necessarios, no

liquido pleural, para auxiliar no diagnostico. Tiveram o proposito de confirmar a causa de
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uma determinada doenca ndo muito freqlente no Ambulatério ou para protocolos de
projetos de pesquisa sobre sindrome do derrame pleural. Exemplo: marcadores de
colagenoses, outros marcadores tumorais que nao o CEA e NSE (tais como CYFRA 21-1,
CA 125, outros), colesterol total, bilirrubina total, beta-2-microglobulina, pH, amilase,
lipase, interferon-gama, fator alfa de necrose tumoral e outros.

Esses exames sao realizados em liquido pleural proveniente de um frasco seco,
estéril, sem anticoagulantes, contendo liquido pleural centrifugado, identificado e
armazenado em freezera-20° Ce—-70° C.

C) MATERIAL: FRAGMENTOS DE BIOPSIA DE PLEURA PARIETAL

Material retirado dos pacientes pelo procedimento de bidpsia pleural parietal
fechada, com agulha técnica reuséavel, esterilizada antes do uso (tipo Cope); agulha essa
de aco inoxidavel, marca registrada Becton Dickinson, comprimento 80 mm, calibre 3,0
mm, através de técnica convencional mencionada pioneiramente na literatura, por Cope
em 1958. A infiltracdo anestésica local para o procedimento de toracocentese foi mantida
nos pacientes para realizacao de biépsia pleural fechada (ERNST et al., 2003).

Apés realizacao das biopsias pleurais com agulha de Cope, um curativo oclusivo
com pomada contendo antibiético (neomicina ou cloranfenicol) permanecia por vinte e
quatro horas no local da introducéo da agulha.

Os fragmentos pleurais obtidos, minimo de trés e maximo de cinco, em um unico
sitio toracico, foram armazenados em frascos de boca larga, contendo como fixador
formol isoténico a 10%.

O exame histopatologico foi realizado somente pelo método convencional com
coloracdo pela hematoxilina-eosina (KOSS, 1992), manipulado no Laboratério de

Anatomia Patol6gica do HUAP.
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2. METODO DE IMUNOFLUOROMETRIA A TEMPO RESOLVIDO

A fluorometria de resolugdo de tempo (TRF) foi a chave para otimizar a

sensibilidade da analise.

Fluorometria de resolucao de tempo é uma alternativa excelente para o uso de
radionuclideos em analises de laboratério. A tecnologia proporciona analises simples e,

acima de tudo, melhor sensibilidade que qualquer outro método nao-radioisotépico.

As dosagens de enolase neurénio-especifica no liquido pleural (NSE-L), por TRF
foram realizadas através do Laboratério de Pesquisa em Liquido Pleural da Disciplina de

Pneumologia, vinculada ao Departamento de Medicina Clinica da UFF.

Para afastar suspeita diagnéstica de neoplasia maligna, o valor de referéncia no
soro com intervalo de confianca de 95% preconizado pelo fabricante do kit foi menor do
que 12,5 pg/L.

A reprodutibilidade de cada dosagem foi testada por ensaios em duplicata

intrateste, com o valor quantitativo final liberado apdés média aritmética entre as dosagens.

3. ROTEIRO DOS PROCEDIMENTOS e EXAMES
a) CONDUTA INICIAL: Procedimento de primeira toracocentese com exames do

pleurograma no liquido pleural.

b) CONDUTA POSTERIOR: 1) segunda toracocentese e primeira biopsia pleural
fechada com agulha de Cope, com exames do pleurograma no liquido pleural e
histopatolégico pleural, nos pacientes com quadro clinico e de imagem sugestivos de
tuberculose pleural e derrame pleural maligno. Somente foi realizada segunda
toracocentese nos derrames pleurais inconclusivos sugestivos de outras causas. 2)

procedimentos de toracoscopia e/ou toracotomia foi feitos em pacientes nos quais uma
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terceira toracocentese e/ou uma segunda bidpsia pleural com agulha de Cope nao

esclareceram o diagnéstico.

Os procedimentos de toracocentese e bidpsia pleural com agulha de Cope foram
realizados no Centro Cirurgico do Ambulatério de Cirurgia do HUAP, pelo autor, com

auxilio de alunos dos Cursos de Pés-Graduagdo em Pneumologia da UFF.

Cabe aduzir que nao fazia parte da rotina do ambulatério a solicitacdo de
radiografias convencionais de térax apés o procedimento de toracocentese.
Radiografias convencionais de térax, com incidéncias em postero-anterior, em
inspiracao e expiragdo sustentada e perfil, somente eram indicadas com suspeita de
complicagdes apds o procedimento de bidpsia pleural com agulha de Cope. Nao
ocorreram complicacdes com repercussdes clinicas apds os procedimentos de
toracocentese e bidpsia pleural fechada com agulha de Cope durante a realizacao

desta pesquisa.

Os procedimentos de toracoscopia e toracotomia, quando necessarios, foram
realizados pela Equipe de Cirurgia Toracica do Departamento de Cirurgia da Faculdade

de Medicina da Universidade Federal Fluminense.

4. CRITERIOS DE EXCLUSAO

Os pacientes que foram excluidos do estudo apresentaram um dos seguintes
critérios: contra-indicacdo absoluta para realizagcdo de toracocentese e/ou bidpsia
pleural com agulha; infec¢do por HIV; fibrotérax; recusa em realizar toracocentese e/ou
bidpsia pleural com agulha de Cope e aqueles em que o diagnéstico ficou

indeterminado, apesar de exaustivamente investigados.
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5. CRITERIOS DE INCLUSAO (METODOS DE CONFIRMACAO DAS CAUSAS DA
SINDROME DO DERRAME PLEURAL)

O conjunto de critérios usados para o diagnéstico definitivo de tuberculose pleural
foi o quadro clinico com acompanhamento ambulatorial por seis meses, associado aos

exames que contribuem para o diagnéstico de tuberculose pleural.

Os exames considerados diagnésticos para tuberculose pleural foram:
baciloscopia no liquido pleural, cultura de micobactérias, dosagem de ADA no liquido
pleural (ADA-L), histopatoldgico pleural ou citopatologia do liquido pleural sugestiva
(linfocitose acima de 90%, células mesoteliais e histiocitarias escassas, hemorragia

discreta e componentes do granuloma).

O presente trabalho nado considerou o teste tuberculinico importante para o

diagnostico de tuberculose pleural.

O diagndstico de transudato e exsudato pleural foi realizado com base nos critérios

preconizados por LIGHT e Mc GREGOR (1972) e no quadro clinico do paciente.

O diagnostico de empiema pleural foi confirmado pelo quadro clinico e de imagem
do paciente em associagao com marcadores de empiema do pleurograma, isto €, glicose,

DLH, Gram, cultura e leucograma (LIGHT, 1995).

O diagnéstico de lupus eritematoso sistémico foi confirmado pelo quadro clinico do
paciente e pela andlise de marcadores no sangue e no liquido pleural, tais como
hemograma completo, célula LE, VDRL, anticorpo anti-SM, anticorpo anti-DNA, anticorpo

anticardiolipina e anticorpo antinuclear (LIGHT, 1995).

O diagnéstico de tromboembolismo pulmonar com derrame pleural foi confirmado
pela suspeita do quadro clinico do paciente, principalmente dispnéia intensa em relacéao
ao volume do derrame, aliado a outros exames necessarios para o esclarecimento do

diagnostico: mapeamentos cintilograficos V/Q com resultado de probabilidade alta;
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cintilografia pulmonar perfusional compativel e radiograma de térax normal nas é&reas
afetadas pelos defeitos perfusionais; mapeamento com anormalidades ndo diagndsticas,
associado a identificagdo objetiva de trombose venosa profunda (TVP); angiotomografia
helicoidal de térax positiva; e arteriografia pulmonar positiva. Sao critérios de exclusao de
TEP: mapeamento perfusional normal ou quase normal; arteriografia pulmonar normal
(apesar de haver 3% de falso-negativos e discrepancia interobservadores para émbolos
subsegmentares); mapeamento V/Q nédo diagnéstico associado a estudos negativos de
TVP e niveis normais de dimeros-D associados a probabilidade clinica baixa (MENNA-

BARRETO, 2005).

Para o diagnéstico de adenocarcinomas ou outros tipos de neoplasias malignas, o
exame de citopatologia para células neoplasicas, histopatolégico pleural, ganglionar ou
pulmonar foram suficientes, com auxilio de marcadores tumorais pleurais, tais como CEA,

CYFRA 21-1, entre outros (LIGHT, 1995).

6. METODOS EPIDEMIOLOGICOS:
a) HIPOTESES NULA E ALTERNATIVA (EXPERIMENTAL)

Com finalidade de saber se as amostras testadas pertenciam a mesma
populacdo, ou seja, se as amostras eram homogéneas, foram comparadas as variancias
e as médias aritméticas das amostras. Duas amostras pertenceriam a mesma populacéao
se: a) as suas medias nao diferiam significativamente;

b) as suas variancias nao diferiam significativamente.

Para saber se os valores de x; sdo, em média, iguais aos valores de x; foi aplicado
o teste t bicaudal. Estabeleceu-se as hipdteses: H. Nula: A média dos desvios é igual a

zero. H. Alternativa: A média dos desvios € diferente de zero (teste bicaudal).
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b)TIPOS DE VARIAVEIS
As variaveis estudadas na casuistica selecionada foram: sexo, idade, dosagem
quantitativa de NSE em liquido pleural (NSE-L) de pacientes com diagndstico confirmado
da causa da sindrome do derrame pleural.
O sexo dos pacientes foi considerado como variavel independente, categdrica,
nominal, dicotébmica (1 = masculino; 0 = feminino). As idades dos pacientes foram
consideradas como variavel independente, quantitativa, discreta, em anos. As dosagens

de NSE-L foram consideradas como variavel independente, quantitativa, continua, em
po/L.

c) DELINEAMENTO
A presente pesquisa classifica-se como um estudo primério, observacional, do
tipo transversal, com a finalidade de diagnéstico (MENEZES, 2001; VITIELLO, 1999).
Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina da
Universidade Federal Fluminense (UFF) com o numero 80/02, apGs receber, analisar e
emitir parecer sobre a documentacgéao referente ao protocolo de pesquisa e seu respectivo
termo de consentimento livre e esclarecido.
d) CALCULO DO TAMANHO MINIMO DA AMOSTRA (MOTTA E WAGNER, 2003)
A estimativa do tamanho amostral foi realizada com célculos para estudos

analiticos e a sua execucao foi uma preocupacao no inicio do estudo.

O nivel maximo de erro tipo | (o) bicaudal foi fixado em 0, 05. O nivel maximo de

erro tipo Il (B) unicaudal foi fixado com poder (1 - ) de 0, 80.

Como a variavel em estudo foi quantitativa (valores numéricos de NSE-L), pela
pesquisa na literatura foram estimadas as médias esperadas do exame no grupo de
pacientes com derrame pleural maligno e no grupo controle, com seus respectivos
desvios padrdes. Pela diferenca das médias pode-se saber qual o efeito minimo a ser

detectado pelo estudo.
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A pesquisa de ROMERO e colaboradores (1989) detectou uma média para valores
quantitativos de NSE-L, pelo método de ELISA, de 25, 0 + 27, 4 em derrames pleurais

malignos e de 8, 7 £ 7,1 em derrames pleurais benignos.

Apds consideracdes dos valores de alfa e beta estipulados para célculo do
tamanho minimo das amostras, também foram considerados os desvios padrdes e as
médias aritméticas dos grupos, a presenca de correcdo de continuidade devido a
prevaléncia pequena dos casos que se quer pesquisar no local de estudo e uma
allocation ratio igual a 2 (dois).

