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“Colestase” significa diminui¢do ou parada do fluxo biliar para o duodeno. Do
ponto de vista anatomico, ¢ classificada em intra- e extra-hepitica, sendo a atresia de vias
biliares (AVB) a principal causa dessa altima.

A AVB ¢ uma das mais graves doencgas hepaticas neonatais e sua etiopatogenia
permanece desconhecida. Uma participagdo viral tem sido proposta, incluindo o
citomegalovirus (CMV).

A infecgdo por CMV ocorre em 1-2% dos recém-nascidos sendo assintomatica em
mais de 90% dos casos. O risco de transmissdo para o feto é maior na infeccdo primaria,
porém a infecgdo recorrente conta com a maioria das infecgdes congénitas. O diagn6stico
laboratorial se faz por isolamento viral em cultura de fibroblastos e detecgdo de anticorpos
IgG e IgM contra o CMV. A amplificagdo de DNA pela reagiio em cadeia da polimerase
(PCR), tornou sua detec¢do possivel em amostras contendo pequeno nimero de cépias
virais.

Devido a teoria de as afecgdes biliares serem nuances de um mesmo processo
patologico e possibilidade do envolvimento viral, o objetivo deste trabalho foi pesquisar o
CMV, por meio de PCR, em fragmento hepatico de pacientes com colestase neonatal extra-
hepética. Secundariamente, correlacionar esses resultados com a sorologia e achados
histopatologicos.

Participaram 57 pacientes com colestase neonatal extra-hepatica (49 com AVB, 3
com cisto de colédoco, 2 com AVB associada a cisto de colédoco, 2 com estenose de
colédoco terminal € 1 com cisto hepatico). A sorologia para CMV foi realizada em 47
pacientes (12 por reagdo de fixag¢do de complemento-RFC e 33 pelo método de ELISA).

Quanto a histologia, analisamos o fragmento hepatico de 53 pacientes e o fragmento
do porta-hepatis de 32. O CMV foi pesquisado, por PCR, nos fragmentos hepatico ¢ de
porta-hepatis dos pacientes e dos controles.

A analise estatistica constou de: analise descritiva com tabelas de freqgiiéncias, teste

exato de Fisher, coeficiente Kappa e medidas de acuracia. O nivel de significancia foi de
5%.

Resumo
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Com relag@o a sorologia, 1 paciente apresentou positividade pela RFC e, pelo
método de ELISA, 12 foram negativos, 9 positivos para IgG e 14 positivos para IgG e IgM.

No tocante ao porta-hepatis, trés ndo apresentavam alteragdes e, nos demais,
observou-se processo inflamatério de graus variados. O CMV foi positivo em 12
fragmentos hepaticos e 9 porta-hepatis, com boa concordéncia entre eles, € em nenhum
controle. A freqiiéncia geral de positividade para CMV, por PCR, nesta casuistica, foi
29,8%.

O resultado da pesquisa de CMV por PCR foi correlacionado com a sorologia,
sendo encontrada baixa acurdcia dessa ultima considerando a PCR como padrdo. Na
histologia, foram analisadas, separadamente, as caracteristicas do fragmento hepatico e o
processo inflamatorio do porta-hepatis e ndo foi encontrada correlagdo com nenhum dos
achados.

Concluimos que: 1. a freqiiéncia do CMV nessa populagio foi elevada; 2. a
sorologia ¢ um método de baixa acuracia; 3. ndo ha correlagio entre CMV e as alteracdes
histopatologicas; 4. a utilizagio de primers que amplificam fragmento menor para o gene
da B-globina ¢ melhor para avaliar a viabilidade do DNA de amostras embebidas em

parafina.

Palavras-chave: colestase neonatal extra-hepatica, CMV, PCR
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Colesthasis is the reduction or the interruption of the bile flow to the duodenun. The
classification in causes intrahepatic and extrahepatic is very important, being the biliary
atresia (BA) the major cause of the later.

BA is the most severe hepatic disorder in newborns and its etiopathogenesis remains
unknown. Viral involvement has been proposed, including the cytomegalovirus (CMV).

CMV infection occurs in 1-2% of the newborns and is assymtomatic in more than
90% of the cases. The transmission to the fetus is greater in the primary maternal infection,
although a recurrent infection account for the majority of the congenital infections.
Laboratory diagnosis is made by serologic methods or by isolation of the virus in fibroblast
cell culture. The amplification of DNA by the polymerase chain reaction (PCR) makes
possible the diagnosis in specimens with few copies of the virus.

Due the theory that the cholangiopathies have the same pathologic process and
possible viral involvement is suggested, the aim of this study was to investigate CMV, by
PCR, in liver tissue of patients with extrahepatic neonatal colesthasis and correlate these
results with serology and histopathologic findings.

Fifty-seven patients with extrahepatic neonatal colesthasis participated (49 BA, 3
choledocal cyst, 2 congenital stenosis of the distal common bile duct and 1 hepatic cyst).
The CMV serology was performed in 47 patients (12 by complement fixation assay and 35
by ELISA). Regarding to the histology, it was analysed in liver tissue of 53 patients and in
porta hepatis of 32 ones. The liver tissues of 51 infants, the porta hepatis of 23 ones and a
control group were studied for the CMV DNA using PCR.

The statistical analysis was performed using descriptive analysis with frequency
tables, Fisher test, Kappa coefficient and accuracy measures. The significance level used
was 5%.

Regarding to the serology, one patient presented a positive result by complement
fixation assay and by ELISA method, 12 presented negative results, 9 positive results for
IgG antibody and 14 positive results for IgG and IgM.

Abstract
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Concerning to porta hepatis, three patients did not present any changes and in the
remains, it was visualized an inflammatory process of variable degrees. The CMV was
positive in 12 liver tissues and 9 porta hepatis ones, with a good agreement among them,
and in none of the control group. In this study the general frequency of positivity to CMV,
by PCR was of about 29.8%.

The detection of CMV DNA by PCR was correlated with a low accuracy serology,
considering the PCR as gold standard test. At the histology, it was analysed the features of
the liver tissue and the inflammatory process of porta hepatis and no correlation was found
among the findings.

It was concluded that: 1- the frequency of CMV was raised in this population, 2- the
serology is a low accuracy method, 3- there is no correlation between the CMV and the
histopathologic changes and 4- the use of smaller primers for the fragment of the B-globin
gene is better for the evaluation DNA quality of paraffin-embedded tissues.

Key-words: extrahepatic neonatal colesthasis, CMV, PCR.
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3. Introdugdo e Objetivos



Colestase € o impedimento do fluxo biliar canalicular, independente do local
onde se localiza o obstaculo e(ou) da causa que o determinou (SILVEIRA & PIRES, 1991).
Constitui a principal manifestacdo da doenca hepatobiliar, com incidéncia estimada de
1:2500 nascidos vivos (DICK & MOWAT, 1985). O recém-nascido, em especial o
prematuro, tem predisposi¢do a colestase em virtude da imaturidade hepdtica relativa ao
metabolismo dos acidos biliares, capacidade de sintese de &acidos biliares atipicos
hepatotoxicos, reducdo do pool de acidos biliares resultante da sintese diminuida e da
auséncia de reabsorcdo ileal ativa dos mesmos e diminui¢do da capta¢do dos acidos biliares
pelos hepatocitos. Em conseqiiéncia dessa imaturidade, o recém-nascido costuma responder
as agressdes de natureza infecciosa, téxica ou metabdlica com manifesta¢bes clinicas,
biolégicas e histoldgicas de colestase (JACQUEMIN, 1992).

Clinicamente, a colestase manifesta-se com ictericia, coluria e hipocolia ou acolia
fecal. Laboratorialmente, caracteriza-se por aumento dos niveis plasmaticos de bilirrubina
direta, acidos biliares, colesterol e atividlade da fosfatase alcalina e
gamaglutamiltransferase. Uma dosagem aumentada de bilirrubina direta (acima de 1.5
mg%) indica sindrome colestética e exige investigagdo diagnoéstica para diferenciagdo entre
causas intra- e extra-hepaticas (COELHO, 1995).

A sindrome colestatica do lactente constitui um dos maiores desafios diagndsticos
da Hepatologia Pediatrica. Sob essa denominagdo, encontram-se diversas afecgbes de
natureza clinica e um grupo de doengas que requer tratamento cirirgico. A diferenciacio
entre causas intra-hepaticas e extra-hepaticas ¢ de grande importancia, pois as afecgdes
extra-hepaticas sfo passiveis de tratamento cirurgico que, se instituido precocemente,
podera prevenir lesdo permanente do figado e melhorar a sobrevida da crianca afetada
(GROSFELD et al., 1989; MIELI-VERGANI ef al., 1989).

A mais freqiiente dentre as causas extra-hepaticas de colestase neonatal ¢ a atresia
de vias biliares (AVB). Outras possiveis causas sdo: cisto de colédoco e estenose congénita

do ducto biliar comum distal. Ha, também, ocasidoes em que podera haver colestase
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neonatal extra-hepética secundéria 4 compressdo extrinseca da arvore biliar como, por
exemplo, um cisto hepatico (ROY et al., 1995).

A AVB € uma colangiopatia obstrutiva, sendo uma das mais graves doencgas que
acometem o figado no periodo neonatal e a mais freqiiente causa cirirgica de colestase
nessa faixa etaria. E o resultado final de um processo inflamatério destrutivo que pode
afetar todo o trato biliar ou parte dele. A época do inicio da lesdo ainda ndo estd
esclarecida, mas parece ser entre a 19° semana de gestagdo e o periodo logo apés o
nascimento, levando a fibrose e obliteragdo do trato biliar em qualquer ponto do hepatis até
0 duodeno (BALISTRERI, 1985; BALISTRERI er al, 1996). Ocorre, mais
freqlientemente, no sexo feminino e a incidéncia é similar em estudos realizados no Japao,
América do Norte e Reino Unido, com freqiiéncia entre 0,8 e 1 para 10000 nascidos vivos
(HOWARD, 1983).

De acordo com Kasai, a AVB pode ser classificada em 4 tipos anatomicos (KASAI,
1974):

1. Tipo I- caracterizado por obstrugéo completa ou parcial do ducto biliar comum;

2. Tipo Ila- oblitera¢do do ducto hepatico comum;

3. Tipo IIb- obliteragdo dos ductos biliar comum, hepético e cistico, sem
envolvimento da vesicula biliar;

4. Tipo III- obliteragdo dos ductos biliar comum, hepatico e cistico associada a
presenca de cone fibroso que se estende até o hilo hepatico (anteriormente denominado tipo
“ndo corrigivel”).

Este cone ou remanescente fibroso ¢ classificado em trés tipos (GAUTIER et al.,
1976; GAUTIER & ELIOT, 1981):

1. Tipo I- auséncia de epitélio no tecido conjuntivo;
2. Tipo II- presen¢a de estruturas glandulares com epitélio cuboidal ao nivel do

porta-hepatis ou em qualquer nivel do remanescente fibroso;
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3. Tipo IlI- presen¢a de ducto biliar comum de tamanho reduzido com limen
obstruido por macréfagos e descamag@o do epitélio cilindrico.

Clinicamente, pode apresentar-se de duas formas: 1. Tipo embridnico ou fetal, em
que a colestase tem inicio precoce, com ictericia desde o nascimento, podendo se associar
a outras anomalias congénitas e 2. Tipo perinatal ou “adquirida”, cujo inicio € mais
tardio e ndo hd anomalias congénitas associadas. Esta dltima forma de apresentacéo
constitui a maioria dos casos (DESMET, 1992; BALISTRERI et al., 1996).

O tipo embridnico (20-30% dos casos) pode estar associado a alteragdes no
desenvolvimento do coragdo, trato digestivo ou bago ou outras alteragdes tais como sifus
inversus, ma-rotagiio, veia porta pré-duodenal e auséncia da veia cava inferior (TAN &
MOSCOSO, 1994a). Também foi descrita a associagdo com tecido hepético ectdpico
umbilical (PARK, 1991). Tem sido observado que essa constelagdo de alteragdes ¢ causada
por uma expressdo anémala de genes que determinam a lateralidade do desenvolvimento
dos orgdos toracicos e abdominais (MAZZIOTTI ef al., 1999; STOLL et al, 2001). A
forma perinatal ocorre no nascimento ou logo ap6s, com destruigdo progressiva da arvore
biliar que apresentou desenvolvimento normal durante a embriogénese (SCHWEIZER,
1986; DESMET, 1992).