Segundo o software SISA, o calculo do tamanho minimo das amostras para se
identificar uma eventual diferenca, estatisticamente, significativa entre as médias dos dois
grupos foi de 15 (quinze) amostras para um grupo estudado (casos) e 30 (trinta) amostras
para outro grupo estudado (controles). Total minimo de 45 (quarenta e cinco) amostras
em ambos 0S grupos.

e) COLETA DE DADOS (CASUISTICA)

Descrita no capitulo IV.

7. ANALISE ESTATiSTICA DOS DADOS PARA DETERMINAR A PROBABILIDADE
DE QUE A HIPOTESE NULA SEJA VERDADEIRA

Apds a coleta, os dados dos 70 (setenta) liquidos pleurais de pacientes com
diagnostico comprovado de sindrome do derrame pleural foram transferidos dos
prontudrios para a planilha eletrénica do Microsoft Excel™, versao 2003. No momento da
analise estatistica, os dados selecionados para célculo foram transferidos para planilha do
programa MedCalc, com objetivo de estudo descritivo e inferencial.

O planejamento estatistico inferencial inicial foi realizado através dos testes
mencionados nos paragrafos seguintes, apdés estudo para testar a distribuicdo de
normalidade (teste de Kolmogorov-Smirnov) dos dados das variaveis incluidas na

pesquisa.
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a) Tipos de analise estatistica dos dados (SPIEGEL, 1994)

Na dependéncia das variaveis estudadas e do teste de distribuicdo de
normalidade de Kolmogorov-Smirnov, os seguintes tipos de andlise estatistica dos dados
foram empregados: andlise comparativa de varidncia ndo paramétrica das diversas
causas de sindrome do derrame pleural, tabelas de contingéncia 2 x 2 e testes de analise
multivariada.

A analise multivariada é uma ferramenta estatistica que processa as informacdes
de modo a simplificar a estrutura dos dados e a sintetizar as informagdes quando o
namero de variaveis envolvidas é muito grande, facilitando o entendimento do
relacionamento existente entre as variaveis do processo. De modo geral, refere-se a
todos os métodos estatisticos que, simultaneamente, analisam multiplas medidas sobre
cada individuo ou objeto sob investigacao (HAIR et al., 1998)

A finalidade de uma andlise multivariada é medir, explicar e prever o grau de
relacionamento entre varidveis estatisticas (HAIR et al., 1998).

Neste trabalho a analise multivariada foi realizada por técnicas de: a) regressao
logistica multipla com o objetivo de regressao (predicéo) do diagnostico de liquido pleural
maligno pelas variaveis independentes sexo, idade e NSE-L; b) ANOVA ndo-paramétrica
pelo teste de Kruskal-Wallis com o objetivo de comparagédo de médias entre os diversos
grupos de causas de liquidos pleurais encontrados na pesquisa atual. Testes post-hoc de
Dunn e de comparacgdes entre pares de médias usando-se o teste da soma de postos de
Wilcoxon-Mann-Whitney com um ajuste descendente do nivel alfa para compensar as
comparacoes multiplas. As diferencas foram consideradas significativas com p < 0,05.

b) Medidas de associacao e medidas de significancia (CALLEGARI-
JACQUES, 2003)
Foram realizados testes nao-paramétricos de qui-quadrado e coeficiente de

correlagédo descritos nos resultados.

33



Um coeficiente de correlacdo é uma medida padronizada do grau de associacao
(variacdo concomitante) entre duas variaveis. Neste trabalho foi calculado o coeficiente
de Spearman, entre a varidvel dependente e cada varidvel independente, como
procedimento inicial (anadlise univariada) antes dos calculos de andlise multivariada por
regressao logistica multipla.

O teste nao-paramétrico de Wilcoxon-Mann-Whitney foi feito para diferencas entre
as médias (idade, NSE-L) dos casos e controles e entre 0os grupos estudados.

Para testar a significancia da hipétese de nulidade na tabela de contingéncia para
o valor diagnéstico de NSE-L com o valor de referéncia selecionado, isto €, Ho: p1 = p2, 0
teste do qui-quadrado de Pearson foi utilizado. O teste ndao-paramétrico de significancia
qui-quadrado de Pearson (idealizado por Karl Pearson em 1890), foi utilizado com a
correcdo de Yates, devido ao tamanho da amostra dos casos ser menor do que 40
(SPIEGEL, 1994).

Os testes de significancias foram aplicados para testar a hipotese de que os erros
com falsos positivos e falsos negativos ocorreram por mera casualidade, isto €, os valores
observados néao diferiram dos valores esperados por chance de amostragem.

O valor de qui-quadrado foi obtido mediante férmula estatistica que relaciona
somente as frequiéncias observadas em uma tabela quadrupla (SPIEGEL, 1994).
Os valores de p bicaudal de todos os testes aplicados foram estabelecidos em 5%

para a probabilidade alfa, isto é, a hipétese de nulidade foi rejeitada com p < 0, 05.

c) Medidas de validacao do teste da NSE-L
Calculo das freqliéncias das diversas causas de sindrome do derrame pleural
que constituiu a casuistica estudada (MENEZES, 2001).
Para caracterizar, quantitativamente, a validade do teste da NSE-L foram
utilizados os seguintes parametros: sensibilidade, especificidade e eficiéncia das
dosagens (ARMITAGE e BERRY, 1994).
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Sensibilidade é a proporgcao de positivos verdadeiros, ou seja, mede a capacidade

de reacao do teste em um paciente doente.

Especificidade é a proporcdo de negativos verdadeiros, ou seja, a medida da
capacidade do método de decisdo de apontar auséncia da condi¢do para aqueles casos

que realmente ndo a tém (ndo reagao do teste em pacientes ndo portadores da doenca).

Geralmente, para qualquer tarefa de decisdo médica, a sensibilidade e a
especificidade variam em direcoes opostas, ou seja, quando o teste é muito sensivel a
positivos, isto tende a gerar muitos falsos-positivos. Conseqlientemente, a especificidade
diminui porque o numero de falsos-negativos cai. O oposto acontece quando o teste tem
uma baixa sensibilidade: a especificidade cai devido ao grande numero de falsos-
negativos, as expensas de uma alta sensibilidade. Em conseqiiéncia, um método de
decisao perfeito (100 % de sensibilidade e especificidade) raramente é alcancado, e um

balanco entre ambas medidas de desempenho deve ser atingido.

Eficiéncia ou acuracia € a proporcao de predicdes corretas (soma de positivos
verdadeiros e negativos verdadeiros) no total da amostra examinada. Significa a

performance de um teste diagndstico.

Para determinar o ponto de corte da NSE-L nas amostras de liquido pleural
maligno, foi calculado um limiar de reatividade (cut off ou limiar critico discriminativo
ou ponto de corte) com eficiéncia maxima mais adequado para o diagnéstico de derrame
pleural maligno com o teste da NSE-L por quatro procedimentos estatisticos diferentes e
recomendados pela literatura especializada (FLETCHER et al., 1996; HULLEY et al.,
2001; GLAS et al., 2003): a) método do contrabalanco de sensibilidade e especificidade;
b) apresentacdo grafica conhecida como curva ROC (relative ou receiver operating
characteristic curve); c) calculo da razao de verossimilhanca para teste positivo; d) calculo
de odds ratio diagndéstico.
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Para avaliar a probabilidade de ocorréncia ou ndo de derrame pleural maligno, em
relacdo a NSE-L, foram calculados os valores preditivos (ou diagnosticos) do teste sem

o Teorema de Bayes (MENEZES, 2001).

Preditividade positiva é a proporcéo de positivos verdadeiros em relacdo a todas as
predicoes positivas. Preditividade negativa é a proporcdo de negativos verdadeiros em

relacao a todas as predicdes verdadeiras.

Apébs selecionar o valor de referéncia mais adequado para o exame da NSE-L e
como uma forma alternativa para descrever o seu desempenho, para o diagndstico de
derrame pleural maligno, foram calculados os seguintes indicadores globais de
concordancia (parametros discriminativos): indice da probabilidade do teste positivo ou
razao de verossimilhanca positiva (/ikelihood ratio para teste positivo ou LR+), indice
da probabilidade do teste negativo ou razao de verossimilhanca negativa (/ikelihood
ratio para teste negativo ou LR-), indicador kappa (x), para o ponto de corte selecionado
e odds ratio diagndstico (ARMITAGE e BERRY, 1994).

Limites de confianca a 95% foram estabelecidos para os indices de validade e
parametros discriminativos do diagnéstico da NSE-L.

d) Programas computadorizados empregados

Planilha do Software Microsoft Excel, versao 2003, para catalogacao dos dados
dos prontuéarios dos pacientes. Programa denominado MedCalc para calculo da area sob
a curva ROC (AUC), odds ratio diagnéstico e demais procedimentos da estatistica
descritiva e inferencial.

Programa denominado GraphPad Prism 3.0, para célculo dos testes post-hoc.

Programa denominado SISA (Simple Interactive Statistical Analysis) para calculo
do tamanho minimo das amostras.

Software analyse-it para grafico da curva ROC.
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Os célculos do valor diagnéstico e discriminativo do teste de NSE-L, foram
confirmados através de um software (especializado para operar em windows)

desenvolvido por BRAILE e GODOY, em 1999.
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IV — CASUISTICA

A) POPULACAO - ALVO

Pacientes que procuraram, espontaneamente ou referenciados, o Ambulatério de
Pesquisa em Pleurologia, situado no Hospital Universitario Antonio Pedro, vinculado ao
Curso de Pos-Graduacgao Lato Sensu em Pneumologia e ao Programa de Pés-Graduacao
Stricto Sensu em Ciéncias Médicas, do Centro de Ciéncias Médicas da UFF, municipio de
Niter6i, Estado do Rio de Janeiro, no periodo entre janeiro de 2003 a janeiro de 2006.

Todos os pacientes compareceram ao Ambulatério ap6s diagndstico clinico e por
imagem de sindrome de derrame pleural. Todos os pacientes foram encaminhados ao
ambulatério para realizacdo de procedimentos e exames que diagnosticassem a causa da
sindrome existente. Todos os liquidos pleurais, provenientes do ambulatério, foram
encaminhados para o Laboratério de Pesquisa em Liquido Pleural, vinculado a Disciplina
de Pneumologia do Departamento de Medicina Clinica da UFF, para processamento
inicial das amostras.

Na casuistica estudada, grande parte dos pacientes foram examinados por no
minimo seis meses e maximo de cinco anos no ambulatério. Excecao para aqueles que
apos diagnéstico evoluiram para 6bito.

B) TAMANHO DAS AMOSTRAS

Obedecendo aos criterios de exclusdo, inclusdo e aos calculos estatisticos para
tamanho minimo das amostras, foram selecionados para esta pesquisa 70 (setenta)
amostras de liquido pleural de pacientes com derrame pleural com varios diagnésticos.

Como se tratou de uma pesquisa clinica-laboratérial diagnéstica, a técnica utilizada
e adequada consistiu na comparacado estatistica de dois grupos de pacientes: grupo |
(com diagnéstico de sindrome de derrame pleural tendo como causa comprovada
derrames pleurais malignos) e Grupo |l (com diagnéstico de sindrome do derrame pleural

por outras causas comprovadas — grupo controle).
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Resumo na tabela 4.

No grupo I, o teste padrao aureo utilizado para confirmacao do diagnédstico com o
teste da NSE-L foi o citopatolégico pleural. Quando esse exame era inconclusivo, foi
confirmado o diagnostico de cancer pleural através de outros exames, tais como
histopatolédgico pleural, obtido por diversos procedimentos (biépsia pleural fechada com
agulha tipo Cope ou toracoscopia ou toracotomia).

Cabe ressaltar que foi tomada por parte do autor precau¢des quanto a precisdo
para a validade do uso da NSE-L como teste diagndstico e marcador de diferenciacéo
neuroenddcrina no liquido pleural. As principais evidéncias foram:

a) o grupo controle foi integrado por pacientes com doenca semelhante
(diagnéstico diferencial) a doenca em estudo e ndo por pessoas clinicamente normais ou
nao doentes (controles errbneos);

b) o padrdo aureo utilizado foi um conjunto de critérios usados para o diagndstico
definitivo da doenga mencionada como causa da sindrome do derrame pleural, conforme
descrito na parte de métodos;

c) houve comparacao independente e cega com um padrao aureo de diagnostico.
Esta frase significa que os resultados dos exames considerados padrao aureo nao eram
conhecidos pelo profissional de saude que realizava a dosagem da NSE-L que foi
apresentada para validacao;

d) o exame diagndstico da NSE-L foi avaliado em um espectro adequado de
pacientes, isto €, no local e nos pacientes a quem seria aplicado tal exame em caso de
uma eventual significancia estatistica e clinica.

Todas as precaucbes de precisdo relatadas nos paragrafos anteriores foram
realizadas a partir das mencionadas na literatura nacional e internacional. Destaco o livro

de SACKETT et al., 2001.
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Tabela 4 — Casuistica do Estudo Transversal para Expressao de Fenoétipo
Neuroendocrino e Parametros Diagndsticos da Enzima Enolase Neurénio-
Especifica no Liquido Pleural

CASUISTICA CAUSA DO LIQUIDO  NUMERO DE LIQUIDOS
PLEURAL PLEURAIS
Grupo | Derrames pleurais 20
malignos *
Grupo Il (controle) Derrame pleurais 50
benignos
TOTAL 70

FONTE: Laboratério de Pesquisa em Liquido Pleural/Disciplina de Pneumologia/UFF. Periodo:
2003-2006. * Padrao aureo: exames de citopatologia e/ou histopatologia pleural por diversos
procedimentos.
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V - RESULTADOS

Na tabela 5 estao identificados, com as variaveis sexo, idade e dosagem de NSE-L,
os 20 (vinte) liquidos pleurais dos pacientes com derrame pleural maligno para expressao
de fenétipo neuroenddécrino na sindrome do derrame pleural.

Tabela 5 — Casuistica dos Pacientes (n = 20) com Derrame Pleural Maligno para

Expressao de Fenétipo Neuroendocrino na Sindrome do Derrame Pleural. Dosagem
de Enolase Neurénio-Especifica por Imunofluorometria a Tempo Resolvido

ORDEM IDENTIFICACAO IDADE SEXO NSE-L CAUSA
(anos) (M/F) (ng/L)

01 ESG 89 M 1,4 Adenocarcinoma
de pulmao

02 SEM 68 F 126, 5 NSCLC

03 MACFS 82 F 130,7  Adenocarcinoma
de pulmao

04 ESAV 49 F 0,2 Linfoma

05 DPS 76 M 0, 1 Linfoma

06 BAB 92 F 8,7 Adenocarcinoma
de pulmao

07 AMV 83 F 3,5 Adenocarcinoma
de pulméo

08 SFS 42 M 6, 9 Adenocarcinoma
de pulméo

09 MMSC 71 F 46, 6 Adenocarcinoma
de pulméo

10 ET 45 M 147,9  Adenocarcinoma
de pulméo

11 RMNR 35 M 161, 9 Linfoma

12 CPB 78 F 27,7 Adenocarcinoma
de pulméo

13 APM 77 M 1,1 NSCLC

14 JMJ 55 F 3, 1 Neuroblastoma

15 GLL 74 M 15, 3 NSCLC

16 LRC 78 M 20,4 Adenocarcinoma
de pulméo

17 LMB 42 F 2,3 Adenocarcinoma
de pulméo

18 IBS 67 F 25,8 Adenocarcinoma
de pulméo

19 MVC 79 M 1,7 Linfoma

20 CSSM 70 F 38,5 Adenocarcinoma

FONTE: Laboratério de Pesquisa em Liquido Pleural/UFF (2003-06)
NSE-L: Enolase Neurdnio Especifica no Liquido Pleural
M: Sexo Masculino/F: Sexo Feminino. NSCLC: Non-Small Cell Lung Cancer
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Na casuistica dos derrames pleurais malignos (tabela 5) ndo existiu tipo histoldgico
do SCLC. A maior frequéncia dos tipos histoldégicos metastaticos predominantes com
liquido pleural maligno foi o adenocarcinoma (12/20 ou 60,0%), seguido dos linfomas
(4/20 ou 20,0 %), NSCLC (3/20 ou 15,0 %) e um caso de neuroblastoma (5,0 %).

Na tabela 6 estédo identificados, com as variaveis sexo, idade e dosagem de NSE-L,
os 50 (cinquenta) liquidos pleurais dos pacientes com derrame pleural por causas
diversas (grupo controle) para avaliacdo de expressao de fendtipo neuroenddcrino na

sindrome do derrame pleural.

Tabela 6 — Casuistica dos Pacientes (n = 50) com Derrame Pleural Nao — Maligno
(Grupo Controle) para Expressao de Fenotipo Neuroendocrino na Sindrome do
Derrame Pleural. Dosagem de Enolase Neurénio-Especifica por Imunofluorometria a
Tempo Resolvido

ORDEM IDENTIFICACAO IDADE SEXO NSE-L CAUSA
(anos) (M/F)  (pg/L)

01 TPG 79 F 0, 1 Tuberculose
02 ACFF 37 F 3,6 Tuberculose
03 JRS 52 M 2,2 Tuberculose
04 DM 46 F 28,5 Empiema
05 VSG 70 M 1,2 Tuberculose
06 MFLF 87 F 8, 1 Empiema
07 FSCA 29 F 20, 4 Empiema
08 CCS 94 M 0,4 TEP

09 EAL 67 F 6, 1 TEP

10 JSB 81 M 0,7 Transudato
11 ZN 84 F 1,5 Uremia
12 BPCA 37 M 2,1 Tuberculose
13 NSA 66 F 0,8 Uremia
14 RCV 36 M 0,4 Tuberculose
15 RMFN 8 M 5,6 Tuberculose
16 LMF 23 M 7,9 Tuberculose
17 AAC 82 M 0,7 Transudato
18 AJS 59 M 5,0 TEP

19 FLRS 23 M 4,7 Empiema
20 PCP 50 M 0, 1 Transudato
21 UMF 41 M 166, 1 Tuberculose/Uremia
22 ARM 94 F 0,3 Tuberculose
23 RG 50 M 3,3 Tuberculose
24 MFBF 25 M 4,0 Tuberculose
25 GSF 23 M 2,3 Tuberculose

I
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26 VLO 50 M 14,3 Tuberculose
27 MFO 23 F 9,1 Tuberculose
28 CDE 70 M 0, 1 Transudato
29 FRS 41 M 22,8 Tuberculose
30 NPOM 81 F 4,9 TEP

31 ENM 78 M 4,0 TEP

32 DFN 11 M 3,2 Paracoccidioidomicose
33 FOS 23 F 1,9 Tuberculose
34 AVS 29 M 3,3 Parapneumdnico
35 ACB 42 M 10,0 Tuberculose
36 ASE 27 F 13,0 Tuberculose
37 AISG 46 F 2,6 Tuberculose
38 ARM 48 F 3,3 Tuberculose
39 BSB 5 F 15, 8 Parapneumdnico
40 RLN 31 M 21,9 Tuberculose
41 DSR 21 F 0,5 Tuberculose
42 ERS 37 F 9,1 Empiema

43 WSP 03 M 3,9 Empiema

44 VG 80 M 0,2 Empiema

45 JCA 75 M 1,7 Parapneumdnico
46 JC 87 M 0,5 Transudato
47 DNF 30 F 16,2 Parapneumdnico
48 JP 50 F 0,7 Transudato
49 ALC 84 M 1,0 Hemotdérax
50 WSR 54 M 27,4 Parapneumdnico

FONTE: Laboratério de Pesquisa em Liquido Pleural/Disciplina de Pneumologia — Universidade
Federal Fluminense. Janeiro 2003-Janeiro 2006
NSE-L: Enolase Neur6nio Especifica no Liquido Pleural
TEP: Tromboembolismo Pulmonar
M: Sexo Masculino/F: Sexo Feminino

A tabela 7 resume os resultados da estatistica descritiva encontrados para as
variaveis estudadas nos 70 (setenta) pacientes com sindrome do derrame pleural.
Tabela 7 - Estatistica descritiva das variaveis obtidas nos casos (liquido pleural

maligno) e controles (liquido pleural benigno de causas diversas) dos pacientes
com sindrome do derrame pleural da pesquisa

VARIAVETS CASOS CONTROLES
(N=20)  (N=50)

Média de idade (anos) 67,6 49,3
Limite de idade (anos) 35-92 3-94
Desvio padrao da idade 16,93 25,63
Coeficiente de variagéo da idade (%) 25,2 52,2
Média de atividade de NSE-L (ug/L) 38,51 9,35
Limite de NSE-L (ug/L) 0,1-161,9 0,1-166,1
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Desvio padrdo de NSE-L (ug/L) 54,96 23,79

Coeficiente de variacdo de NSE-L (%) 142,7 254,4
Sexo feminino (%) 55,0 40,0
Sexo masculino (%) 45,0 60,0

FONTE: Laboratério de Pesquisa em Liquido Pleural/Disciplina de Pneumologia — Universidade
Federal Fluminense. Janeiro 2003-Janeiro 2006

A tabela 8 resume a analise para distribuicdo de normalidade pelo teste de
Kolmogorov-Smirnov dos valores encontrados de NSE-L nos casos e controles nos 70

liquidos pleurais analisados.

Tabela 8 — Analise para distribuicao de normalidade pelo teste de Kolmogorov-
Smirnov dos valores encontrados de NSE-L nos derrames pleurais malignos
(casos) e controles (causas diversas) nos 70 liquidos pleurais analisados

GRUPOS VALOR DE P INTERPRETACAO *
Céancer 0,074 Aceita
Controles < 0,001 Rejeitada
Empiema pleural 0,580 Aceita
Tuberculose 0,004 Rejeitada
Parapneumonico 0,947 Aceita
Tromboembolismopulmonar 0,734 Aceita
Transudato 0,631 Aceita
Uremia - Amostra pequena
Paracoccidioidomicose - Amostra pequena

Fonte: Laboratorio de Pesquisa em Liquido Pleural/Pneumologia/Universidade Federal Fluminense
(2003-2007);* Aceita-se normalidade ou H, quando p > 0, 05

| - TESTES DE SIGNIFICANCIA COM NSE-L

Considerando as amostras independentes e o resultado da anélise de distribuicéo
de normalidade resumido na tabela 8, a tabela 9 resume a estatistica inferencial
comparando as médias aritméticas de dosagem da dosagem de NSE-L dos casos e

controles pelo teste ndo-paramétrico U de Wilcoxon-Mann-Whitney.
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Tabela 9 — Comparacao entre as Médias Aritméticas de Dosagem da Enolase
Neurénio Especifica (NSE-L) dos casos e controles pelo Teste U de Wilcoxon-Mann-

Whitney
NSE-L (pg/L) Valor de Z Resultado de p bicaudal *
Casos vs Controles 2,1645 P =0,0304

Fonte: Laboratoério de Pesquisa em Liquido Pleural/Pneumologia/Universidade Federal Fluminense
(2003-2006); * Ha: p < 0,05

A tabela 10 resume a estatistica descritiva de dosagem da NSE-L das causas
diversas de sindrome do derrame pleural analisados. Na tabela 10, também foi realizada
a estatistica inferencial para comparagdo entre as mdultiplas causas de sindrome do
derrame pleural da pesquisa. Considerando as amostras independentes, o tamanho das
amostras desiguais, o resultado da analise de distribuicdo de normalidade e analise de
variancia desiguais, o0 método estatistico indicado foi o ndo-paramétrico ANOVA de
Kruskal-Wallis por classificacoes. Este teste serve para se compararem duas ou mais
populacdes quanto a tendéncia central dos dados.