Os achados bioquimicos sdo inespecificos (aumento de bilirrubina direta, fosfatase
alcalina e aminotransferases). Os niveis séricos de gamaglutamiltransferase estio sempre
elevados e excedem 300UI/L em 90% dos casos. Podera haver coagulopatia, secundaria a
deficiéncia de vitamina K, apés 3 semanas de vida, que é refletida por um tempo de
protrombina prolongado (WRIGHT & CHRISTIE, 1981; FUNG & LAU, 1985;
BALISTRERI ef al., 1996).

A ultra-sonografia abdominal é uma ferramenta diagnéstica util, pois podera
identificar a presenga de coledocolitiase, perfuragdo do ducto biliar ou outras alteragdes

estruturais da arvore biliar, tais como o cisto de colédoco. Nas criangas com AVB com
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anomalias associadas, o ultra-som pode identificar a poliesplenia e as malformagoes
vasculares (BATES et al., 1998). A vesicula biliar pode estar ausente em cerca de 60% dos
casos de AVB, porém sua presenca ndo afasta este diagnéstico. Quando visualizada,
recomenda-se a realizagdo da prova funcional (observagdo de sua contratilidade ap6s
ingestéo de leite). A hipocontratilidade ou ndo contratilidade ¢ um sinal indireto de que
as vias biliares ndo estdo pérvias (ABRAMSON er al., 1982; BRUN er al., 1985;
GREEN & CARROL, 1986; IKEDA ef al., 1998). Um novo achado ultra-sonografico, o
sinal do corddo triangular, o qual é evidenciado na porg¢do cranial da bifurcacdo da veia
porta, tem sido descrito com alta sensibilidade e especificidade no diagnédstico de AVB
(CHOI et al., 1996, KOTB et al., 2001).

A cintilografia hepatobiliar com DISIDA exclui o diagnéstico de AVB quando a
excregdo do is6topo para o intestino € visualizada. Todavia, quando o radiotragador ndo é
visualizado, o resultado é inespecifico porque alguns pacientes com colestase intra-hepatica
e importante disfungéo hepatica nao captam e(ou) ndo excretam o material para intestino
(ABRAMSON et al., 1982; BRUN et al., 1986).

A colangiografia endoscépica retrégrada tem sido proposta, mas é um procedimento
de custo elevado, necessita de endoscopista experiente e ndo ¢ isenta de complica¢bes. Na
eventualidade de se diagnosticar atresia, a laparotomia ainda serd necessaria (SHIRALI et
al., 1993; DERKX ef al., 1994).

Uma bidpsia percutinea tem acuricia diagnéstica em torno de 95% se um tamanho
adequado de amostra, contendo 5 a 7 espagos-porta, é obtido. Achados histologicos
caracteristicos incluem prolifera¢do ductular, estase de bile celular e em canaliculos e
edema ou fibrose portal ou perilobular (BALISTRERI ef al., 1996).

Zerbini et al. (1997), avaliando 49 varidveis histopatolégicas em 100 bidpsias
hepaticas de 78 pacientes portadores de sindrome colestatica neonatal em relag@o ao valor

de discriminagéo entre as formas intra- e extra-hepaticas, designaram como variaveis
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indicadoras a proliferacdo ductal, colestase portal em ductos neoformados, distribui¢do da
proliferacdo ductal portal e fibrose portal e, como varidveis orientadoras as pontes porta-
porta, presenca de neutrofilos no infiltrado inflamatério e tumefagédo celular. Dentre todas
as variaveis, a proliferacdo ductal e a colestase portal em ductos neoformados apresentaram
os mais altos valores preditivos para colestase extra-hepatica, conferindo indice de acerto
proximo de 90%.

Em 1959, o Dr. Morio Kasai (apud BATES, 1998) desenvolveu o procedimento
denominado hepatoportoenterostomia na tentativa de restaurar o fluxo biliar. Até entdo,
ndo havia tratamento cirurgico efetivo.

Por varios meses apos o nascimento, a atividade e a nutricdo desses pacientes
permanecem normais, mas esses fatores declinam progressivamente com média de
sobrevida, em pacientes ndo tratados, em torno de 19 meses. Sem drenagem biliar a
sobrevida, em 3 anos, € inferior a 10% (HAYS & SNYDER, 1963).

O prognoéstico apés a cirurgia esta relacionado a diversos fatores: 1. idade do
paciente e alteragdes anatdmicas dos ductos biliares intra-hepaticos a €poca da cirurgia; 2.
velocidade com que se desenvolve a cirrose biliar e suas complicagcdes e 3. destrui¢do
inflamatoria progressiva e espontanea dos ductos biliares intra-hepaticos (KASAI 1974;
OHI et al., 1985; SCHWEIZER et al., 2000). Apos os 60 dias de vida. o beneficio da
cirurgia diminui gradualmente e, como a maior parte dos pacientes sdo submetidos a
cirurgia apos esta idade, os resultados sdo insatisfatorios, com evolugdo para hipertensdao
porta e fibrose intra-hepatica progressiva (KASAI, 1974; HOWARD, 1983).

Apesar do tratamento cirirgico, 1/3 a 2/3 dos pacientes necessitardio de um
transplante hepatico na evolugio da doenga e isso representa cerca de 50% das indicagdes
de transplante hepatico na faixa etaria pediatrica (ROY et al., 1995; DAVENPORT et al.,
1997).
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A partir desses dados, tém-se proposto trés linhas de agdo para o estudo dessa
doenca: 1. esforgos para um diagnéstico precoce; 2. métodos de prevencdo da progressio
da doenga e 3. pesquisa de sua etiologia.

A etiologia permanece desconhecida. Defeitos na organogénese podem ser
incriminados em menos de 15% dos casos (HOWARD, 1983). Tan ef al. compararam o
desenvolvimento do sistema biliar normal de fetos e embrides humanos a partir de
remanescentes fibrosos ressecados de 205 casos de AVB e propuseram que a doenga possa
ser causada por falha no processo de remodelagio ao nivel do hilo hepatico com
persisténcia dos ductos biliares fetais (TAN et al., 1994a; TAN et al., 1994b; TAN &
MOSCOSO, 1994a; TAN & MOSCOSO, 1994b). N3o se demonstrou ligagdo com radiacdo
ionizante ou drogas teratogénicas e nenhuma alteracéo especifica no metabolismo dos
acidos biliares foi identificada (HOWARD, 1983). Fatores sazonais foram pesquisados com
resultados conflitantes (STRICKLAND & SHANNON, 1982; YOON e¢ al., 1997).

HO ez al. (1993) verificaram alteragdo em artérias hepaticas (do tronco da artéria
hepatica comum até seus ramos periféricos) de criangas com AVB determinando alteracdo
no fluxo sangiiineo que supre a arvore biliar sugerindo, entdo, que possa haver correlagdo
entre esta alteracdo anatémica e a atresia. Também foram conduzidos estudos com HLA
(antigeno de histocompatibilidade) em AVB ndo associada a outras anomalias com
significativa freqiiéncia de HLA-B12, haplétipos A9-B5 e A28-B35 sugerindo que fatores
imunogenéticos possam desempenhar importante papel na determinacdo da susceptibilidade
a doenca (SILVEIRA er al., 1993). Por outro lado, Jurado et al. (1997) consideram que a
AVB ndo ¢ HLA- mediada.

Foi aventado que as células do epitélio do ducto biliar funcionem como células
apresentadoras de antigenos. O ducto biliar normal expressa antigenos da classe 1 do
MHC (major histocompatibility complex) mas ndo os da classe II, que estio presentes em

macrofagos e células do endotélio vascular. Foi demonstrado que o epitélio dos ductos

Introdugdo e Objetivos
48



biliares de pacientes portadores de AVB apresenta expressio aberrante dos antigenos da
classe II (HLA-DR) e de antigenos associados a macréfagos (CD68), que sdo elementos
essenciais da resposta inflamatéria (KOBAYASHI et al., 1997).

Broomé et al. (1997) investigaram a expressio do HLA-DR (MHC classe ) e
ICAM-1 (molécula de adesdo intercelular) e 0 nimero de células T CD4+ ¢ CD8+ no porta-
hepatis de 11 pacientes com AVB. Todos expressavam tanto ICAM-1 quanto HLA-DR nas
células do epitélio dos ductos biliares e células inflamatérias estavam presentes nos tratos
portais sendo, principalmente, células T CD4+. Davenport ef al. (2001) mostraram que
linfocitos CD4+ e células CD56+ (células natural killer) predominam no figado e nos
ductos biliares extra-hepéticos na AVB e que ICAM-1 predomina nos hepatdcitos e tratos
portais.

Uma participag@o viral tem sido relacionada a etiopatogenia da AVB. Essa hipbtese
foi sugerida pelos achados de histopatologia. O fragmento hepatico apresenta, como ja
referido, as alteragdes classicas de um processo obstrutivo como proliferagio de ductos
biliares e presenca de cilindros biliares em ductos portais mas também, em varios pacientes,
ha presenca de um desarranjo lobular e transformag@o de células gigantes que ja foram
considerados marcadores de hepatite neonatal infecciosa (WITZELBEN et al., 1978).

Virios autores procuraram demonstrar correlagdo entre os virus € a AVB. Em 1982,
Morecki ef al. observaram reatividade sorolégica para o reovirus tipo 3 (por método de
imunofluorescéncia indireta) em 17 de 25 pacientes com AVB e 3 de 37 controles. Em
1984, Glaser et al., utilizando a mesma técnica, encontraram positividade em 21 de 34
criangas portadoras de AVB e em 12 de 23 criangas com hepatite neonatal. Por outro lado,
Brown er al. (1988) ndo encontraram correlagdo, utilizando a técnica de ELISA. Qutros
estudos, utilizando o método de reacdo em cadeia da polimerase (PCR), também nio
encontraram relagdo entre esse virus € a AVB (SOKOL ez al., 1991; STEELE e al., 1995
TYLER et al., 1998).
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Riepenhoff-Talty et al. (1993) relataram o desenvolvimento de AVB em
camundongos recém-nascidos inoculados, por via oral, com rotavirus do grupo A e esses
mesmos pesquisadores (1996) encontraram freqiiéncia de 50% de rotavirus do grupo C em
fragmento hepatico de criangas com AVB pelo método da PCR. Petersen et al. (1997)
induziram atresia biliar em ratos por meio de injegéo intraperitoneal de rotavirus do grupo
A. Esses autores observaram que o virus provocou doenga hepatobiliar com sinais de
colestase em 67% dos animais e que, na maior parte desses, o ducto biliar extra-hepatico
tornou-se estenotico e ocluiu em diferentes segmentos com ou sem dilatagdo pré-estenética.
Essas modifica¢des ocorreram exclusivamente nos ductos extra-hepéticos e levaram a uma
atresia irreversivel. O mesmo autor, em 1998, também conseguiu induzir AVB em 80% de
camundongos inoculados, intra-peritonealmente, com rotavirus rhesus. Por outro lado,
Bobo ef al., em 1997, ndo encontraram evidéncias de rotavirus dos grupos A, B e C,
pesquisados por meio da PCR, nos remanescentes hepaticos de 10 criangas com AVB.

Em 1998, Drut et al. pesquisaram o papilomavirus humano em fragmento hepatico,
pela técnica de PCR, de 18 criangas portadoras de atresia biliar e 30 controles
encontrando positividade em 16 AVB e nenhum controle. Em outro estudo do mesmo ano,
os autores encontraram 100% de positividade, também em tecido hepatico, avaliando 7
lactentes (3 com hepatite neonatal e 4 com AVB).

Outros virus também tém sido relacionados a atresia, tais como o virus Epstein-
Barr, virus da rubéola e o citomegalovirus, mas alguns trabalhos de revisio citam-nos
apenas como coincidéncia (ROY et al., 1995; BALISTRERI et al., 1996).