Tabela 10 — Estatistica Descritiva e Inferencial da Dosagem de Enolase Neurénio

Especifica (NSE-L) em 70 Liquidos Pleurais para Compacoes Multiplas entre as
Diversas Causas de Sindrome do Derrame Pleural

CAUSA NUMERO LIMITES DE MEDIA VARIANCIA
DE DOSAGENS ARITMETICA
AMOSTRAS NSE-L NSE-L (pg/L)
(pg/L) *

Neoplasia Maligna 20 0,1—-161,9 38,51 3020,85
Tuberculose 23 0,1 -166,1 12,97 1156,46
Empiema pleural 07 0,2-28,5 10,7 102,12
Transudato 06 0,1-0,7 0,46 0,086
Parapneum&nico 05 1,7-27,4 12,8 111,78
Tromboembolismo 05 0,4-6,1 4,08 4,78
Pulmonar
Uremia 02 0,8-1,5 1,15 0,24
Paracoccidioidomicose 01 3,2 - -
Hemotorax 01 1,0 - -

Fonte: Laboratério de Pesquisa em Liquido Pleural/Pneumologia/Universidade Federal Fluminense (2003-
2006); * Teste de Kruskal-Wallis: H = 16,33  (p=0,0121)

45



Como acontece no teste F de uma ANOVA paramétrica, o valor significativo de
16,33 de H (p=0,0121) nado indica entre que grupos, especificamente, ocorrem as
diferencas. Para identificar diferencas significativas entre as médias aritméticas dos
grupos tomados dois a dois, uma possibilidade é usar um procedimento nao-paramétrco
de comparacdes multiplas. Neste caso, as comparacdes post hoc (do latim, significando
“depois disso”) entre pares de médias podem ser feitas usando-se o teste da soma de
postos de Wilcoxon-Mann-Whitney com um ajuste descendente do nivel alfa para
compensar as comparagcdes multiplas (tabela 11). Isto porque quando sdo realizadas
varias comparacdes planejadas, a probabilidade de se obter a significAncia estatistica ao
acaso esta aumentada ou a probabilidade de um erro tipo | aumenta.

Tabela 11 — Comparacoes Post-Hoc entre as Médias de Dosagens de Enolase

Neurénio-Especifica has Diversas Causas de Liquidos Pleurais Analisados com o
Grupo do Derrame Pleural Maligno pelo Teste da Soma dos Postos de Wilcoxon

GRUPOS VALOR DE Z RESULTADO *
Cancer vsTuberculose 1,534 P=0,125
Cancer vs Transudato -3,103 P =0,0019
Cancer VS Tromboembolismo - 1,086 P =0,277
Pulmonar

Céancer vs Empiema Pleural - 0,442 P = 0,658
Cancer vs Parapneuménico - 0,237 P=0,812

Fonte: Laboratério de Pesquisa em Liquido Pleural/Pneumologia/Universidade Federal Fluminense (2003-
2006); * Hy: alfa corrigido para cinco observagdes (0,05/5) igualap < 0,01

A tabela 12 resume as comparag¢des multiplas entre as medianas de dosagens de

NSE-L nos 70 liquidos pleurais, tendo como causas principais derrames pleurais malignos

e suas causas e os derrames pleurais benignos.
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Tabela 12 — Comparacoes Multiplas entre as Medianas de Dosagens de Enolase
Neurdnio Especifica (NSE-L) em 70 Liquidos Pleurais

CAUSA NUMERO DE LIMITES DE Ml:‘DjA MEDIANA
AMOSTRAS DOSAGENS ARITMETICA (NSE - ug/L) *
(NSE-L - (NSE-L - ug/L)
Hg/L)

Neoplasias Malignas 20 0,1-161,9 38,51 12,0
Linfomas 04 0,1-161,9 40,97 0,95
NSCLC 15 1,4-130,7 38,5 12,0
Neuroblastoma 01 3,1 - -

Doencas benignas 50 0,1-161,9 9,3 3,3

Fonte: Laboratério de Pesquisa em Liquido Pleural/Pneumologia/Universidade Federal Fluminense (2003-
2006)

* Teste de Kruskal-Wallis: H = 9,998 (p=0,0067); Teste Post-Hoc de Dunn: doengas Benignas vs NSCLC: p
< 0,01), linfomas vs NSCLC (p > 0,05) e doencgas benignas vs linfomas (p > 0,05)

Os testes de significAncia, e sua probabilidade alfa de 5 %, aplicados nas
comparacoes das tabelas 9, 10, 11 e 12, asseguraram apenas que 0s resultados (dados)
encontrados ndo ocorreram ao acaso da amostragem. Nao disseram absolutamente nada
do valor clinico do teste da NSE-L, nem foi garantia de que vieses importantes nao
tenham ocorrido no estudo. Logo, mais importante do que efetuar um teste de
significancia foi estabelecer indices de validacdo de uma dosagem de NSE-L para uso
clinico e seus respectivos limites de confianca a 95 %.

Il - MEDIDAS DE VALIDACAO DO TESTE DA NSE-L
A tabela 13 resume as freqliéncias das diversas causas de liquidos pleurais

incluidos no estudo transversal.
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Tabela 13 — Frequéncia das Causas dos 70 Liquidos Pleurais Analisados para
Dosagem de NSE-L pelo Método de Imunofluorometria a Tempo Resolvido em um
Delineamento Transversal

CAUSA NUMERO DE FREQUENCIA INTERVALO
LiQuIDOS (%) DE
PLEURAIS (n) CONFIANCA A
95%

Tuberculose 23 33,0 22,9-445
Neoplasia Maligna 20 29,0 19,3 — 40,09
Empiema pleural 07 10,0 4,90 - 19,20
Transudato 06 9,0 4,05-17,4
Parapneumonico 05 7,0 3,16 — 15,6
Tromboembolismo 05 7,0 3,16 — 15,6
Pulmonar

Uremia 02 3,0 0,88-9,8
Paracoccidioidomicose 01 1,0 0,34 — 7,59
Hemotborax 01 1,0 0,34 -7,59
TOTAL (N) 70 100,0 0,34 -44,5

Fonte: Laboratério de Pesquisa em Liquido Pleural/Pneumologia/Universidade Federal Fluminense (2003-
2006)

Um teste diagnéstico para ser utilizado na pratica clinica precisa de parametros de
validade. Estes parametros, porém, somente podem ser calculados a partir de um valor
de referéncia selecionado. Portanto, a escolha adequada de um valor de referéncia é
condigao imprescindivel para uso laboratorial e clinico de um teste diagnéstico.

1) Calculo do Limiar de Reatividade (Pontos de Corte, Valor de Referéncia ou Cut-
off) da NSE-L pelo Método do Contrabalanco
A tabela 14 apresenta o contrabalanco (trade-off) entre sensibilidade e
especificidade e o resultado das eficiéncias diversas do teste da NSE-L encontradas
para o diagnostico de derrame pleural maligno, pelo método de imunofluorometria a
tempo resolvido. Os diversos valores de limiar critico discriminativo foram utilizados a

partir dos dados das tabelas 5 e 6.
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Tabela 14 — Determinacdao do Limiar de Reatividade do Exame da NSE-L para
Liquido Pleural Maligno pelo Método de Imunofluorometria a Tempo Resolvido por
Contrabalanco entre Sensibilidade e Especificidade

PONTOS DE SENSIBILIDADE ESPECIFICIDADE EFICIENCIA (%)
CORTE (%) %)

NSE-L (ug/L)

>6,9 60,0 70,0 67,1
>14,3 50,0 82,0 72,9
>28,5 30,0 96,0 771
>126,5 20,0 98,0 75,7

FONTE: Tabelas 5 e 6. Laboratério de Pesquisa em Liquido Pleural/Pneumologia/Universidade Federal
Fluminense (2003-2006); * Valor de limiar critico discriminativo com eficiéncia méaxima

2) Calculo do Limiar de Reatividade da NSE-L pelo Método da Curva
ROC

Quando se tem uma variavel continua e pretendemos transforméa-la numa
variavel dicotbmica (doente/ndo doente), temos que utilizar um determinado valor na
escala continua que discrimine entre essas duas classes ("cut-off point").

A curva ROC (receiver operator characteristic curve) € uma forma de representar a
relacao entre a sensibilidade e a especificidade de um teste de diagnéstico quantitativo,

ao longo de um continuo de valores de referéncia.

Constréi-se uma curva ROC tracando um grafico que represente a sensibilidade
em funcdo da proporcdo de falsos positivos (1- especificidade) para um conjunto de

valores de "cut-off point".

A intencdo com que se utilizara o teste diagnéstico € o que vai influenciar a escolha
do "cut-off point" e, portanto, das caracteristicas do teste. Assim sendo, a escolha do
“‘ponto de corte” depende do que se pretende do teste em termos de especificidade e

sensibilidade.

As curvas ROC descrevem a capacidade discriminativa de um teste diagndstico

para um determinado niumero de valores de referéncia. Isto permite colocar em evidéncia
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os valores para o0s quais existe maior optimizagdo da sensibilidade em funcdo da
especificidade. O ponto, numa curva ROC, onde isto acontece, é aquele que se encontra
mais proximo do canto superior esquerdo do diagrama. Para além disto, as curvas ROC
permitem quantificar a exatidao de um teste diagndstico, uma vez que esta é proporcional
a area sob a curva ROC (tanto maior é a sua exactidao, quanto mais a curva se aproxima
do canto superior esquerdo do diagrama). Deste modo, uma curva ROC é também util na
comparacao de testes diagndsticos.

A figura 1 apresenta a curva ROC do teste da NSE-L para o diagnostico de
derrame pleural maligno, calculado pelo software Analyse-it, a partir dos dados das tabela
5 e 6. O proéprio programa estatistico (MedCalc) tem como critério selecionar o ponto ideal
para valor de referéncia aquele que possui acuracia maxima, isto €, resultados com
minimos falsos negativos e falsos positivos.

A acurécia de um teste diagnéstico pela curva ROC é representada pelo valor da

area sob a curva ROC (AUC).
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Curva ROC - NSE-L

SENSIBILIDADE (%,

0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7
1 - ESPECIFICIDADE

Figura 1 — Curva ROC representando diversos pontos de corte da NSE-L para diagnéstico
de derrame pleural maligno. AUC igual a 0,666 (IC 95%: 0,544 — 0,775; p = 0,0265).
Sensibilidade de 50,0 % (IC 95%: 27,2 — 72,8) e especificidade de 84,0 % (IC 95%: 70,9 —
92,8) para o ponto de corte selecionado pelo software MedCalc (maior ou igual a 14,3
pg/L).
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3) Calculo do Limiar de Reatividade da NSE-L pelo Método da Razao de
Verossimilhanca Positiva

Ao contrario do método de contrabalanco e da apresentagao grafica da curva ROC,
um outro procedimento estatistico, segundo HULLEY et al (2001), para resumir as
informacdes sobre um teste diagnéstico com resultados continuos ou ordinais para
determinar seu valor de referéncia sdo as razbes de verossimilhanga ou razdes de
probabilidades diagndésticas (likelihood ratios ou LR).

Resultados de LR permitem que sejam aproveitadas todas as informacgdes
disponiveis em um teste. Para cada resultado do teste, o LR é o quociente entre a
probabilidade de encontrar-se o resultado em alguém com a doenca e a probabilidade de
encontra-lo em alguém sem a doenca.

A tabela 15 apresenta e resume os valores de LR para um teste positivo pelo
exame da NSE-L para diagnéstico de liquido pleural maligno para diversos valores de
referéncia arbitrados com base nas tabelas 5 e 6. Os calculos foram realizados pelo
software desenvolvido por BRAILE e GODOY.