Em 1987, Lurie et al. descreveram 3 casos de infec¢do neonatal por citomegalovirus
(CMYV), de evolucdo fatal, nos quais as alteragbes hepéticas a autdpsia foram semelhantes a
obstrugdo biliar extra-hepética. Hart et al., em 1991, apresentaram gemelares infectados
pelo CMV, sendo que um desenvolveu hepatite neonatal e o outro, AVB. Em 1996, Tarr et
al. relataram uma freqiiéncia de 24% de CMV, diagnosticado por meio de sorologia

Introducdo e Objetivos
50



positiva para IgM e(ou) cultura positiva na urina, em criangas portadoras de AVB,
sugerindo que pode haver uma participagdo importante desse virus na etiologia da doenga.
Em 1998, Fischler ef al. pesquisaram 0 CMV, pela técnica de PCR, em fragmento hepatico
de 18 criancas com AVB e encontraram positividade em 9; dessas, 5 apresentavam
sorologia positiva para CMV com IgM+ e 4 com IgG+/IgM- ¢ 3 de 7 criangas com hepatite
neonatal (apenas 1 com sorologia positiva).

Por outro lado, Chang et al., em 1992, pesquisaram a participa¢do do CMV na
colestase neonatal, por meio de sorologia e PCR no tecido hepatico, e encontraram 2 casos
positivos em 26 pacientes com AVB. Nos pacientes com hepatite neonatal, encontraram 23
casos positivos em 50, sugerindo evidéncia da participagdo do CMV na etiologia da
hepatite neonatal e ndo da AVB. Em 1999, Jevon ef al. também ndo conseguiram
demonstrar a presenca de CMV nos seus 12 pacientes com AVB, utilizando a técnica de
PCR. Em estudo recente, Domiati-Saad et al. (2000), estudando 19 casos de criangas com
colestase neonatal, 10 com hepatite neonatal e 9 com AVB, detectaram a presenga de CMV
por meio de PCR no tecido hepédtico em dois casos de hepatite, 1 de AVB e nenhum
controle.

Com base nessas informacdes, observa-se que a etiopatogenia da AVB ainda nio
esta estabelecida e os virus podem estar implicados.

O cisto de colédoco € a segunda causa mais comum de alteragdo da arvore biliar
extra-hepatica. Trata-se de dilatagdo cistica congénita do ducto biliar comum com
predominancia no sexo feminino (CATALANI er al, 1994). Sua incidéncia é rara,
atingindo 1 em cada 2.000.000 de nascidos vivos em populag¢des ocidentais (DEWBURY et
al., 1980). Nos Estados Unidos pode chegar a 1:13000 em admissdes hospitalares (JONES
et al., 1971). Na Tailandia, a incidéncia chega a 1:2400 admissGes em hospital pediétrico
(WATANATITTAN & NIRAMIS, 1998).
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Sua etiologia € desconhecida. Uma das hipoteses seria uma alteragdo no
desenvolvimento embrionério da recanalizagdo do colédoco a partir do corddo primitivo.
Outra hipétese atribui o papel causal a uma anomalia estrutural da jungio colédoco-
pancreatica com formagio de um canal comum que promoveria mistura dos sucos
pancredtico e biliar levando a uma dilatagéo cistica da parede, secundaria a acéo enzimatica
¢ inflamatéria. A fase inicial pode ser assintomatica, porém também tem-se descrito uma
triade caracterizada por dor em célica no quadrante superior direito do abdome, ictericia e
massa palpavel em hipocondrio direito ou epigastro. Em neonatos, é descrito quadro de
ictericia colestatica em que ¢ fundamental o diagnéstico diferencial com AVB
(CATALANI et al., 1994).

A classificagdo de Todani et al.( 1977) é a mais fregiientemente utilizada:

1. Tipo I- dilatagdo cistica do ducto biliar comum (subdividida em IA: dilatagio
sacular envolvendo o ducto biliar comum e o hepatico comum, IB: dilatagéo
segmentar do ducto biliar comum e IC: dilatagdo cilindrica ou difusa);

2. Tipo II- diverticulo do ducto biliar extra-hepético;

3. Tipo III- coledococele;

4. Tipo IV- dilatagdes cisticas multiplas (subdividido em IVA: multiplos cistos dos
ductos intra- e extra-hepaticos ¢ IVB: multiplos cistos dos ductos extra-
hepaticos) e;

5. Tipo V- cisto do ducto biliar intra-hepatico (simples ou miltiplo).

A manifestag@o clinica difere de acordo com a idade de inicio. Neonatos e lactentes
usualmente apresentam-se com ictericia, vOmitos, acolia fecal, massa abdominal e,
dependendo do grau de obstrugio, alguns casos podem-se assemelhar 3 AVB. Outra
apresentacdo clinica é massa abdominal palpdvel ndo acompanhada de ictericia. Nas
criangas maiores, a triade classica de dor, massa abdominal e ictericia pode estar presente
(MIYANO et al., 2000).
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Antes da era do ultra-som, o diagnéstico raramente era feito antes da cirurgia. O
tratamento € cirtirgico € diferentes procedimentos tém sido propostos, baseados no tipo de
cisto encontrado (ROY et al., 1995).

A estenose congénita do ducto biliar comum distal pode ser causa de colestase
obstrutiva neonatal, embora rara. Pode haver significativa estenose da porgdo distal ou,
ocasionalmente, da jungdo do ducto hepatico comum e do ducto biliar comum. A causa é
raramente encontrada, mas um processo congénito ou inflamatorio parece provavel. O
diagnostico € definido por meio de colangiografia. A remogo cirirgica da 4rea estendtica
com anastomose biliar-jejunal em Y-de-Roux deveria ser curativa (ROY et al., 1995).

Até o momento, na Literatura, tem-se abordado uma possivel etiologia viral apenas
para a AVB, porém as outras causas de colestase obstrutiva neonatal também permanecem
sem etiologia definida.

Em 1974, Benjamin Landing propds que a AVB, o cisto de colédoco e a hepatite
neonatal, representariam manifestagdes variadas de um mesmo processo € usou o termo
“colangiopatias obstrutivas neonatais” para descrever essas entidades. Histologicamente,
essas desordens compartilhariam de caracteristicas comuns e ele propds que uma infec¢éo
viral fosse responsavel por essas colangiopatias. Desmet, em 1992, propds a teoria da
ma-formagao da placa ductal na qual, virtualmente, todas as alteragcdes da arvore biliar
representariam exemplos de ma-formagdo do ducto biliar causado por alteragdo na
remodela¢do da mesma.

Se essas duas teorias forem levadas em consideragdo, poderia-se pensar num insulto
viral levando a essas alteragdes biliares.

A primeira fase da histéria do CMV foi originada a partir de estudos
histopatolégicos. Observou-se a presenca de células grandes com inclusdes nucleares em
diversos orgdos de criangas que morreram devido a varias sindromes nao especificas
(WELLER & HANSHAW, 1962; WELLER, 1970; 1971a:1971b). As células de inclusdo
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foram primeiro documentadas por Ribbert, que as observou em recém-nascido com
provavel sifilis, em 1881 (apud SANTOS & IAZETTIL, 2000). Esses achados foram
responsaveis pelo termo “Doenga de inclusdo citomegilica” mesmo antes do agente causal
ser 1solado. Em 1956, o virus foi isolado em cultura de tecido, por ROWE, SMITH e
WELLER sendo que este {iltimo denominou o virus, em 1960, de citomegalovirus (SMITH
MG, 1956; WELLER ef al, 1957; WELLER & HANSHAW, 1962; WELLER, 1970:
1971a;1971b).

O CMV pertence a familia dos herpes virus, subfamilia betaherpesvirus (virus de
replicagdo lenta). Com didmetro de 180 nm, ¢é o maior membro dos
herpes virus. Apresenta um nucleo de 64 nm, envolto por capsula icosaédrica de 110 nm
composta por 162 capsémeros (GRIFFITS & GRUNDY, 1987). O genoma consiste em
duplo DNA de, aproximadamente, 240 kilobases ¢ € semelhante ao do herpes simples. Esse
genoma codifica, pelo menos, 35 proteinas estruturais ¢ um numero indefinido de proteinas
ndo-estruturais. Possui, ainda, envelope pleomoérfico e complexo que consiste de, pelo
menos, seis glicoproteinas, imunogénicas e que levam a resposta rapida e duravel. A mais
abundante e mais imunogénica ¢ a glicoproteina B (gB), seguida pela glicoproteina H (gH)
(STAGNO, 1995). Recentemente, foi relatada a presenca, também, de RNA em seu
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O ciclo replicativo € muito semelhante a0 do herpes simples, porém mais lento.
Pode ser dividido em trés periodos: imediato (ocorre nas primeiras quatro horas apés a
infeccdo), precoce (apos a fase imediata e persiste por quase 20 horas) e tardio (periodo
apos a replicagdo do DNA viral, coincide com a produgdo de proteinas estruturais e do
virion). O conhecimento dessas fases € util para a elaboracio de inibidores metabdlicos
durante a cascata de replicagdo (STAGNO, 1995).

A infecg@o congénita por CMV ocorre em, aproximadamente, 1% de todos
os recém-nascidos. Estima-se que apenas 5-10% apresentardo doenca de inclusdo
citomegdlica tipica com hepatoesplenomegalia, ictericia e petéquias, e outros 10% terdo
infecgdo congénita subclinica (STAGNO e al., 1982; BOPPANA et al., 1992). Estudos em
populag¢des gerais de todos os continentes informam que a maioria da popula¢io mundial
experimenta infecgdo por CMV durante sua vida (HART ef al., 1991). A detecc¢do do virus
em urina, saliva ou tecido de recém-nascidos, durante as trés primeiras semanas de vida,
define a infec¢@o congénita (STAGNO et al., 1983).

Muitas mulheres adquirem ou reativam a infec¢do pelo CMV durante a gestagio,
mas somente uma minoria ird transmitir o virus para seus fetos. A infecgdo fetal
generalizada €, quase sempre, secundaria a infecgfo primaria materna (STAGNO et al.,
1982). Devido ao fato de a maioria das gestantes apresentar-se assintomatica, os estudos
dos mecanismos de transmissdo tornam-se prejudicados. Embora ainda ndo totalmente
esclarecida, a infec¢do intra-uterina ¢ resultado da viremia materna, com subseqiiente
infeccdo placentdria e disseminagio hematogénica para o feto. Outra teoria inclue a
infecgdo transovariana por meio de espermatozoéides infectados ou reativagdo da infeccdo
dentro do endométrio, miométrio ou canal cervical (STAGNO, 1995). Ao contrario de
infecgbes como a rubéola e a toxoplasmose congénita, a imunidade materna para 0 CMV
nem sempre leva a protecdo suficiente contra transmissdo intra-uterina (STAGNO et al.,
1983).
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O estado socioecondémico é o fator de maior significdncia na prevaléncia da
infeccdo. Em populagdes de baixo nivel sécioecondmico, a prevaléncia pode chegar a 95-
100% (STAGNO, 1995).

A idade da mae ¢ outro importante fator de risco. Mais de 30% das mulheres jovens
liberam CMV no trato genital sendo que, em mulheres acima de 30 anos, os niveis sio
indetectdveis (KNOX et al., 1979).

No Brasil, sdo poucos os estudos epidemioldgicos sobre o CMV. Pannuti ef al.
(1985), na cidade de S&o Paulo, observaram incidéncia de 0,98% em populago de baixo
nivel socioecondmico e de 0,49% em populagio de nivel sécioecondmico médio.
Yamamoto et al. (1999) relataram prevaléncia de 2% de infec¢do congénita com
soropositividade materna de 95%, freqiiéncia considerada alta pelos autores e semelhante as
taxas de prevaléncia em populagdes com alto indice de soroconversdo materna. No Para,
Weirich, pesquisando CMV na saliva de 663 recém-nascidos, por meio da inoculagdo em
fibroblastos, encontrou 21 positivos (3,2%). A pesquisa de anticorpos da classe IgG, pelo
método de ELISA, foi positiva em 90,2% das puérperas sendo que, das 21 mdes que
transmitiram o virus para o concepto, 4 apresentavam anticorpos da classe IgM (WEIRICH,
1998). Em populagdes selecionadas, tais como lactentes internados em unidade de terapia
intensiva, a prevaléncia é mais alta (SANTOS et al., 2000).

A doenca de inclusdo citomegalica ¢ caracterizada pelo envolvimento de maltiplos
orgéos, em particular o sistema reticulo-endotelial e o sistema nervoso. Weller & Hanshaw
(1962) definiram as alteragdes mais freqiientemente encontradas como sendo
hepatomegalia, esplenomegalia, microcefalia, ictericia e petéquias. Microcefalia,
geralmente associada a retardo mental ou atraso do desenvolvimento psicomotor, ocorre em
cerca de 80% dos casos. Surdez neurosensorial e alteragdes oculares ocorrem em cerca de
30%. Conforme ja mencionado, muitos lactentes niio apresentam sintomas precocemente €

sua evolugéo ¢ melhor. A principal alteragdo tardia relacionada a infecgéo congénita pelo
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CMV € perda auditiva neurosensorial (STAGNO, 1983).

O envolvimento hepatico néo € raro e evidéncias clinicas de hepatite sdo vistas com
freqiiéncia. A descricdo patoldgica inclui colangite leve, colestase intralobular e colestase
obstrutiva secundaria a hematopoiese extra-medular (STAGNO, 1995). Calcifica¢des
hepaticas tém sido detectadas radiologicamente, em lactentes com infec¢do congénita
(ANSARI et al., 1977; ALIX et al., 1978). Em nosso meio, Passos et al. (1996), avaliando
10 lactentes com provavel infec¢do congénita pelo CMV, encontraram colestase em 100%
dos casos e, em seis pacientes submetidos & biopsia, as alteragdes encontradas foram:
hipoplasia de ductos biliares, fibrose, transformagdo de células gigantes, estase biliar e
proliferagé@o de ductos biliares.

A infecgdo perinatal é diagnosticada quando criangas em que a eliminagdo do virus
pela urina era negativa ao nascimento, passam a apresenta-la entre a 4 e 12" semana de
vida. Resulta da transmiss@o do virus durante o parto, pelo leite materno ou por transfusoes
de sangue, sendo as duas primeiras as vias mais importantes. A grande maioria dos
lactentes permanece assintomadtica, mas tem sido encontrada pneumonite. Na infecgao
adquirida, a excre¢do viral inicia-se entre 30 e 150 dias, com média de 50 dias (STAGNO
et al., 1983). Embora essa excre¢do seja menor que a observada na infec¢do congénita, a
infeccdo perinatal também é cronica com excregdo viral permanecendo por varios anos
(STAGNO, 1995). '

Em nosso meio, Machado et al. (1991) demonstraram que o risco de aquisi¢do de
infecgd@o perinatal pelo CMV foi de 30,9% num servigo publico na cidade de Séo Paulo.

O CMV isolado de varias fontes humanas usualmente compartilha um antigeno
comum. Todavia, uma heterogeneidade antigénica € bem reconhecida e foi notada,
inicialmente, por varias técnicas sorologicas. O DNA das varias cepas tem mostrado, pelo

menos, 80% de homologia. As cepas (AD 169, Davis € Towne) sdo bem adaptadas
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para crescimento em cultura e sdo largamente usadas para pesquisa sendo a cepa AD 169 a
de maior reatividade e recomendada para rotina em laboratério (NARIQI, 1991).
Recentemente, a variabilidade na viruléncia das cepas envolvidas na infecgio e a
capacidade imunologica materna estdo sendo estudadas (MURPH et al., 1998; ROSEN et
al., 1998; KLEIN ez al., 1999; TRINCADO et al., 2000).

Os métodos diagndsticos utilizados para sua detecgdo podem ser agrupados em
quatro categorias: exames citologicos e histopatolégicos, isolamento viral e identifica¢do de
acidos nucleicos (COSTA, 1999).

As técnicas citolégicas podem ser realizadas em lavados, secregdes, aspirados e
imprints de tecidos. O diagnéstico baseia-se no encontro de inclusdes no citoplasma das
células analisadas. A sensibilidade dessa técnica ¢ muito baixa e tem pouca utilidade na
pratica clinica. Com relagdo a histologia, a grande vantagem € o baixo custo, simplicidade e
disponibilidade do equipamento necessario. Os marcadores da infec¢io sdo: o achado de
células de inclusdo tipicas e a presenga de microabscessos os quais permitem, muitas
vezes, atribuir a disfung¢do ou les@o do 6rgéo estudado ao CMV (COSTA, 1999). Embora a
histologia seja um método relativamente confidvel, sua sensibilidade é 2 a 6 vezes menor
que a do isolamento viral. A especificidade ¢ alta, mas as inclusdes podem, ocasionalmente,
ser confundidas com inclusdes causadas por outros herpesvirus ou adenovirus. Por outro
lado, auséncia de células de inclusdo ndo exclui diagnéstico de infecgio pelo CMV
(WONG & WARNER, 1962; MACASAET et al., 1975). Quando as células de inclusdo
ndo sdo detectadas ou ndo podem ser diferenciadas de outras infecg¢des virais, técnicas com
imunohistoquimica oferecem uma alternativa para se alcangar o diagndstico especifico.
Nessa técnica sdo utilizados anticorpos monoclonais contra os antigenos precoces e tardios
do CMV permitindo a detec¢@o do antigeno no nucleo e citoplasma das células infectadas
(EYZAGUIRRE & WALKER, 2002).
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O isolamento viral pode ser feito a partir de materiais biologicos variados. Por
tratar-se de virus labil, o material deve ser processado imediatamente. Apds a inoculagéo,
trés ou mais semanas sdo necessdrias para que 0 CMV possa ser identificado pelo
seu efeito citopatico caracteristico ou com auxilio de técnica de imunofluorescéncia. Além
da cultura convencional, o virus pode ser isolado por métodos de identificagdo rapida. A
adsorcdo viral as células de cultura pode ser facilitada por centrifugacdo a baixa velocidade
ou adigdo de dexametasona. Posteriormente, usando-se anticorpos monoclonais contra
antigenos precoces imediatos do virus, pode-se ter a conclusdo em 24-48 horas, por meio
das técnicas de imunofluorescéncia ou imunoperoxidase.

Os resultados dessas técnicas, quando comparados a cultura convencional, sdo
variaveis e discordantes (COSTA, 1999).

O diagnostico por meio de testes sorologicos faz-se através da detecgdo de
anticorpos produzidos contra 0 CMV. Os métodos podem ser divididos em classicos,
como por exemplo a neutralizag@o viral e a fixagdo de complemento, que ndo discriminam
anticorpos IgM e IgG, e modermos como a imunofluorescéncia, o radioimunoensaio € 0s
imunoensaios enzimaticos, que discriminam anticorpos IgM e IgG. O requisito principal € a
capacidade de o paciente apresentar resposta imunologica humoral adequada. Assim, uma
limitagdo do método € a redugdo na resposta imune, que pode ocorrer em pacientes com
imunodeficéncia (COSTA, 1999). Devido ao fato de que os fetos produzem seus proprios
anticorpos, sua detec¢@o seria 0 meio mais pratico no diagndstico da infecg@o congénita. Os
métodos de deteccdo do anticorpo fetal se baseiam no conceito de que os anticorpos da
classe IgM néo atravessam a barreira placentaria. Porém, resultados falso-negativos podem
resultar de competi¢do entre os altos niveis de anticorpos da classe IgG maternos e os
niveis relativamente baixos de IgM fetal. Resultados falso-positivos também ocorrem, e
podem ser secundarios a ocorréncia de fatores reumatoides (IgM fetal direcionada contra
IgG materna) (STAGNO, 1995).
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Dentre os métodos para identificacdo de acidos nucleicos, temos a hibridizagdo de
DNA e a reagdo em cadeia da polimerase. O desenvolvimento de técnicas de DNA
recombinante com a conseqiiente clonagem e caracterizagio do CMV tornou possivel sua
detec¢do em amostras bioldgicas por meio de hibridizagio com sondas especificas. Essa
tecnologia tem sido especialmente aplicada no diagnéstico de infecgdo congénita
Todavia, sdo testes trabalhosos € necessitam uso de extensas medidas de purificagdo de
DNA (DEMMLER, 1991). A curta vida das sondas e a insensibilidade para baixos titulos
de virus s3o desvantagens dessa técnica (SANTOS & IAZETTI, 2000).

Com a introdugéo da amplificagdo de DNA por meio da reagio em cadeia catalizada
pela polimerase (PCR), a detec¢do do CMV foi levada a efeito em amostras contendo
pequeno namero de copias do virus (CHEN ef al., 1992; COSTA & COSTA, 1992). A
amplificagdo génica por PCR ¢ um método de biologia molecular que permite a produgéo
de grande quantidade de fragmentos especificos d¢ DNA a partir de substratos complexos
€ em concentragoes pequenas. De maneira sucinta, esse procedimento consiste em repetidos
ciclos de sintese de DNA por meio de dois primers ou iniciadores com orientagdes opostas
e seqiiéncias complementares as duas extremidades do fragmento-alvo e levados a efeito
por reagao enzimatica mediada por uma polimerase com atividade em temperaturas
elevadas (COSTA & COSTA, 1992).

Cada ciclo de reaggo de amplificagio é composto de trés fases distintas:

1. desnaturagdo- separagdo das hélices do DNA a ser amplificado;

2. hibridizagdo- ligagio complementar entre os primers e o DNA;

3. extensdo- sintese do DNA pela polimerase.

Cada novo ciclo duplica, teoricamente, a quantidade de DNA-alvo. Através da PCR,
obtém-se material suficiente para proceder-se a detecgfio do DNA desejado. Suas vantagens
sd0: 1. quantidade minima de amostra necessaria; 2. resultado em 24 horas e 3. presenga do

virus infectante néo € necessaria na amostra, permitindo o armazenamento da mesma para
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diagnostico retrospectivo (SANTOS & IAZETTI, 2000).

Essa técnica foi publicada, pela primeira vez, em 1985 por Saiki ef al. Um niimero
grande de diferentes métodos € usado (PORTER-JORDAN ef al., 1990; SMITH KL &
DUNSTAN, 1993; GAULT et al., 2001):

a) PCR simples- em que o DNA € amplificado num passo com cerca de 30-40
ciclos, conforme ja exposto;

b) submetidas & segunda amplificacdo com primers diferentes. A sensibilidade é
aumentada se comparada ao PCR simples;

¢) RT-PCR - o RNA ¢ transcrito para DNA com o auxilio da transcriptase reversa e
a amplificacdo do DNA pode ser feita através do PCR simples ou duplo. Sua vantagem é
que, desde que a molécula-alvo é o RNA, € possivel determinar se o genoma viral € latente
ou ativo.

d) PCR em tempo real - oferece um meio mais acurado de quantificar o DNA com a
vantagem de evitar a manipulagao p6s-PCR que pode ser fonte carreadora de DNA.

Em outros materiais, como lavado bronquico, a PCR tem mostrado bons resultados.
No liquor, esse parece ser o unico método para o diagndstico do CMV (SANTOS &
IAZETTI, 2000). A amplificagdo de seqliéncias de acidos nucleicos em tecidos embebidos
em parafina € uma ferramenta util para analises retrospectivas de espécimes arquivados.
Porém, a amplifica¢do desse material é complexa e pode ser influenciada de modo adverso
por virios fatores como: quebra do acido nucleico durante o processamento e estocagem do
tecido, intervalo entre a obtengao da amostra e a fixa¢do, tamanho da amostra (biopsias
realizadas por meio de agulha oferecem fragmentos pequenos) e tempo entre a
estocagem e a realizacdo da PCR (SOGUERO ef al., 2000). Espécimes muito antigos ou
aqueles fixados sob condigdes desfavoraveis podem necessitar de primers que gerem

produtos de amplificacdo geralmente menores (GREER et al., 1991).
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Recentemente, a detecgdo do antigeno do CMV em leucécitos do sangue periférico
(antigenemia) tem sido demonstrada como sendo uma técnica rapida e sensivel na detecgdo
do CMV. O teste é baseado na detecg¢iio imunocitoquimica direta de proteinas estruturais da
matriz viral (pp65) em leucocitos, usando anticorpos monoclonais. E um método sensivel
para a estimativa da carga viral sistémica, porém apresenta como desvantagem o fato de a
amostra necessitar ser processada em curto periodo de tempo, sendo recomendavel até 8
horas apds a coleta (THE ef al., 1990; REVELLO ef al., 1992).