Tabela 15 — Razoes de Verossimilhanca para Determinacao do Limiar de

Reatividade do Exame da NSE-L para Liquido Pleural Maligno pelo Método de
Imunofluorometria a Tempo Resolvido

PONTOS DE CORTE RAZAO DE VEROSSIMILHANCA PARA TESTE
(NSE - pG/L) POSITIVO

>6,9 2,0

>143 2,8

=285 7,5

2126,5* 10,0

FONTE: Tabelas 5 e 6. Laboratério de Pesquisa em Liquido
Pleural/Pneumologia/Universidade Federal Fluminense (2003-2006) * Ponto de corte com
maior valor de LR+
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4) Calculo do Limiar de Reatividade da NSE-L pelo Método do Odds
Ratio Diagnéstico (DOR)

O célculo do DOR para diagnéstico de derrame pleural maligno pela NSE-L,
para os diversos valores de referéncia selecionados pelos procedimentos estatisticos
anteriores esta resumido na tabela 16.

Tabela 16 — Calculo de Odds Ratio Diagndstico (DOR) para Determinacao do Limiar

de Reatividade do Exame da NSE-L para Liquido Pleural Maligno pelo Método de
Imunofluorometria a Tempo Resolvido

PONTOS DE CORTE DOR

SELECIONADOS

(NSE — pg/L)
>6,9 3,3
>14,3 4,6
> 28,5 * 10,7
>126,5 9,2

FONTE: Tabelas 13, 14 e Figura 1. Laboratério de Pesquisa em Liquido
Pleural/Pneumologia/Universidade Federal Fluminense (2003-2006)
* Ponto de corte com maior valor de DOR

Apoés escolha do ponto de corte de 28,5 pug/L como valor de referéncia do teste da
NSE-L para diagnoéstico de liquido pleural maligno e expressao do fendtipo
neuroendocrino no liquido pleural, foi calculado os parametros de validade da NSE-L
para uso clinico (tabela 17).

O teste nao-paramétrico de qui-quadrado (x?) foi calculado para avaliar se existia

diferenga estatisticamente significativa entre os casos e controles com diagnédstico pela

NSE-L com o valor de referéncia selecionado, ou seja, 28,5 ug/L).
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Tabela 17 — Parametros de Validade com Limiar de Reatividade Maior ou Igual a
28,5 ug/L do Exame da Enolase Neuronio-Especifica para Diagndstico de Liquido
Pleural Maligno e Expressao de Fenétipo Neuroenddcrino no Liquido Pleural

INDICES RESULTADO (%) INTERVALO DE

CONFIANCA A 95%
Sensibilidade 30,0 9,9 -50,1
Especificidade 96,0 90,6 —101,4
Valor Preditivo (+) 75,0 45,0 - 105,0
Valor Preditivo (-) 77,4 67,0-87,8
Eficiéncia 77,1 67,3—-87,0
Prevaléncia (probabilidde 28,6 18,0 — 39,2
pré-teste)

FONTE: Tabela 15. Laboratério de Pesquisa em Liquido Pleural/Pneumologia/Universidade
Federal Fluminense (2003-2006); x*= 9,54 (p < 0,01)

A tabela 18 resume os indicadores globais de concordancia ou parametros
discriminativos calculados para o teste da NSE-L para diagnéstico de liquido pleural
maligno e expressao do fendtipo neuroenddcrino no liquido pleural com o valor de
referéncia selecionado.

Tabela 18 — Parametros Discriminativos com Limiar de Reatividade Igual ou Maior

a 28,5 pg/L do Exame da Enolase Neuroénio-Especifica para Diagndstico de Liquido
Pleural Maligno e Expressao de Fenétipo Neuroenddcrino no Liquido Pleural

PARAMETROS RESULTADO INTERVALO DE
DISCRIMINATIVOS CONFIANCA A 95 %
Razao de Verossimilhancga (+) 7,5 -

Razao de Verossimilhanca (-) 0,73 -

Indicador Kappa de Cohen * 0,32 0,02 - 0,61
Odds Ratio Diagndstico 10,27 -

FONTE: Tabela 15. Laboratério de Pesquisa em Liquido Pleural/Pneumologia/Universidade
Federal Fluminense (2003-2006); * Indicador de confiabilidade que leva em conta a concordancia
observada ao acaso. A concordancia estimada pelo exame da NSE-L para diagnéstico de liquido
pleural maligno foi considerada razoavel (0,21 — 0,4), segundo LANDIS e KOCH, 1977.
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Um estudo de correlacdo pelo coeficiente de Spearman (rs) foi realizado com a
finalidade de avaliar a associacao das variaveis independentes (sexo, idade e niveis de
NSE-L) com o diagnéstico de liquido pleural maligno. Os seguintes resultados foram
calculados: idade (rs=0,309; p=0,0102), sexo (rs=- 0,136; p=0,2571; NSE-L (rs=0,261;
p=0,0304).

A tabela 19 finaliza os resultados da pesquisa apresentando a analise multivariada
pela técnica de regressdo logistica multipla. Estes calculos tiveram por finalidade
identificar quais as variaveis independentes estudadas (idade, sexo, dosagem de NSE-L)
de uma maneira conjunta foram fatores preditivos para o diagndstico de derrame pleural
maligno.

Tabela 19 — Predicao para Diagnostico de Liquido Pleural Maligno por Regressao
Logistica Multipla

VARIAVEIS COEFICIENTES p ODDS IC 95% RESULTADO
INDEPENDENTES RATIO
ldade (anos) 0,0448 1,045 1,01 — 1,07 P = 0,004
Sexo -0,7065 0,493 0,14 -1,68 P =0,258
NSE-L (ug/L) 0,0248 1,025 1,00 — 1,04 P = 0,006

FONTE: Tabelas 5 e 6. Laboratério de  Pesquisa em Liquido
Pleural/Pneumologia/Universidade Federal Fluminense (2003-2006). x 2 ajustado igual a
18,62 (p = 0,0001) apos exclusdo do sexo

VI - DISCUSSAO E PERSPECTIVAS FUTURAS

A solicitacdo de um teste diagnéstico € uma das experiéncias mais rotineiras na

pratica médica. Os objetivos sdo varios, incluindo o diagndstico de doencas. Nao existe

teste perfeito, isto é, aquele que com certeza absoluta determina a presenca ou

auséncia da doenca.
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Assim, um dos objetivos especificos desse trabalho foi estudar os parametros
(indices) nos quais o conceito de qualidade do teste da NSE-L possa ser determinado

para o diagnoéstico de derrame pleural maligno.

1) METODO DE IMUNOFLUOROMETRIA A TEMPO RESOLVIDO (TRF) PARA

DOSAGEM DA NSE-L

Diversos estudos utilizam outro método de laboratério para dosagem de atividade
da NSE-L. Todos utilizam a técnica de ELISA ou radioimunoensaio e nao foi
encontrada na literatura pesquisa com dosagem de NSE-L pelo método de
imunofluorometria a tempo resolvido (NYBERG et al., 1996; FERRER et al., 1999;

ROMERQO et al., 1989; LEE et al., 2005; ALATAS et al., 2001).

No presente trabalho foi dosada NSE-L usando a tecnologia do AutoDELFIA® NSE
Kit.

As analise foram duplas para cada amostra nesta pesquisa. Cabe mencionar que
as andlises de identificacdo duplas sdo, em geral, usadas em laboratérios clinicos,

enquanto as analises triplas e quadruplas sao utilizadas em pesquisa.

STERN e colaboradores (2007) compararam a performance de sete ensaios para
NSE, incluindo o kit por imunofluorometria a tempo resolvido utilizado neste
trabalho.Concluiram estes pesquisadores que as diferencas encontradas nos
parametros avaliados eram devidos a discrepancia entre a afinidade dos anticorpos
para as isoenzimas alfa-gama e gama-gama da enolase, assim como para os valores

de cut-off dos fabricantes.
2) VARIAVEIS INDEPENDENTES PESQUISADAS (TABELAS 6,7,8,9,10 e 11)

A média de idade dos pacientes com liquidos pleurais malignos foi de 67, 6 anos

(35-92) com desvio padrao de 16,93 e coeficiente de variagdo de 25,2. A média de
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idade dos pacientes com liquidos pleurais benignos (controles) foi de 49,3 anos (3 - 94)

com desvio padrdo de 25,6 e coeficiente de variagdo de 52,2 % (tabela 7)

Trabalho original de ALATAS e colaboradores (2001) examinou NSE-L em 74
pacientes com liquidos pleurais malignos (n = 44) e benignos (n = 30) através de um Kit
comercial de ELISA. Os liquidos pleurais malignos eram oriundos de 75% de pacientes
do sexo masculino com média de idade de 55,0 anos (30 — 78). Os liquidos pleurais
benignos eram oriundos de 70% de pacientes do sexo masculino com uma média de

idade de 42,0 anos (18 — 72).

Neste trabalho em avaliagdo o sexo feminino teve maior frequéncia nos liquidos
malignos (55,0 %), ao contrario do sexo masculino que predominou nos liquidos

pleurais benignos (60,0%), conforme resumo na tabela 7.

Neste trabalho em avaliagdo a média de atividade de dosagem da NSE-L nos
liquidos pleurais malignos foi de 38,5ug/L (0,1 — 161,9), com desvio padrao de 54,6 e

coeficiente de variacao de 142,7% (tabela 7).

Neste trabalho em avaliagdo a média de atividade de dosagem da NSE-L nos
liquidos pleurais benignos foi de 9,35 pug/L (0,1 — 161,1), com desvio padrdo de 23,7 e

coeficiente de variacao de 254,4% (tabela 7).

Apébs estudo de normalidade gaussiana pelo teste de Kolmogorov-Smirnov (tabela
8) foi comparado estatisticamente a média de atividade da NSE-L dos liquidos pleurais
malignos com a média dos benignos deste trabalho (tabela 9). O resultado foi

estatisticamente significativo (Z = 2,16; p = 0,0304).

O resultado das médias de dosagem por ELISA da NSE-L de cinqlenta pacientes
apresentadas por LEE et al., 2005 é praticamente idéntico aos resultados encontrados

neste trabalho para liquidos pleurais malignos (37,2 £ 56,3) e benignos (9,2 £7,2).
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O resultado das médias de dosagem por ELISA da NSE-L de 116 pacientes
consecutivos apresentados por ROMERO e colaboradores (1989) também néo sao
muito diferentes das médias encontradas neste trabalho para liquidos pleurais

benignos ((8,7 = 7, 1). A média destes autores para liquidos pleurais malignos foi 25,0

+ 27,4. Cabe observar apenas os valores dos desvios padrées de ambos os trabalhos.

O principal diagnéstico diferencial para liquido pleural maligno no Brasil e em

diversos paises em desenvolvimento é tuberculose (SILVA JUNIOR et al., 2003).

Neste trabalho foi encontrada uma média de dosagem de NSE-L para tuberculose
de 12,97 ug/L (0,1 — 166,1) com desvio padrdao de 34,0. Para liquidos pleurais
malignos, a média de dosagem de NSE-L foi de 38,51 ug/L (0,1 — 161,9) com desvio

padréo de 54,9 (tabela 10).

No trabalho de ROMERO e colaboradores (1989) a média de dosagem de NSE-L

para tuberculose pleural foi de 14,4 + 8,3 pg/L.

Ainda na tabela 10, podemos observar que quando comparadas as diversas
causas de liquidos pleurais da pesquisa elas foram, estatisticamente, significativas pelo
teste de Kruskal-Wallis (H = 16,33; p = 0,0121). Ap6s comparagdes post-hoc (tabela
11) foi concluido que somente o grupo dos transudatos contribuia, estatisticamente,
para esta diferenga (Z = - 3,10; p = 0,0019). Nao foi encontrado estudo na literatura

pesquisada com tais resultados.