Como ainda ndo h4 uma etiologia precisa para a colestase neonatal extra-hepatica e
devido a evidéncias de que os virus possam desempenhar algum papel em sua etiologia, o
objetivo deste trabalho foi:

) g Objetivo principal:

Pesquisar a presenga do CMV, por meio da técnica de PCR e duplo PCR, em
fragmento hepético de pacientes portadores de colestase neonatal extra-hepatica.

> Objetivos secundarios:

Relacionar os resultados dessa pesquisa com as sorologias para CMV obtidas desses

pacientes e com os achados histopatoldgicos.
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4.Casuistica e Métodos
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4.1 Casuistica

4.1.1. Pacientes

Foram avaliados 57 pacientes portadores de colestase neonatal extra-hepatica (23 do
sexo masculino e 34 do sexo feminino) admitidos no servigo de Gastroenterologia
Pediatrica do Hospital de Clinicas da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP,
durante o periodo de setembro de 1981 a julho de 2000. A idade a época da primeira
consulta variou de 25 a 239 dias de vida com mediana de 82,5 dias e média de 94 dias. Os
antecedentes obstétricos e neonatais dos pacientes sdo apresentados na tabela 6 em Anexos.
Demais caracteristicas dos pacientes podem ser vistas nas tabelas 1-5 em Anexos.

Os quatro pacientes que iniciaram acompanhamento no servigo na época deste
estudo foram considerados como parte prospectiva do mesmo e solicitado consentimento
informado aos responsaveis. Os demais foram considerados como parte retrospectiva.

A colestase neonatal foi secundaria a AVB em 49 criangas, AVB associada a cisto
de colédoco em duas, cisto de colédoco em trés, estenose de colédoco distal em duas e cisto
hepatico (medindo 3,2 x 3,4cm, proximo ao porta-hepatis, comprimindo arvore biliar e
levando a colestase obstrutiva) em uma crianga.

Os pacientes foram divididos em 6 subgrupos de acordo com o resuitado da
sorologia para CMV: -

L reacdo de fixacdo de complemento (RFC) negativa;

1L RFC positiva (considerando titulo igual ou superior a 1/4);

M. ELISA 1gG/IgM negativos;

V. ELISA IgG+/1gM-;

V. ELISA IgG+1gM+;

VI.  ndo realizada sorologia.
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Os pacientes que procuraram o servigo de 1981 a 1991 realizaram a pesquisa do
CMV pelo método de reagdo de fixagdo de complemento. A partir de 1992, foi instituida,
no servigo, a técnica de ELISA. De 1992 até 1998, a técnica de ELISA utilizada foi a
manual (SORIN), e a partir de 1998 utilizou-se o ELISA automatico (COBAS CORE ID).
Em ambas as técnicas, a pesquisa do anticorpo IgM foi feita pelo ELISA-captura.

4.1.2. Controles

Como controles, foram incluidas 9 criangas com faixa etaria equivalente, nas quais
realizou-se biopsia hepatica e que apresentaram os seguintes diagnosticos: 1 com
hepatotoxicidade por droga, 2 com deficiéncia de alfa-1-antitripsina, 2 com galactosemia, 1
com fibrose cistica, 1 com fibrose hepatica congénita, 1 com hepatoblastoma e 1 com

doenga metabdlica sem causa definida.

4.2 Métodos

4.2.1. Protocolo de coleta de dados

Com a finalidade de coletar dados dos prontuarios foi elaborado protocolo que é

apresentado no anexo 1 na se¢io Anexos.

4.2.2. Analise Histologica

A analise histoldgica foi realizada por um unico patologista, Dra. Cecilia Amélia F.
Escanhoela, que ndo tinha conhecimento a respeito do diagnéstico etiolégico do paciente
nem do resultado da sorologia para CMV. Dos 53 fragmentos hepaticos avaliados, 10 eram
provenientes de bidpsia percutinea, sendo que os demais eram bidpsias cirirgicas. Para

tanto, foi elaborado um protocolo com avaliag@o e graduagio das seguintes caracteristicas:
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¢ fibrose portal= 0 (ausente), 1 (leve), 2 (moderada), 3 (grave)
¢ septos= 0 (ausente), 1 (leve), 2 (moderada), 3 (grave)

¢ nodulos= P (presente), A (ausente)

*

colestase= O (ausente), 1 (leve), 2 (moderada), 3 (grave)
colangite= 0 (ausente), 1 (leve), 2 (moderada), 3 (grave)

* o

transformac@o de células gigantes= P (presente), A (ausente)
eosindfilos= P (presente), A (ausente)

metaplasia mieléide= P (presente), A (ausente)

siderose= 0 (ausente), I (grau I), II (grau II), III (grau III)
célula de inclusdo citomegalica= P (presente), A (ausente)

microabscessos= P (presente), A (ausente)

* & ¢ & ¢ o

proliferagdo ductal= 0 (ausente), + (leve), ++ (moderada), +++ (intensa)

¢ porta-hepatis= normal, processo inflamatorio crénico (predominio de células
linfomononucleares) ou cronico ativo (polimorfonucleares neutrofilos ou
macrofagos)

¢ processo inflamatoério do porta-hepatis= + (leve), ++ (moderado), +++ (grave)

4.2.3. Técnicas de extracdo de DNA (desenvolvidas no Laboratdrio de Investigacédo
de doengas infecciosas por técnicas de Biologia Molecular do Departamento de Clinica
Meédica)

a) Extracdo de DNA do material a fresco (técnica descrita por Rogers et al., 1990, com

algumas modificagdes):
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Para digestdo da amostra, foi colocada secgdo de 3 a 7mm de tecido ndo fixado, ja
macerado, dentro de um tubo estéril (eppendorf) de 1,5 ml. Apds adigdo de 190ul de
solugdo contendo 0,1M de Tris-HCI (pH igual a 7.5), 1% de SDS e 10ul de uma solugio
contendo 10mg/ml de proteinase K, o material foi incubado, em banho-maria, a 55 C, por 3
horas. Em seguida, foi feita extragdo de DNA com fenol-cloroférmio, acrescentando 200l
de fenol e agitando com auxilio de agitador tipo vortex. A seguir, adicionaram-se 200ul de
cloroférmio-alcool isoamilico (24:1) com nova agitagdo para, depois, proceder-se a
centrifugagdo por 1 minuto a 14000 rpm. O sobrenadante foi transferido para outro tubo e
foram acrescentados, novamente, 200ul de cloroférmio-dlcool isoamilico (24:1) com
posterior agitacdo e centrifugac@o por 1 minuto a 14000 rpm. Para a precipitagdo do DNA,
o sobrenadante foi transferido para outro tubo e acrescentados 25ul de acetato de sédio 3M
e 900ul de etanol 100% gelado (conservado a — 20 °C). O material foi, entdo,
homogeneizado e incubado a — 70°'C por 30 minutos e, a seguir, centrifugado por 15
minutos a 15000 rpm. Para finalizar, o sobrenadante foi descartado e o precipitado deixado

secar para, em seguida, ressuspendé-lo com agua estéril.

b) Extra¢do de DNA dos fragmentos embebidos em parafina (técnica descrita por
Latchman, 1995, com algumas modificagdes):

Para essa técnica, foram utilizados- 10 cortes de 5 micra cada, em tubo para
microcentrifuga tipo eppendorf (1,5ml). Para retirar a parafina, foi adicionado, a cada uma
das amostras, 1 ml de xileno, agitando-as e deixando-as descansar por 3 a 5 minutos.

Em seguida, as amostras foram centrifugadas por 5 minutos, desprezando-se o
sobrenadante logo ap6s. Os passos anteriores foram repetidos mais uma vez. A fim de se
retirar o xileno, foram adicionados 500pl de etanol a 100% ao material decantado com
posterior centrifugag@o por 5 minutos a velocidade de 14000 rpm. Descartado o etanol a
100%, adicionaram-se 500ul de etanol a 95% com nova centrifugag@o por 5 minutos a
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14000 rpm. Apds essa etapa, descartou-se o etanol 95% e foi acrescentado, ao material
decantado, etanol a 70% com posterior centrifugagdo nas mesmas condi¢des e descarte do
etanol 70%. O material decantado foi seco por 5 minutos, em temperatura ambiente.

Apés a secagem, o material foi ressuspendido em solugdo de proteinase K
(20mg/ml) e solucdo tampao (50mM Tris; 0,5% SDS; ImM EDTA; 4gua estéril) e levado
ao banho-maria a 55° C durante toda a noite.

Na manhd seguinte, as amostras foram agitadas em vortex para, entdo, proceder-se a
extragdo do DNA com fenol/cloroférmio. Adicionaram-se 430ul de fenol a cada amostra
com homogeneizagdo por 5 minutos e posterior centrifugagdo por 15 minutos a 14000 rpm.
Transferido o sobrenadante para outro eppendorf, adicionaram-se 215ul de fenol + 215ul
de cloroférmio com homogeneizagdo por 5 minutos. Apos centrifugagdo por 15 minutos, a
14000 rpm, o sobrenadante foi transferido para outro eppendorf, sendo essa etapa repetida
uma segunda vez.

Na sequéncia, foram acrescentados 40ul da solugdo cloroférmio + alcool
isopropilico (24:1) e homogeneizada a mistura por 5 minutos com subsegiiente
centrifugacdo por 15 minutos a 14000 rpm. O sobrenadante foi colocado em novo
eppendorf e homogeneizado com 75ul de acetato de amoénio 10M + 750ul de etanol a
100%. A amostra foi, entdo, levada ao freezer por, pelo menos, 1 semana.

Retiradas as amostras do freezer, a;s.mesmas foram centrifugadas por 30 minutos a
12000 rpm. O sobrenadante foi descartado e o precipitado foi lavado com etanol a 100%
gelado, cuidadosamente. Apds secagem das amostras em temperatura ambiente, foram
adicionados 50pl de agua estéril, 10uM Tris (pH=8) ¢ ImM EDTA. O material foi estocado
a -20°C até sua utilizacdo para a reagao de amplificagdo do DNA.

Porém, apos varias tentativas, com modificagdo de reagentes e concentragdes dos
mesmos, nio se obteve resultado com relagdo a amplificagdo do DNA. Ao submeter as

amostras ao espectrofotometro, a leitura de DNA foi igual a zero. J4 € descrita, na literatura
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(SOGUERQO et al., 2000), a dificuldade em se extrair DNA de material arquivado devido ao
uso da parafina, pequeno tamanho do fragmento e tempo de estocagem do mesmo. Devido
a esse problema, optou-se pela compra de kif comercial para extragio, pois achava-se que o

problema estava na extragdo do material.

¢) Extracdo de DNA com utilizagdo de Kit comercial (DNeasy - Qiagem)

Devido a essas dificuldades, foi necesséario recortar todos os blocos novamente e
submeté-los a extragdo de DNA com utilizagdo de Kif comercial.

Para esse procedimento, foi colocada pequena por¢do (ndo mais do que 25 mg) de
tecido fixado em parafina em tubo de 2ml eppendorf e adicionados 1200yl de xileno com
agitagdo em vortex. Apos centrifugagio em velocidade total por 5 minutos, em
temperatura ambiente, foi removido o sobrenadante, com pipeta, tendo-se o cuidado de ndo
remover o precipitado. Em seguida, adicionaram-se 1200ul de ETOH 100% para remogao
do xileno residual com agitagdo delicada em vortex e posterior centrifugacdo nas mesmas
condig¢des. O etanol foi removido e essa etapa foi repetida mais uma vez.

O precipitado foi incubado, em eppendorf aberto, a 37C por 10-15 minutos para
evaporagdo do etanol. Em seguida, foi ressuspendido em 180pl de buffer ATL e
acrescentados 20ul de proteinase K com homogeneizagio e incubacdo a 55 C até o tecido
estar completamente lisado.

Apbs a lise do material, agitou-se 0 mesmo por 15 segundos e foram adicionados
200ul de buffer AL a amostra com homogeneizagdo e incubagio a -70 C por 10 minutos.
Acrescentaram-se 200 ul de etanol 100% & amostra, com homogeneizagio para aplicagdo
do material a mini-coluna a qual estd situada no tubo de 2 ml. Centrifugou-se por ! minuto
a 8000 rpm e o filtrado foi descartado junto com o tubo coletor. A mini-coluna foi colocada

em novo tubo e adicionaram-se 500ul de buffer AW1 com centrifugagio por 1 minuto a
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8000 rpm. O filtrado foi, entdo, descartado junto com o tubo coletor e a mini-coluna foi
transferida para novo tubo com adi¢do de 500pl de buffer AW2 e centrifugagdo por 3
minutos em velocidade total, para secar a membrana do Kit. Esse passo da centrifugacao
garantiu gue nenhum etanol residual seja carreado durante a elui¢do seguinte.

Seguindo a centrifugagio, removeu-se a mini-coluna colocando-a em tubo eppendorf
e foram pipetados 100ul de buffer AE diretamente na membrana. O material foi incubado a
temperatura ambiente por 1 minuto e centrifugado por 1 minuto a 8000 rpm. Essa etapa foi

repetida uma segunda vez.

4.2.4. Técnica da amplificag@io génica pela reagdo em cadeia da polimerase

a) Detecgdo do gene da p-globina:

A amplificagdo do fragmento do gene da B-globina humana evidencia a viabilidade
do DNA da amostra e funciona como controle da reagdo de PCR. A ndo amplificagdo desse
gene demonstra que 0 DNA presente na amosira avaliada ndo ¢ viavei e, portanto, deve ser
excluido da reacdo. Essa amplificagio seguiu a metodologia descrita por SAIKI ef al
(1985), com algumas modificagdes. O produto amplificado foi usado como controle interno
da reagdo. O fragmento obtido indicou presenga de DNA e as condigdes da reagao foram as
mesmas descritas para o CMV. Os primers utilizados na primeira reagdo foram P3 e P5 e,

para a segunda reacgfio, P3 e 109 (tabela 1).
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Tabela 1. Seqiiéncia dos primers utilizados para a detec¢éo do B-globina.

Primer Seqiiéncia
P3 AGA CAG AGA AGACTCTTG
PS5 TCATTC GTC TGT TTC CCA TTC
109 CCCTTCTTC CTA TGA CAT GAA CTT AAC CAT

Extraido de GRIGNOLI, 1999.

Foram realizados 35 ciclos em termociclador (Robocycler 40 — Stratagene). Os
ciclos foram precedidos de um periodo de desnaturagdo inicial de 94°C durante 5 minutos e,
no final, foram sucedidos por um periodo de 7 minutos a 72'C para extensio final. Para a
primeira reagdo, cada ciclo compreendeu:

Paraa | reagdo, cada ciclo compreendeu:

= desnaturacdo por aquecimento (figura 2): 94°C por 1 minuto (separa a fita dupla o DNA

em duas fitas simples)
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* hibridizagdo (figura 3)- Ligacao do iniciador ou primer ao alvo: 55'C por 45 segundos a

1 minuto

FIGURA 3. Hibridizagdo do DNA

»  extensdo (figura 4): sintese do DNA pela Tag polimerase -72°C por 1 minuto

FIGURA 4. Extensdo do DNA

Para a dupla-PCR ndo houve alteragdo no ciclo de amplificagdo. Uma aliquota da
amostra (5 ul) foi submetida a eletroforese em gel de agarose a 2% previamente corado

com brometo de etidio e visualizada em luz ultravioleta. Nas amostras positivas foi
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observado um fragmento de 257 pares de bases, correspondente ao gene da 3-globina.

Em diversas amostras de materiais antigos e biopsias realizadas por agulha, ndo foi
possivel amplificagdo desse fragmento, mesmo tendo-se efetuado a extragdo do DNA
por meio de Kir comercial. Ja se tem noticia da dificuidade de ampiifica¢do de espécimes
muito antigas ou aquelas fixadas sob condi¢Ses desfavordveis poderem neccessitar de
primers que gerem produtos de amplificacio geralmente menores (GREER er o/, 1991).

Por isso foi realizada reagdo nas mesmas condig¢des, porém com utilizagdo de

primers (tabela 2) que amplificam um produto de tamanho reduzido (110 pares de bases):

Tabela 2. Seqiiéncia de primers utilizados para detecgdo da B-globina, com amplificacdo

de fragmento menor.

Primer Seqiiéncia
PCO3+ 5" CCTCTGACACAACTGTGTTCACTAGC ¥
PCO4+ 5' TCACCACCAACTTCATCCACGTTCACC 3'

Seqiiéncia de primers gentilmente cedida pelo Laboratorio de Biologia Molecular da UNESP-
Boiucaiu e exiraida de SAIKI ef of., 1988, com aigumas modificagGes.

Em todas as amosiras foi observado um fragmento de 110 pares de bases.

correspondeiite ao gene P da globina (figura 5).

Casuistica e Métodos
74



3456 789 1011

L= ladder

C+= controle positivo
C-—= controle negativo
1-17= pacientes
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Figura 5. PCR para $-globina com fragmento amplificado de 110 pb

Devido a esses resultados, optou-se por realizar a PCR para B-globina em algumas
amostras extraidas pelo método tradicional do fenol-cloroformio e, surpreendentemente,
obteve-se- amplificacdo dos fragmentos de 110 pares de bases. Evidenciou-se, desta
maneira, que o problema real estava na obtencio do fragmento devido a fragmentacio do

DNA do material embebido em parafina e ndio no método de extragdo.

b) Detecgdo do citomegalovirus

Apés a extragdo, procedeu-se a realizacdo da dupla amplificagdo génica (PCR ¢
duplo-PCR). A reagdo seguin 0 método descrito por SAIKI ef al. (1985), SHIBATA ez al.
{1988) e DEMMLER et al. (1988) com algumas modificagdes.

Para cada reacio utilizou-se 0,5 a 1,0ul do DNA a ser estudado (obtido do fragmente
hepético apés exiragio conforme descrito anteriormente) em um volume total de 20 ul por

reagdo contendo 50mM de cloreto de potassio, 10mM de Tris (pH= 8,4), 3,0 mM de cloreto
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de magnésio, 0,lmM de cada primer do CMV (MIE4 e MIES para a 1 reacho- primers
externos e IEl e IE2 para a dupla-PCR- primers internos), 200 mM de cada
desoxirribonucleotideo (dATP, dGTP, dCTP e dTTP) e 2-4 unidades da enzima Tag DNA
polimerase. Foi utilizada agua para completar o volume total da rea¢do. A mistura foi
coberta com 1 gota de Oleo minerai.

Os primers utilizados, bem como o comprimento dos produtos amplificades, podem
ser vistos na tabela 3.

Foram realizados 35 a 40 ciclos de amplifica¢do para cada amostra em termociclador
(Robocycler 40 — Stratagene). Os ciclos foram precedidos de um periodo de desnaturagio
inicial de 94'C durante 5 minutos e, no final, foram sucedidos por um periodo de 7 minutos
a 72'C para extensio final. Para a primeira reagio, cada ciclo compreendeu:

s desnaturagdo: 94°C por 45 segundos a | minuto;
= hibridiza¢dio: 54 C por 45 segundos a 1 minuto;
= extensdo: 72'C por 1 minuto.

Para o dupio PCR uiilizou-se uma aliquota de 0,5 a i,0pi do DNA ampliificado na
primcira reagdo que foi submetida a nova amplificagdo com o par de primers internos. Ndo
houve alteracdo no ciclo de amplificagdo.

Apos a realizacdo do duplo PCR, colocou-se uma aliquota da amostra (5 ul) que foi
submetida a eletroforese em gel de agarose a 2% corado com brometo de etidio com
posterior visualizagdo do fragmento em luz ultravioleta. Marcadores de peso molecular
foram incluidos em cada gel. Nas amostras positivas, foi observado um fragmento de DNA
com 159 pares de bases; por outro lado, nenhum fragmento foi amplificado nas amostras
negativas. Para cada reagdo do CMV, utilizou-se, como controle positivo, fluido de
fibroblastos contendo a cepa AD 169 e, como controle negativo, foram utilizados reagentes

S€m a cepa.
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Tabela 3. Seqii€ncia dos primers utilizados para a detecgao do CMV.

Primers Seqiiéncia Comprimentos dos produtos
amplificados
MIE4 CCA AGC GGC CICTGA TAA CCA AGC C 435

MIES CAGCACCATCCTCCTCITCCTCTIGG

IE1 CCA CCC GTG GTG CCA GCT CC 159
IE2 CCC GCT CCT CCT GAG CACCC

Seqiiéncia de primers descrita por SHIBATA et a/.,1988 e DEMMLER et a/., 1988
MIE= major immediate-early antigen (regido do CMV cepa Towne)
IE= immediate-early antigen

4.2.5. Normas aplicadas para evitar contaminagdo (KWOK & HIGUCHI, 1989):

Com a finalidade de se evitarem problemas de contaminacdo das reagdes, o que
levaria a resultados falso-positivos, foram tomados os seguintes cuidados:
* normas e procedimentos para limpeza e assepsia de vidrarias, pipetas e

ambiente de trabalho foram estabelecidas;

% o ambiente onde ocorreu a extracdo do DNA foi diferente do ambiente
utilizado para a PCR;
. as amostras foram manipuladas em bancada com fluxo laminar para tornar o

ambiente estéril;

@ eletroforese em gel de agarose foi realizada em outro ambiente;
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. ponteiras e tubos (eppendorfs) novos e estéreis foram utilizados para

aliquotar as amostras, foram utilizadas ponteiras com filtro;

. rapida centrifugacdo para evitar a dispersdo do contetido por aerossol foi
realizada antes da abertura de todos os tubos foi efetuada;

@ trocas constantes de luvas durante o procedimento foram efetuadas.
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5. Resultados
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5.1 Sorologia

A sorologia para pesquisa do CMV foi realizada em 47 pacientes. Destes, 12 pelo
método de reagdio de fixagio de complemento (casos que procuraram o servigo de 1982 a
1991) sendo que 1 (16,6%) apresentou positividade (resultado de 1/4). Trinta e cinco
pacientes realizaram sorologia para CMV pelo método de ELISA sendo encontrados os
seguintes resultados: 12 pacientes negativos, 9 pacientes positivos para IgG e negativos para
IgM e 14 pacientes positivos para ambos o0s anticorpos. O restante nio realizou sorologia. a
maioria por falta de material no servigo. De acordo com esses resultados, os pacientes foram

divididos em seis grupos:

1 8 reagdo de fixag¢do de complemento (RFC) negativa = 11 pacientes;
IL RFC positiva = 1 paciente;

118 ELISA negativo = 12 pacientes;

1v. ELISA IgG+/IgM- = 9 pacientes;

V. ELISA IgG+/IgM+ = 14 pacientes;

VI.  ndo realizaram sorologia= 10 pacientes.

Dos pacientes em que foi pesquisado CMV pela técnica de ELISA, 2 realizaram
pesquisa de CMV na urina, pelo método de PCR, com 100% de positividade (ambos do
grupo V). Um desses pacientes realizou PCR no sangue e antigenemia, sendo ambos
resultados positives e ¢ outro realizou antigenemia com resultado negativo.

A distribui¢do dos pacientes dentro desse grupos, segundo o diagnéstico, pode ser
vista na tabela abaixo.

Resultados
81



Tabela 4. Distribuigdo dos pacientes de acordo com o diagndstico.