Na tabela 12 outras comparagdes post-hoc foram realizadas. Neste estudo os
liguidos pleurais foram classificados em benignos e malignos. Estes ultimos
subdivididos em linfomas, NSCLC e neuroblastoma. Os grupos comparados e 0s
resultados encontrados pelo teste post-hoc de Dunn foram os seguintes: doencas

benignas vs NSCLC (p < 0,01), linfomas vs NSCLC (p > 0,05) e doengas benignas vs
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linffomas (p > 0,05). Ndo foi encontrado estudo na literatura pesquisada com tais

resultados.

3) FREQUENCIAS DAS CAUSAS DE LiQUIDOS PLEURAIS NA PESQUISA

(TABELA 13)

Da analise da tabela 13, conclui-se que os diagndsticos mais freqlientes de
sindrome do derrame pleural foram de tuberculose (33,0%), neoplasias malignas

(29,0%), empiema pleural (10,0%) e transudatos (9,0%).

A experiéncia internacional cita os transudatos, doenga maligna e o derrame

pleural parapneuménico como os mais frequentes (LIGHT, 1995).

4) ESCOLHA DO LIMIAR CRITICO DISCRIMINATIVO (CUT-OFF OU LIMIAR DE
REATIVIDADE OU PONTO DE CORTE OU VALOR DE REFERENCIA) DA NSE-L
PARA DERRAME PLEURAL MALIGNO E EXPRESSAO DE FENOTIPO
NEUROENDOCRINO NO LiQUIDO PLEURAL PELO METODO DE
IMUNOFLUOROMETRIA A TEMPO RESOLVIDO

Os testes diagnosticos podem ser classificados em qualitativos e quantitativos. Os
testes quantitativos classificam os individuos com e sem doenga de acordo com valores
acima ou abaixo de limiares de reatividade previamente selecionados em um teste

diagnéstico.

a) CONTRABALANCOS ENTRE SENSIBILIDADE E ESPECIFICIDADE

(ARMITAGE e BERRY, 1994)

Para o diagnéstico de derrame pleural maligno, através do teste da NSE-L, foram
experimentados diversos valores de limiares criticos discriminativos, conforme
demonstrado pelo contrabalanco (trade-off) da tabela 14. Esses calculos foram
realizados para ser determinado a partir de qual valor quantitativo de atividade do teste
da NSE-L, dosada pelo método de imunofluorometria a tempo resolvido, caso possa

dizer que o exame foi positivo ou negativo (reagente ou nao reagente).
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Pelos calculos da tabela 14, chega-se a conclusdo que o valor acima ou igual a
28,5 pg//L, oferece eficiéncia maxima, isto é, 28,5 ug//L é o valor quantitativo que causa
o menor numero de falsos positivos e falsos negativos ou é o valor que apresenta

maior eficiéncia.

A escolha do limiar de reatividade acima descrito somente é valido para a
prevaléncia de derrame pleural maligno na casuistica pesquisada. Outras casuisticas
poderdo considerar valores de limiar de reatividade mais elevados ou menos elevados,

dependendo da prevaléncia de cancer e do tipo histolégico na amostra estudada.

O teste da NSE-L pode, até mesmo, ser considerado ineficiente se a prevaléncia

de cancer na casuistica estudada for extremamente baixa.

Nao foi encontrada na literatura pesquisa para determinar o valor de referéncia da

NSE-L pelo método de contrabalango.

b) CURVA ROC (Figura 1)

Uma outra maneira de avaliar um teste diagnéstico é por método gréafico. Essa

maneira também decide qual o ponto de corte mais adequado (limiar critico discriminativo

ou de reatividade) de uma distribui¢ao.

Um gréfico utilizado para esta finalidade € a chamada curva ROC (iniciais do

original em inglés receiver operating characteristic), nome recebido porque o método

originou-se em estudos de detec¢ao de sinais por operadores de radar.

Pela analise da curva ROC sobre a dosagem da NSE-L nesse estudo (figura 1),

observa-se que o ponto de corte ideal dos valores da NSE-L, isto €, aquele que mais se

aproxima de maior sensibilidade e com menor numero de falsos positivos (maior

especificidade), € no limiar discriminativo de 14,3 pg//L.
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O ponto ideal de corte € 0 mais préximo do angulo do grafico no canto superior
esquerdo da curva ROC. Quanto mais a curva se afasta desse ponto, mais inadequado €

o ponto de corte da distribuicdo (HULLEY et al., 2002).

As curvas ROC, além de auxiliarem na selecdo do melhor ponto de corte de um
teste diagnostico, também podem ser utilizadas para comparar dois ou mais testes
diagnosticos para uma mesma doenga. Nesse caso, a acuracia de cada teste, em cada
curva ROC, pode ser determinada das seguintes maneiras: a) método nao-paramétrico
através do calculo da area trapezoide sob a curva ROC (AUC - area under curve).
Quanto maior a AUC melhor o teste; b) método paramétrico usando a razdo de

verossimilhanga positiva maxima de cada ponto de corte.

A area abaixo da curva ROC esté associada ao poder discriminante de um teste de
diagnostico. O valor minimo da area sob a curva ROC €& de 0,50 — representado
graficamente como uma linha de 45 ° - quando as capacidades de previsido do teste néo
S&0 superiores ao acaso puro, e o valor maximo é de 1,0 — representando o caso em que
o teste possui capacidade preditiva perfeita (100% de verdadeiros-positivos e 0% de

falsos-positivos).

Poucos estudos na literatura utilizaram a curva ROC para calculo do ponto de corte
do teste da NSE-L. LEE e CHANG (2005) utilizando curva ROC, encontraram uma
sensibilidade de 36,4 % e uma especificidade de 93,8 % para um limiar discriminativo

maior do que 20 ng/mL (método de ELISA) com uma AUC igual a 0,575.

No presente trabalho, utilizando um programa computadorizado denominado
MedCalc v. 9 (2006) for Windows (software que possui um Microsoft Gold Certified
Partner), a area calculada sob a curva ROC foi de 0,666 ou 66,6% (IC a 95% entre 0,544

e 0,775) que foi estatisticamente significativa (p = 0,0265).
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c) CALCULO DA RAZAO DE VEROSSIMILHANGCA POSITIVA (TABELA 15)

Apesar do poder da curva ROC e do método do contrabalango, em selecionar um
limiar de reatividade adequado para um determinado teste diagnéstico, o calculo da razéo
de verossimilnanca positiva (LR+) é um método mais poderoso porque estima a
probabilidade da doenca estar presente em qualquer nivel de resultado do teste

(FLETCHER, 1996).

Utilizando o maior valor de LR+ o ponto de corte maior ou igual a 126,5 ug/L

também € o que tem maior LR+.
d) CALCULO PELO ODDS RATIO DIAGNOSTICO (TABELA 16)

Pelos trés métodos anteriores os valores de referéncia selecionados da NSE-L
para diagnéstico de derrame pleural maligno foram iguais ou superiores a 28,5ug/L,
14,3ug/L e 126,5 ug/L, respectivamente. Recentemente, tem sido proposto na literatura
(GLAS et al.,, 2003) um outro indicador para avaliar a performance de um teste
diagnostico. O célculo do odds ratio diagnéstico (DOR).

O DOR, assim como o odds ratio (OR) na epidemiologia, pode ser aplicado para
expressar a forca de associacédo do resultado de um teste e a doenca em que ele esta
sendo empregado para avaliacao.

Considerando os resultados apresentados e explicados (célculos anteriores para a
escolha de um limiar de reatividade para o teste da NSE-L para diagnéstico de
diferenciacao neuroenddécrina no liquido pleural maligno) foi selecionado como ideal
pelos calculos de DOR o ponto de corte maior ou igual a 28,5 pg/L.

SHIMOKATA e colaboradores (1989) selecionou o ponto de corte para NSE-L de
sua pesquisa em 26,0 ng/mL [método de enzima imuno-ensaio (EIA) para dosagem da
enzima]. Arbitrou tal valor com base apenas na média e desvio padrdo de sua casuistica

para tuberculose pleural (25,4 ng/mL).
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Nao foi encontrada na literatura pesquisa para calculo de valor de referéncia de
NSE-L pelo método de DOR.
5. PARAMETROS DIAGNOSTICOS DA NSE-L PARA MALIGNIDADE E PREDICAO

DE DIFERENCIAGCAO NEUROENDOCRINA NO LiQUIDO PLEURAL

Ao se estudar um novo teste diagndstico, deve-se informar o grupo de pacientes
que possuem a doenca para a qual o teste estd sendo estudado e o grupo de pacientes

cujos testes sdo negativos, mesmo com a doenca presente.

Das informacgdes adquiridas deste estudo, sdo possiveis calculos estatisticos para

caracterizar o teste a ser estudado.

A formagdo do raciocinio diagnéstico consiste numa sequUéncia de decisdes
l6gicas, cada uma produzindo conclusdes intermediarias, durante a transformacéao
progressiva da entrada de dados clinicos e laboratoriais, até se atribuir ao paciente uma

determinada etiologia (FLETCHER et al., 1996; SACKETT et al., 2001).

Os parametros de sensibilidade, especificidade, prevaléncia, valor preditivo de um
teste positivo e valor preditivo de um teste negativo sdo muito Uteis na avaliagdo de um
novo teste laboratorial (FLETCHER et al., 1996; SACKETT et al., 2001; HULLEY et al.,
2001). Esses parametros definem a analise de desempenho do teste, isto é, a sua
padronizacdo. Este caminho vem sendo utilizado na medicina laboratorial, nos ultimos

trinta anos.

a) SENSIBILIDADE E ESPECIFICIDADE
A sensibilidade e a especificidade sdo as medidas que expressam a validade de um

exame, isto é, sua qualidade intrinseca (MENEZES, 2001).

Sensibilidade e especificidade sdo propriedades inerentes a um teste diagndstico e
nao variam muito, a nao ser por mudancas na técnica de afericdo ou por erros na sua
aplicagao.
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A sensibilidade é um indice calculado na populacdo com a doenca e pode ser afetado

pela gravidade da enfermidade e indiretamente pode sofrer influéncia da prevaléncia.

A especificidade, assim como a sensibilidade, também é um indice diretamente
independente da prevaléncia da doenca, pois é calculado somente com a populagédo sem

a doenga.

No teste da NSE-L, para o diagnéstico de derrame pleural por cancer, sua
especificidade nessa casuistica foi calculada de uma maneira considerada ideal em
termos estatisticos. Isto porque, nas amostras sem cancer, os pacientes tinham uma
doenca semelhante que também produzia liquido pleural e servia para o diagnédstico
diferencial. Cada paciente, sem a doenca cancer pleural, era um controle perfeito que

reproduzia com exatidao o que € encontrado na pratica clinica.

Os valores preditivos de um teste diagnostico podem caminhar no sentido inverso ao
da sensibilidade e especificidade, pois dependem diretamente de uma interacéo de trés
variaveis: a incidéncia de resultados falsos negativos, a incidéncia de resultados falsos

positivos e a prevaléncia da doenca na populacao estudada (SOX JR, 1986).

A prevaléncia da doenca €, na realidade, uma probabilidade pré-teste de que a

doenca esteja presente (SOX JR, 1986).

Para o diagnéstico de liquido pleural maligno, cuja atividade da NSE-L foi dosada pelo
método de imunofluorometria a tempo resolvido, e considerando-se um limiar de
reatividade de 28,5 pg/L, resultados estatisticos demonstram que o indice de
sensibilidade encontrado, nesta casuistica, foi de 30,0%, com limites de confianca de

95,0% entre 9,9 e 50,1% (tabela 17).

Para os mesmos diagnésticos, o indice de especificidade encontrado, nesta
casuistica, para o exame da NSE--L, foi de 96,0%, com limites de confianca de 95,0%

entre 90,6 e 101,4 (tabela 17).
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O indice de sensibilidade variou entre 36,4 e 51% na literatura pesquisada e também
no teste da NSE, com método de dosagem por ELISA e diferentes valores de referéncia.

O indice de especificidade variou entre 74,0 e 93,8%, na literatura pesquisada.