AVB AVB + CC CC_ ECD CH TOTAL
Grupo I 9 1 1 0 0 11
Grupo 11 0 0 0 0 i
Grupo 111 11* 0 0 1 0 12
Grupo 1V 9 0 0 0 0 9
Grupo V 11 1 0 1 1 i4
Grupo VI 3 0 2 0 0 10

AVB= atresia de vias biliares extra-hepaticas, CC= cisto de colédoco, ECD= estenose de colédoco distal,
CH= cisto hepatico, * 1 paciente com sifus inversus

5.2 Histologia

Com relagdo ao quadro histologicoe, foi analisado o fragmento hepatico de 33
pacientes € o fragmento do porta-hepatis de 32 deles. No que diz respeito ao porta-hepatis,
dos 32 pacientes avaliados, trés ndo apresentavam quaisquer alteragdes enquanto que, nos
demais, foi visualizada presenca de processo inflamatorio de variados graus de intensidade
{figuras 6-9). Devido a esse achado, o processo inflamatdrio foi classificado em crénico €
ativo e graduado em leve, moderado ¢ grave, conforme visto na tabela 5. As caracteristicas
analisadas no fragmento hepatico podem ser vistas na tabelas 6a ¢ 6b.
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Figura 8. Processo inflamatdrio cronico ativo moderado contende macrofagos e
eosinofilos e presenga de neutréfilos permeando a parede do ducto. (HE-200X)

Figura 9. Processo inflamatério cronico ativo grave - destruigioe ductal completa (HE- 400X)
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Tabela 5. Classifica¢do do processo inflamatorio presente no porta-hepatis.

_Porta-hepatis Fregiiéncia Porcentagem
Normal 3 9,38%
P.C.L. 7 21,88%
PCM 4 12,5%
P.CAL 4 12,5%
PCAM 8 25%
PCAG 6 18.75%

P.C.L.= processo cronico leve; P.C.M.= processo cromice moderade; P.C.A L= processo cronico ative leve;
P.C.A.M_= processo crdnico ativo moderado; P.C. A.G = processo codnico ativo grave

Tabela 6a. Freqiiéncia das caracteristicas analisadas no fragmento hepatico, classificadas em

leves, moderadas e graves.

0 l z 3
Fibrose portal 0 11 28 14
Presenca de septos 3 g 27 iy
Prolifera¢do de ductos 2 6 27 18
Colestase 0 & 29 18
Colangite 38 9 6 0
Siderose 46 ? 0 0

0= ausente; 1= leve, 2= moderada, 3= grave

Tabela 6b. Freqii€éncia das caracteristicas analisadas no fragmento hepatico, classificadas em

presentes ou ausentes.

Presente Ausente
Presenca de nodulos J2* 21
Transformacio de células gigantes 35 18
Presenca de eosinofilos 38 15
Metaplasia mieloide 19 34
Inclusdo citomegalica 0 53
Microabscessos 0 53
*>50% em 11 e <350% em 21
Resultadas
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5.3 Pesquisa pela PCR

A PCR foi realizada no fragmento hepé?ico g{ou) porta-hepatis de acordo com a
disponibilidade das amostras arquivadas. O CMV foi pesquisado, pela técnica de PCR, em
51 fragmentos hepaticos, sendo positivo em 12 (23,53%) ¢ em 23 fragmentos de porta-
hepatis, com resuitado positivo em 9 (39,13%). A concordancia entre os dois, ou seja,
apresentar resultado negativo ou positivo em ambos os fragmentos, foi considerada boa
(coeficiente kappa= 0,51), mas alguns casos apresentaram discorddncia. Dois pacientes
apresentaram CMYV positivo, pela PCR, no fragmento hepatico e CMV negative no porta-
hepatis e trés criangas apresentaram CMV positivo, pela PCR, no fragmento do porta-hepatis
e CMV negativo no fragmento hepatico. Os resultados individuais da pesquisa do virus por
PCR, bem como os resultados da sorologia sdo apresentados na tabela 7, em Anexos.

A freqiiéncia geral de positividade para o CMV. pela PCR, em nossa casuistica foi de
29.8% (17/57), considerando o resultade positivo em um dos dois fragmentos. O resultado de
alguns pacientes pode ser visto nas figuras abaixo.

{= Ladder {marcador de peso molecular)
2= Controle positivo

3= Porta-hepatis do paciente A

4= Fragmento hepatico do paciente A

5= Fragmento hepatico do paciente B
6-7= Pogos vazios

8= Controle negativo

1= Ladder {marcador de peso molecular}

2= Controle positivo

3= Porta-hepatis do paciente A (CMV-)

4= Fragmento hepatico do paciente A (CMV+)
5= Fragmento hepatico do paciente B (CMV+)
&= Urina do paciente B (CMV+)

7= Pogo vazio

8= Controle negativo

FIGURA 11. PCR para CMV
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Os resultados positivos para a PCR comparados a sorologia nos diferentes grupos

podem ser vistos na tabela abaixo:

Tabela 7. Resultado positivo da PCR para CMV (hepatico ou porta-hepatis) nos diferentes
grupos.

GI GI GIO GIV GV GVI

La
|5 ]
o
B

e s

G 1 (Grupo I)= RFC negativa = 11 pacientes; G II (grupo )= RFC positiva = 1 paciente;

G III {grupo HI= ELISA negativo = 12 pacientes, G IV (grupo IV)= ELISA IGG+/IgM-= 9 pacientes
G V (grupo V)=), ELISA IgG+/IgM+ = 14 pacientes; G VI (grupe V1)= ndo realizaram sorologia=

10 pacientes

5.4 Correlagio da PCR com a sorologia

Para avahar a acuracia da sorologia (RFC ¢ ELISA), os dados foram analisados de
duas maneiras. Primeiramente, optou-se por correlacionar os resultados da PCR (positiva ou
negativa) com a sorologia levando-se em consideragdo que, os pacientes pertencentes ac
grupo 1V (ELISA IgG+/1gM-) seriam considerados como sorologia negativa, uma vez que a
presenga do anticorpo IgG poderia ser apenas passagem ftransplacentaria. Num segundo
momento, a correlagdo foi realizada exciuindo-se o grupo IV. Em nenhuma das duas
correlagbes foi observada boa acuracia da sorologia. Quando o grupo IV foi excluido,
observou-se aumento na sensibilidade ¢ no valor preditivo negativo, porém houve
diminuigdo da especificidade. A acuracia foi 2 mesma em ambas as avaliagdes.

Quando avaliada a acuracia da sorologia apenas pelo método de ELISA, aplicando-se
0 mesmo raciocinic acima, houve aumento da sensibilidade, porém diminucio da

especificidade e da acuracia (tabela 8).
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Tabela 8. Avaliacdo da sensibilidade, especificidade, acuracia, valor preditivo positivo, valor
preditivo negativo ¢ coeficiente kappa da sorologia pelo método de ELISA. com inclusio e
exclusdo dos pacientes do grupo IV.

S E VP+ VP- A X
R e . e e
Com Grupo IV 546% 61.9% 42 9% 722% 594% 0.15
Sem Grupo IV 75% 50% 42.9% 80% 583% 021

S= sensibilidade; E= especificidade; A= acuracia; VP+= valor preditivo positivo;
VP- = valor preditivo negativo; k= coeficiene kappa

5.5 Correlaciio da PCR com a histologia

O resultado da PCR também foi correlacionado com os achados histologicos.
Analisaram-se, separadamente, através do teste exato de Fisher, as caracteristicas avaliadas
no fragmento hepatico e o processo inflamatério encontrado no fragmento do porta-hepatis e
ndo se notou correlagio estatisticamente significativa com nenhum dos achados.

As caracteristicas dos pacientes com PCR positiva para 0 CMV podem ser vistas na
tabela 8 da segdo Anexos.

5.6 Pesquisa de DNA do CMYV nos controles

Como controles negativos foram avaliados pacientes com colestase neonatal ndo
relacionada ao CMV. Foi realizada PCR para pesquisa d¢ CMV no tecido hepatico de 9
pacientes (1 com hepatotoxicidade por droga, 2 com deficiéncia de alfa-1-antitripsina, 2 com
galactosemia, 1 com fibrose cistica, 1 com fibrose hepatica congénita, 1 com hepatoblastoma
¢ 1 com doenga metabdlica sem causa definida). Nao foi encontrado CMV em nenhum dos
pacientes.
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6. Discussdo
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A ictericia neonatal representa um dilema diagnostico e ¢ de importincia o
conhecimento de sua causa, quer seja colestase intra-hepatica ou extra-hepatica.
Infelizmente, em uma pequena porcentagem de casos ndo ha resolugio desse dilema com
base nas caracteristicas clinicas, laboratoriais, histolégicas e de imagem. Isso se deve, em
grande parte, ao limitado nimero de respostas, quer fisiologicas ou anatdmicas, que
estruturas interdependentes (hepatocitos, arvore biliar intra- e extra-hepatica) sdo capazes de
expressar frente a uma variedade de agressbes. Além disso, a lesio pode ser muito
semelhante em 10-15% dos casos, seja a causa intra- ou extra-hepatica (ROY, 1995).

Muitos avangos tém sido obtidos com relagio ac diagnostico, tratamento e
consequente prognostico, da AVB e de outras causas de colestase extra-hepatica, porém,
apesar de uma infinidade de estudos sobre o assunto, as bases etiopatogénicas da doenga
ainda permanecem desconhecidas.

Dentre as varias agressdes que podem estar envolvidas, uma participaco viral tem
sido aventada. Dentre os virus em pesquisa, o citomegalovirus foi encontrado em associagio
com AVB por varios autores (LURIE ef al., 1987, HART et al., 1991; TARR er al., 1996;
FISCHLER et ai., 1998; DOMIATI-SAAD et al., 2000) utilizando wvarios métodos
diagnésticos, inclusive a PCR. Por outro lado, outros autores nio conseguiram encontrar
correlagio (CHANG et al., 1992; JEVON et al., 1999).

Quanto as outras causas de colestase obstrutiva (cisto de colédoco, estenose congénita
do ducto bihiar comum distal e possivel compressdio extrinseca), apenas o cisto de colédoco
tem sido avaliado quanto a provavel associagio com virus € o nico virus pesquisado foi o
reovirus. Sokol et al. (1991) ndo encontraram positividade para o reovirus tipo 3 nos
pacientes avaliados (29 com AVB, 1 com cisto de colédoco) e Tyler er al. (1998)
encontraram positividade em 7 de 9 criangas com cisto de colédoco. Ambos os trabalhos
utilizaram a técnica da PCR. O presente trabalho é o primeiro, na Literatura, a pesquisar o
CMYV em outras causas de colestase neonatal extra-hepatica, além da AVB. Evidenciou-se,
dessa forma, positividade para CMV no paciente com cisto hepatico (IgG+/IgM+, PCR+),
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em um paciente com estenose de colédoco distal (IgG+/IgM+, PCR+) e em um paciente com
cisto de colédoco associado a AVB (RFC-, PCR+).

Nessa casuistica, por meio da avaliagdo soroldgica, obteve-se uma freqiéncia de
positividade de 31,9% (15 pacientes em 47 - 1 por RFC e 14 pelo método de ELISA,
considerando a positividade para o anticorpo da classe IgM). Excluindo-se os pacientes que
realizaram pesquisa de CMV pela RFC, uma vez que a mesma apresenta baixa sensibilidade
(COSTA, 1999), a freqiiéncia de positividade foi de 40% (14 pacientes positivos em 35).
Considerando a pesquisa do CMV no fragmento analisado pela PCR, a freqiéncia de
positividade foi 29,8%. Dessa forma, observou-se uma alta freqiiéncia de sorologia positiva
do tipo IgM pelo método de ELISA e de pesquisa positiva no tecido de pacientes com
colestase neonatal extra-hepatica.

Conforme observada na tabela 8, a acuracia da sorologia foi baixa, nio alcangando
60%. Quando se comparam métodos diagnésticos, ha necessidade de realizagfio da coleta na
mesma €poca, preferencialmente no mesmo dia. Nesse estudo, a mediana da época da coleta
da sorologia, pelo método de ELISA, em relagdo a realizagio da bi6psia hepatica foi de 8
dias e, provavelmente, isso ndo teria influéncia sobre os resultados obtidos.