Como referéncias para os dados acima, cita-se 0s seguintes autores com

colaboradores: ROMERO (1989), LEE (2005).

FERRER e colaboradores (1999) ndo encontraram valor diagnostico da NSE-L,
dosada por radioimunoensaio, em 146 liquidos pleurais (43 malignos, 47 tuberculosos, 24

paramalignos e 32 benignos de causas diversas).

Cabe discutir que com o ponto de corte selecionado (= 28,5 ug/L) a sensibilidade do
teste da NSE-L foi de 30,0 %, o que é considerado relativamente baixa para um
diagnéstico. Entretanto, o ponto de corte selecionado conduz a uma especificidade do
exame de 96,0 %. Esta especificidade € extremamente alta e muito Util para afastar os
casos de falsos-positivos, principalmente, o principal diagnéstico diferencial na pratica
clinica (tuberculose pleural).

Com uma especificidade de 96 % qualquer resultado da NSE-L maior ou igual a
28,5ug/L conduz a uma probabilidade baixa de 4,0% de casos falsos-positivos. Em todas
situacoes clinicas, o diagndstico errado por um exame falso positivo € um erro muito mais
grave do que um exame falso negativo.

Realmente, se observarmos na tabela 6, somente 2 (dois) casos dos controles
apresentaram pontos de corte acima ou igual ao valor selecionado: um caso de empiema
e um caso de tuberculose pleural.

A auséncia de pessoas normais (sadias), no grupo controle (liquidos pleurais
benignos), induz a conclusdo que o exame da NSE-L sera extremanente util e importante

na clinica diaria.

65



Em face de sua alta especificidade € um exame valido para o diagnéstico diferencial

na sindrome do derrame pleural.

Os testes diagnésticos altamente especificos sdo extremamente Uteis, e necessarios,
porque um resultado falso positivo pode lesar o paciente tanto fisica, como emocional ou

financeiramente.
b) VALORES PREDITIVOS (PROBABILIDADES P()S-TESTE)

Ao contrario da sensibilidade e da especificidade, que sao indices somente
conhecidos depois do diagnéstico definitivo da doenca estudada e medem a capacidade
discriminativa do teste, os valores preditivos dizem quais sdo as probabilidades de um
determinado paciente ter ou ndo doenca sob suspeita. Refletem a capacidade de produzir

decisdes clinicas corretas (GRINER et al., 1981).

Deve-se lembrar que a interpretacdo do valor preditivo de um teste precisa ser
cercada de cuidados, pois trata-se de uma questdo de probabilidade e ndao de certeza,
onde entram como variaveis 0s seguintes determinantes: a sensibilidade, a especificidade

e a prevaléncia da doenca para a qual o teste esta sendo avaliado (SOX JR, 1986).

Os algoritmos e o raciocinio de probabilidades sdo métodos quantitativos para a
tomada de decisbes com o objetivo de chegar-se a determinado diagnéstico. O
Reverendo Bayes, ha mais de duzentos anos (1763) desenvolveu um modelo estatistico
para definir-se a probabilidade de um paciente vir a ser um membro de uma classe

particular (HENRY, 1995).

Em outras palavras, o valor preditivo positivo (VPP) é a probabilidade do paciente
estar realmente doente quando o resultado do teste é positivo e o valor preditivo negativo
(VPN) é a probalilidade do paciente ndo estar doente quando o resultado do teste &

negativo (SOARES e SIQUEIRA, 2002).
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O VPP da NSE-L na casuistica (tabela 17) foi de 75,0 %, com limites de confianca a
95,0% entre 45,0 e 105,0%. Este dado revela a alta probabilidade de que um paciente
com o teste ou exame da NSE-L positivo, isto €, acima do limiar critico discriminativo

calculado, tenha liquido pleural maligno.

Quanto maior a prevaléncia da doenca maior o VPP do teste (SOARES e SIQUEIRA,
2002). Testes diagnésticos positivos em pacientes provenientes de casuistica com alta
prevaléncia da doenca indicardo mais provavelmente a presenca correta da doenca

(maior VPP), devido a menor indice de falsos-positivos (MENEZES, 2001).

O VPN da NSE-L na casuistica (tabela 17), foi de 77,4 %, com limites de confianca a
95,0% entre 67,0 e 87,8 %, revelando a alta probabilidade de que um paciente com o
teste negativo, isto é, abaixo do limiar critico discriminativo estabelecido, ndo tenha liquido

pleural maligno.

Conclui-se que, em sendo os valores preditivos do teste da NSE-L para o diagnéstico
de liquido pleural maligno muito altos, estatisticamente, dispensa-se a associacdo de
outros exames para o diagndstico da doenca em questdo. Entretanto, clinicamente, um
marcador tumoral sempre deve ser usado como um exame adjunto aos exames de

citopatologia e histopatologia para diagndstico da causa de uma neoplasia maligna.

A associagcdo de exames para o diagnostico de uma determinada doenca justifica-se,
estatisticamente, quando os valores de VPP e VPN sdo muito baixos ou quando um bom
teste € muito caro ou oferece grande risco de complicagcbes e/ou desconforto ao paciente

(SOARES e SIQUEIRA, 2002).

No caso particular da NSE-L, um marcador tumoral e de diferenciacao
neuroendocrina com alto valor de especificidade e de VPP, € necessério a sua utilizacao

para diagnostico de malignidade em associagdo somente com um exame de baixo custo
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financeiro e alta performance diagnéstica. A citopatologia pleural deve ser o exame

escolhido porque possui baixo custo, alta sensibilidade e especificidade.

c) PREVALENCIA OU PROBABILIDADE PRE-TESTE
A utilidade de um teste diagndstico varia em fungao da prevaléncia (probabilidade

pré-teste) da doencga que se quer diagnosticar (SOARES e SIQUEIRA, 2002).

Saber ou estimar a prevaléncia da doenca é tdo ou mais importante do que a

relacédo sensibilidade/especificidade para o valor preditivo dos testes.

E muito importante que a prevaléncia de uma determinada doenca seja
considerada antes de sua pesquisa e posterior solicitacdo e realizacdo pela pratica

clinica de um determinado exame/teste pelo laboratério.

A prevaléncia pré-teste de derrame pleural maligno para o teste da NSE-L neste

estudo foi de 28,6 %, com limites de confianca a 95,0% entre 18,0 % e 39,2% (tabela 17).

d) EFICIENCIA DA NSE-L
Para o diagnéstico de liquido pleural maligno, o indice de eficiéncia ou proporcéo
de acertos do teste da NSE-L, calculado da casuistica (tabelas 5 e 6 com resumo na

tabela 17), foi de 77,1 0 %, com limites de confianca a 95,0% entre 67,0 e 87,0 %.

5. RAZOES DE VEROSSIMILHANCA DA NSE-L
Likelihood ratio ou razao de verossimilhanca ou razao de probabilidades indica em
quantas vezes o resultado de um teste diagnéstico é capaz de mudar a probabilidade de

se ter uma doenca (FLETCHER et al., 1996).

Contrastando com os valores preditivos, os likelihood ratios nao sao influenciados
pela prevaléncia da doenca na casuistica estudada. Um likelihood positivo (LR+), indica

quanto a probabilidade da doenca aumenta se o teste for positivo.

No caso especifico da NSE-L (tabela 18), para o diagnostico de derrame pleural

maligno, o LR positivo calculado para o limiar de reatividade selecionado foi de 7,5. Para
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que um exame tenha propriedade discriminativa, na identificacdo de uma determinada
doenca, o LR+ desta enfermidade precisa ser maior do que 1,0 (um). Valores mais altos

indicam grande propriedade discriminativa (FLETCHER, 1996).

Um likelihood negativo (LR-), indica quanto a probabilidade da doenga diminui em
um paciente com um teste negativo. O LR —da NSE-L, na casuistica mencionada, foi de
0,73 (tabela 18). O LR negativo da NSE-L menor do que 1,0 (um), indica grande poder
discriminativo do exame, no caso de auséncia da doenca. Valores muito menores do que

1, indicam um poder discriminativo acentuado do teste (FLETCHER, 1996).

Qualquer paciente com NSE-L maior ou igual a 28,5 ug/L tem 7,5 vezes a mais de
chance de ganhar um diagnostico de derrame pleural maligno. Isto significa que para o
ponto de corte estipulado a chance de um teste positivo ser verdadeiro é 7,5 vezes maior

que a chance de ser falso.

6. INDICADOR KAPPA
O indicador kappa € um indice de validade que traduz a probabilidade de concordancia

entre o resultado do teste avaliado nos casos de cancer pleural e padrao aureo.

O valor encontrado de 0,32 (IC a 95% entre 0,02 e 0,61) — tabela 18 - traduz uma
concordancia razoavel, segundo tabela de interpretacao publicada por LANDIS e KOCH,

1977.

Essa maneira de expressar a confiabilidade de um teste diagnéstico &€ muito utilizada
pelos epidemiologistas, mas nao foi encontrado na literatura céalculo do indicador kappa

para o teste da NSE-L.

7. ANALISE DA SIGNIFICANCIA ESTATISTICA DO EXAME DA NSE-L ATRAVES

DO TESTE x* DE PEARSON

Da analise da casuistica com o teste qui-quadrado de Pearson (tabela 17),

obteve-se um valor de qui-quadrado elevado (x* = 9,54), o que assegura um valor de p <
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0, 01, na comparacdo entre o grupo de pacientes com liquido pleural maligno e os

controles diagnosticados pela NSE-L com o ponto de corte selecionado.

O valor de p encontrado para o calculo do qui-quadrado demonstrou e concluiu
estatisticamente serem altamente significantes os valores encontrados para o exame da
NSE-L entre os pacientes com liquido pleural maligno e os com liquido pleural de outras

causas.

O valor do qui-quadrado calculado assegura apenas que os valores encontrados
para NSE-L ndo se devem ao acaso da amostragem. Nao diz absolutamente nada do
valor clinico do teste, nem a garantia de que erros sistematicos de diagndstico (viéses)

importantes ndo tenham ocorrido no estudo.

Mais importante do que calcular um ou mais testes de significancia, para o
diagnostico de liquido pleural maligno pelo teste da NSE-L, foi ter estabelecido os limites

de confianca a 95% de probabilidade para os parametros de validade.

A validade de um teste refere-se a real situacao refletida pelo resultado final, ou
seja, se o resultado pode ser aceito como expressdo da verdade ou quanto dele se

afasta.

Em um teste diagnéstico, a questdo a ser investigada e respondida, € a sua
capacidade de discriminar corretamente doentes e sadios (SOX JR, 1986). No caso da
NSE-L, existe validade, estatisticamente comprovada, para diagnosticar corretamente

derrame pleural maligno e o diferenciar de outras causas.

8. SIGNIFICANCIA ESTATISTICA E SIGNIFICANCIA CLINICA DO TESTE DA NSE-L

PARA O DIAGNOSTICO DE LiQUIDO PLEURAL MALIGNO

Um valor é, estatisticamente, significante se o valor de p € menor que um ponto de

corte previamente estipulado, geralmente 0,05 (SOARES e SIQUEIRA, 2002). Um
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resultado é, clinicamente, importante se for, estatisticamente significante, e dentro do

intervalo de confianga estipulado (SOARES e SIQUEIRA, 2002).

Para o diagnéstico de liquido pleural maligno, os valores de sensibilidade,
especificidade, preditivos e de probabilidade, encontrados para o exame da NSE-L,
dosada pelo método de imunofluorometria a tempo resolvido, com determinagdo dos
intervalos de confianca a 95%, atestam a sua validade clinica para o diagndstico

estudado.

A significancia clinica do teste da NSE-L esta diretamente relacionada com o

impacto que os resultados podem causar quando aplicados na pratica clinica.

9) ASPECTOS DA DIFERENCIACAO NEUROENDOCRINA PRESENTE NO
TRABALHO

Os marcadores tumorais, como a NSE, ndo servem apenas para diagndstico
laboratorial, prognoéstico e monitorizagdo de tratamento em oncologia. Eles também
possuem o significado de ajudar os pesquisadores a compreenderem a biologia de um
tumor.

Esta determinado por pesquisas experimentais que tumores neuroenddcrinos do
pulmao que expressam NSE e outros marcadores, tém sua origem em células epiteliais
multipotentes das vias aéreas (FERRIGNO et al., 2003).

Entretanto, outras células também expressaram NSE. As mencionadas por
HAIMOTO e colaboradores (1985), além dos neurbnios, células neuroendécrinas e
tumores neurogénicos e outros tumores, sao: musculo liso, plaquetas, linfécitos B e T,
alca de Henle, macula densa dos rins, sistema condutor do coracéo, pneumdécitos tipo |l,
células epiteliais dos brénquios (PNECs), etc.

O sistema pulmonar neuroendécrino consiste de células epiteliais enddcrinas das

vias aéreas associadas com fibras nervosas (HOMO-DELARCHE et al., 1993).
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As células epiteliais pulmonares neuroenddcrinas podem se apresentar solitarias
(PNEC) ou agrupadas sob a forma de corpos neuroepiteliais (NEB).

Atualmente, os NEBs representam um grupo de receptores intraepiteliais que sao
capazes de funcionar com agdes reflexas central e local, em relagcédo a estimulos quimicos
e mecanicos, tais como hipdxia e nicotina, através de receptores sensitivos localizados na

membrana (BROUNS, 2003).

As PNECs e os NEBs sintetizam, estocam e liberam grande variedade de
substancias bioativas, isto €, possuem uma estrutura e funcdo enddécrina. Também
contribuem para redistribuicdo do fluxo sanguineo pulmonar, regulacdo do ténus
broncomotor, modulacdo da resposta imune, estimulacao de fibras nervosas sensoriais,
regulagcdo do crescimento e desenvolvimento do pulm&o, além da relagdo destas células

com tipos especificos de cancer broncogénico (BROUNS, 2003).

Neste trabalho, encontramos na tabela 10 a comparacao das diversas causas de
liquidos pleurais estudados nesta pesquisa. Estas causas quando comparadas em
conjunto foram estatisticamente significativas pelo teste de Kruskal-Wallis (H = 16,33; p =
0,0121). Ap6s comparacoes post-hoc (tabela 11) foi concluido que somente o grupo dos
transudatos contribuia, estatisticamente, para esta diferenca (Z = - 3,10; p = 0,0019). Qual
a explicacao para tal fenbmeno? Por que um caso comprovado de tuberculose pleural
forneceu atividade de NSE idéntica ao de diversos tipos histolégicos de cancer pleural
metastatico? Como explicar a expressao de diferenciacao neuroenddcrina nestes casos?

Toda resposta celular pode ser definida em termos moleculares. Diferenciacao
pode ser determinada como a expressdo génica de um tecido especifico
(BLAGOSKLONNY, 2003).

O fato de que 70,0 % dos liquidos pleurais malignos (sensibilidade igual a 30,0 % -
tabela 17) ndo apresentaram limiar de reatividade acima do ponto de corte selecionado

pode ser explicado pela expressado do fenétipo para diferenciagdo neuroendocrina (NE).
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Esta diferenciacdo nao ocorre em todos os tipos de células tumorais. Em alguns casos, a
diferenciacdo NE pode ocorrer, mas ndo existe a liberagdo da NSE para o meio
extracelular (MENARD, 1993). Nestes casos, especificamente, o uso de coloracao por
imunocitoquimica com anticorpos monoclonais, em cell block de liquido pleural, poderia
ajudar como complementagéo para o diagnostico.

Os achados deste trabalho concluem que a utilizagdo da NSE-L com propdésito de
diagnéstico de uma doencga deve ser usado com cuidado. Nao somente os carcinomas
bronquicos (SCLC e NSCLC) e um caso de linfoma apresentam diferenciacdo
neuroendocrina para diagndstico laboratorial.

O achado de NSE-L pode traduzir alteracdo da funcdo celular onde elas estao
presentes como: alteracdo do metabolismo glicolitico, diferenciacdo celular ou
imunomodulacdo (ROGERS et al., 1980; BLAGOSKLONNY, 2003)

Cabe lembrar que os transudatos sao causas de sindrome do derrame pleural em
que o liquido acumulado nao resulta de lesdo direta das superficies pleurais. Portanto,
ndo estdo entre as suas células (mesotélio) diretamente comprometidas pela doenca
basica. Este é um aspecto importante para pesquisas futuras porque as células

mesoteliais ndo expressam NSE (HURLIMANN, 1994).

10) ASPECTOS ORIGINAIS DA PESQUISA

Apl6s revisdo extensa da literatura e analise dos resultados desta pesquisa

destaca-se como aspectos originais:

1) a dosagem de NSE no liquido pleural nunca foi realizada no Brasil com

finalidade de pesquisa académica;

2) nao existe na literatura internacional calculo de valor de referéncia para NSE-L

por diversos métodos estatisticos padronizados para testes diagnédsticos;
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3) a dosagem de NSE no liquido pleural por imunofluorometria a tempo resolvido

nunca foi realizada em trabalhos anteriores;

4) ndo existe na literatura pesquisas com referéncia ou inferéncia sobre um

provavel processo de diferenciacdo neuroendécrina na tuberculose pulmonar e pleural;

5) como nao existiu tumor brédnquico SCLC na casuistica pesquisada, a expressao
de NSE-L traduz o grau de diferenciacao das células tumorais ou outras presentes no

liquido e nas superficies pleurais.

6) célculo dos fatores preditivos para diagnostico de liquido pleural maligno, por
regressao logistica mdultipla, incluindo, além da NSE-L, a idade e o sexo dos pacientes
como variaveis independentes (tabela 19). Nesta tabela pode ser observado pelos
calculos de analise multivariada que o sexo dos pacientes ndo é um fator preditivo,

estatisticamente, significativo para predicdo do diagnéstico.
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11) PERSPECTICAS FUTURAS

O presente trabalho conduz as seguintes perspectivas futuras sobre a
diferenciacao neuroenddcrina no liquido pleural e sobre o real significado da dosagem da

NSE-L como marcador tumoral pleural e predicao de diferenciacao neuroenddcrina:

1) a NSE-L devera fazer parte dos exames diagnosticos diferenciais para a causa
da sindrome do derrame pleural. A alta especificidade encontrada conduz ao seu uso com

seguranga como exame diagnéstico auxiliar para a neoplasia pleural;

2) a imunofluorometria a tempo resolvido é um método de dosagem que podera

constar da rotina de avaliagdo da NSE no liquido pleural;

3) Pesquisas futuras deverdo ser realizadas para avaliar a expressao
neuroendocrina real dos linfomas pulmonares e o derrame pleural decorrente

(paramaligno ? metastatico ?) com o marcador NSE e com outros especificos.

O trabalho de BANNER e colaboradores (1986) concluiu que nao existe expressao

neuroenddcrina neste tumores.

Neste trabalho, os linfomas contribuiram com uma freqiéncia de 20,0 % (4/20)
sobre todos os casos de liquido pleural maligno. Pesquisa original de NEMETH e
colaboradores (1987) encontrou que em 23 linfomas examinados por anticorpo policlonal
para NSE, 48,0 % apresentaram reacao positiva pela imuno-histoquimica independente
do tipo histolégico e do fenétipo. No trabalho atual em exame, 25% dos casos de linfomas
(um em quatro casos avaliados) apresentaram dosagem de NSE-L acima de qualquer

valor de referéncia calculado.

4) utilizacdo da NSE como predicdo de diferenciacdo neuroenddcrina no liquido
pleural. Trabalho original de BRAMBILLA e colaboradores (1992) levou a conclusédo de
que a dosagem bioquimica da NSE foi semelhante a imuno-histoquimica para moléculas

de adeséo neural em cancer de pulmao.
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5) o ponto de corte ou valor de referéncia selecionado de 28,5 ug/L deve ser o
escolhido para limiar de reatividade da NSE no liquido pleural. A maioria dos trabalhos da
literatura utiliza como valor de referéncia o mesmo preconizado para o soro pelo
fabricante dos kits ou método estatistico incorreto de selecao (SHIMOKATA et al., 1989).
Entretanto, em se tratando de um teste diagnéstico é aconselhavel que cada laboratorio

tenha o seu valor de referéncia para a sua potencial casuistica.

6) Qual o grau de diferenciacdo neuroenddcrina em pacientes fumantes ou com
outras doencgas pulmonares nao malignas no Brasil? A atividade de NSE ou outro
marcador neuroenddcrino detectado precocemente no soro e/ou liquido de lavado

broncoalveolar poderia ser um preditor de doenca maligna nestes pacientes?

Trabalho original de COLLAZOS e colaboradores (1994) realizado na Espanha
concluiu que o aumento de expressdo da NSE no soro de pacientes com doencas
pulmonares benignas poderia ser causado pela lesdo direta das PNECs ou por algum
grau de hipdxia local. A tuberculose pulmonar contribuiu com 27,3 % para expressao de

NSE neste grupo de pacientes.

7) Qual a origem da NSE presente no liquido pleural exsudativo maligno e néo-

maligno?

A origem parece nao ser do soro porque em todos os trabalhos originais de
pesquisa cujos pacientes foi realizada a dosagem de NSE, simultdnea, em soro e liquido

pleural apresentaram niveis mais elevados da enzima no liquido pleural.

A resposta para esta pergunta abre um outro campo para pesquisas futuras porque
ja sabemos que células malignas e ndo malignas podem expressar NSE. A origem pode
ser das préprias células malignas implantadas nas superficies pleurais por ocasidao das
metastases. A origem pode ser também das hemacias, plaquetas e linfocitos presentes no

exsudato pleural. A origem pode, até mesmo, ser das células de Langerhans presentes
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por ocasiao do implante dos granulomas que surgem no mesotélio pleural apéds instalacéao

da imunidade celular para tuberculose pleural.

Trabalho original de FANTINI e colaboradores (1991) concluiu que células de
Langerhans de epitélio humano normal expressam reacdo para NSE por

imunoperoxidase.
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VIl - CONCLUSOES

Apoés andlise da casuistica, resultados e discussao, e de acordo com 0s objetivos
propostos, foi concluido que:

1 — a enzima enolase neurbnio-especifica € util para diagnéstico diferencial de
liquidos pleurais benignos e malignos e como marcador de diferenciacdo neuroendocrina
pleural dosada através do método de imunofluorometria a tempo resolvido;

2 — o limiar critico discriminativo calculado do exame da enolase neurdnio-
especifica pleural para o diagnéstico de derrame pleural maligno foi de 28,5 ug/L, pelos
métodos estatisticos de contrabalango e de odds ratio diagnéstico;

3 — Para uma prevaléncia pré-teste de 28,6%, os parametros de padronizacao e
discriminacao do teste da enolase neurdnio-especifica no liquido pleural, no limiar critico
discriminativo determinado, para o diagnéstico de derrame pleural maligno foi
sensibilidade de 30,0%; especificidade de 96,0%; valor preditivo positivo de 75,0%; valor
preditivo negativo de 77,0%; eficiéncia de 77,1%; razdo de verossimilhanga positiva de
7,5 e razdo de verossimilhanca negativa de 0,32;

4 — O tipo histologico com liquido pleural maligno metastatico mais freqiiente na
casuistica estudada foi o adenocarcinoma (60,0% ou 12/20). Nao existiu casos de small
cell lung cancer

5 - Os fatores preditivos para derrame pleural maligno, em modelo de analise
multivariada por regresséo logistica multipla, foram as varidveis independentes idade dos
pacientes e dosagens quantitativas de enolase neurdnio especifica em liquido pleural.
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