Na verdade, a baixa acuracia ndo significa erro diagnéstico causado pela soroiogia,
excegdo provavelmente feita aos pacientes do grupo III. Com o objetivo de se avaliar a
capacidade de a sorologia detectar a infecgdo ativa pelo CMV, a correlagio deveria ser feita
com a PCR no sangue. Porém, a correlagdo, nesse estudo, esta sendo feita com os fragmentos
hepatico € de porta-hepatis. Essa correlagio tem a finalidade de alertar que ndo se pode
concluir, de forma indireta (ou seja, por meio de sorologia positiva), que o virus seja o
responsavel pela colestase.

Quando se analisam os 14 pacientes com sorologia IgM positiva (grupo V),
verificam-se que apenas seis apresentaram PCR também positiva no fragmento analisado.
Isso pode demonstrar que oito pacientes apresentam infecgdo ativa pelo CMV, porém a
colestase ndo deve ser secundaria a essa infecgiio, o que implicaria necessidade de completar
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a investigagio para colestase. Em muitos casos, a sorologia positiva para o CMV atrasou o
encaminhamento do caso ao servigo, pois foram interpretados como hepatite neonatal
secundaria a infecgdo viral. Torna-se de fundamental importéincia a divulgagio desse achado,
uma vez que a grande maioria dos pediatras inicia a investigagdo dos quadros de colestase
pela pesquisa de agentes infecciosos € a suspende quando da presenga de sorologia positiva.

Outro fator a ser considerado para os pacientes com IgM positivo € PCR negativa,
seria a possibilidade de o IgM ser um resuitado falso-positivo. Sabe-se que resuitados faiso-
positivos podem ser secundarios a4 presen¢a de fator reumatéide (IgM do recém-nascido
contra IgG materno) ou a reagdo cruzada com outros herpesvirus (STAGNO, 1995). O
radioimunoensaio de fase solida é consideravelmente melhor, com 89% de sensibilidade e
100% de especificidade no diagnéstico da infecg@io congénita pelo CMV. A magnitude da
resposta imune fetal foi relacionada a doenga, visto que os pacientes sintomaticos
apresentavam os titulos de IgM mais altos (GRIFFTHS ez al. 1982). Stagno er al. (1985)
encontraram cerca de 70% de sensibilidade e, aproximadamente 95% de especificidade na
detecgdo de infecgdo congénita, utilizando o IgM-ELISA. Com o radioimunoensaio, a
especificidade foi de 100% e sensibilidade de 89%. Nielsen et al. (1987) relatam que o
diagnéstico de infecgdo congénita pode ser melhorado com a pesquisa dos anticorpos IgM e
IgE por meio do ELISA-captura. Até que a pesquisa do anticorpo IgM seja melhor
aperfeigoada para uso geral, por meio de um método rapido, viavel e definitivo, os clinicos
deveriam utilizar mais de um método para auxiliar no diagnéstico (STAGNO, 1995).

Com relagio aos nove pacientes do grupo IV (IgG+/IgM-), trés apresentavam PCR
positiva para CMV. A presenca do IgG pode representar passagem transplacentiria do
anticorpo IgG matermo (podendo o lactente estar infectado ou ndo). Diante desse perfil
soroldgico, o clinico, além de completar a investigagdo, deveria preocupar-se em repefir a
sorologia pela possibilidade de aparecimento do IgM numa coleta posterior, caso o lactente
esteja infectado. Outra possibilidade seria a titulagdo dos niveis de IgG, pois ja é conhecido
que esse anticorpo podera estar presente na crianga até os 9 meses de idade, porém ha queda
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na titulacao desde o primeiro més de vida. No caso de infecgiio congénita ou perinatal, os
niveis de IgG permanecem elevados (SANTOS & IAZZETTI, 2000). Levando-se em
consideragdo os pacientes com PCR positiva, a auséncia do anticorpo IgM poderia evidenciar
um resultado falso-negativo. Resultados falso-negativos podem ser secundarios 4 competigio
entre os altos niveis de anticorpos IgG maternos e os niveis de IgM fetal, relativamente
baixos (STAGNO, 1995). A concentragio de IgM no sangue de cordio é semelhante em
neonatos de termo e prematuros. No periodo pos-natal, frente a um estimulo antigénico, os
niveis se elevam rapidamente no decorrer do primeiro més de vida para entio, aumentarem
gradualmente. Por volta de um ano de idade, os valores atingem, aproximadamente, 60% dos
valores do adulto (LEWIS & WILSON, 1995). Entdo, apesar de ¢ neonato apresentar
elevagdo dos niveis de IgM, a mesma pode ndo ser detectada pelos métodos usualmenie
empregados. Portanto, a auséncia do IgM ndo afasta o diagnostico de infecgdo,
principalmente congénita e outros testes deveriam ser realizados para confirmagio
diagndstica.

Considerando-se o grupo III (ELISA negativo), também obteve-se positividade em
trés dos 12 pacientes. Entdo, um resultado sorolégico negativo nio afastaria o diagnéstico de
infecgdo, podendo ser compiementado com outros métodos, como ja exposto acima. No
entanto, nio se pode descartar contaminacdo das amostras, apesar da baixa probabilidade
dessa hipétese devido aos cuidados j4 descritos com relagio 4 extragio e reagio de PCR e
devido a0 uso do duplo PCR. Esse método promove um aumento da eficiéncia devido & mais
rapida e completa desnaturagio dos produtos da primeira reagio. Assim, eliminam-se os
possiveis resultados falso-positivos. Também, minimizam-se possiveis resultados falso-
negativos pelo aumento da sensibilidade e especificidade obtidas com as duas amplificagdes
(PORTER-JORDAN, 1990).

Considerando a técnica de amplificagio do DNA por meio da PCR, a dificuldade
apresentada foi secundiria ao fato de os tecidos estarem embebidos em parafina. Nenhuma
dificuldade ocorreu com a extracdo do DNA do tecido a fresco. Ja foi colocado que
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especimes muito antigos ou aqueles fixados sob condigdes desfavoraveis podem necessitar
de primers que gerem produtos de amplificagio geralmente menores (GREER et af., 1991).
Com a utilizagdo de primers da B-globina que amplificam um fragmento de 110 pares de
bases, obteve-se amplificagio de quase todas as amostras. Portanto, conclui-se que a extragio
convencional com fenol-cloroformio continua valida, ndo havendo necessidade do uso de Xit
comercial que € bastante oneroso. Outra vantagem da utilizagdo desses primers da B-globina
foi a ndo necessidade de realizagdo do duplo PCR. Com isso, houve maior rapidez nos
resultados e, novamente, menor gasto com material.

Quanto aos achados histoldgicos relacionados a presenga do CMV, podem ser
encontrados corpos de inclusio citomegalica nas células hepaticas, epit€lio do ducto biliar e
endot€lio vascular, mas sua presen¢a nio ¢ essencial para o diagnéstico (LURIE er al.,
1987). Outro marcador conhecido € a presenga de microabscessos. Embora a histologia seja
um metodo relativamente confidvel, sua sensibilidade é 2 a 6 vezes menor que o isolamento
viral. A especificidade € alta, mas as inclusdes podem, ocasionalmente, ser confundidas com
incluses causadas por outros herpesvirus ou adenovirus (WONG & WARNER, 1962;
MACASAET et al., 1975). Nesse estudo, nenhum paciente apresentou células de inclusdo
citomegalica nem presenca de microabscessos no parénquima. A falta desse achado também
foi notada por outros autores (HART ef af., 1991; CHANG et dl.,, 1992; TARR et al., 1996:;
JEVON er al., 1999). Infelizmente, ndo houve correlagdo estatisticamente significativa entre
as caracteristicas avaliadas no fragmento hepatico e o processo inflamatério encontrado no
fragmento do porta-hepatis e o resultado positivo da pesquisa do CMV pela PCR.

Ao analisarem-se, separadamente, os fragmentos hepatico e de porta-hepatis, notou-
se boa concordincia entre ambos. Porém, alguns casos apresentaram discordincia. Dois
pacientes apresentaram CMYV positivo, pela PCR, no fragmento hepético e CMV negativo no
porta-hepatis. Em ambos, a banda representativa do DNA do gene da j-globina no fragmento
do porta-hepatis foi considerada fracamente positiva, enquanto que a banda do fragmento
hepatico foi considerada fortemente positiva. Entdo, provavelmente, pode tratar-se de um
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resultado falso-negativo pela qualidade do DNA da amostra. Trés pacientes apresentaram
CMV positivo, pela PCR, no fragmento do porta-hepatis ¢ CMV negativo no fragmento
hepatico, mesmo apds repetirem-se as reagdes. Dois desses pacientes apresentavam sorologia
positiva (IgG+/IgM+) e banda da f-globina de forte intensidade e um deles apresentava RFC
negativa € banda de intensidade fraca. Nesses casos, ndo ha possibilidade de se relacionar o
resultado negativo com a qualidade do DNA. Apesar de nio ter sido realizada a tipagem da
cepa do CMV, ndo se pode descartar a hipotese da existéncia de cepas com afinidade por
ductos ou hepatocitos e de cepas com diferengas em sua viruléncia. No estudo de Hart ef al.
(1991) sdo apresentados os casos de gemelares dizigéticos prematuros infectados
congenitamente pelo CMV, sendo que o gemelar A desenvolveu hepatite neonatal com
resolucdo espontinea € o gemelar B evoluiu com AVB e malformagdes associadas. Estudos
posteriores deveriam ser realizados para auxiliar nessa questio.

Nao se pode assegurar que 0 CMV detectado esteja dentro dos hepatécitos e{ou)
células dos ductos biliares ou se, simplesmente, esteja circulando no plasma ou nos
leucéeitos, pois ndo foi possivel a realizagio da hibridizagdo in situ para este fim. No
entanto, encontrou-se o virus no tecido hepatico e porta-hepatis de pacientes com sorologia
negativa ¢ com positividade apenas para o anticorpo da classe IgG (grupos III e IV). Esse
achado leva a acreditar que o virus possa estar presente nas células hepaticas e{on)
ductulares.

Encontrou-se, no presente estudo, positividade de 29.8% de detecgio de CMV, pela
técnica de PCR, nos pacientes com colestase neonatal extra-hepatica e, apesar do namero
reduzido, nenhum dos controles foi positivo para 0 CMV. Esses achados e os de Fischler er
al. (1998) e Domiati-Saad er al. (2000), indicam que pode haver participagio do
citomegalovirus na etiopatogenia da AVB. Essa hipétese poderia ser testada com um modelo
experimental de indu¢do de AVB por CMV, em animais, utilizando-se a mesma metodologia
empregada por Petersen ef al. (1997).

Por outro lado, Chang eral (1992) e Jevon et al. (1999) ndo encontraram
participacdo do CMV na etiopatogenia da AVB. No trabalho de Jevon et al., foram avaliados
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os fragmentos hepaticos de 12 lactentes com AVB, numa populagio canadense, nio sendo
encontrado CMV em nenhum deles. Uma provavel explicagdo seria a diferente incidéncia do
virus nas diversas populagdes, ndo estando afastado o envolvimento viral com o quadro de
colestase, mas sim baixa prevaléncia da infecgdo pelo CMV em determinada populagio.
Chang et al. pesquisaram o CMV em 50 lactentes com hepatite neonatal, 26 com AVB e 30
controles encontrando positividade no fragmento hepatico de 2 com AVB, 23 com hepatite e
em nenhum controle. Uma possivel explicagdo para esse achado poderia ser o tipo de cepa.
Outra questdo a ser discutida € que os autores utilizam a PCR simples, amplificando um
fragmento de 240 pares de bases. No presente estudo, utilizou-se a PCR-dupla, amplificando
fragmento de 159 pares de bases o que sensibiliza ainda mais os resultados. Dependendo do
nimero de copias de virus e das condi¢des do fragmento, a PCR simples poderia acarretar
um resultado falso-negativo. N3o foi objetivo desse estudo a anilise do CMV em fragmento
hepatico de casos de hepatite neonatal.

Levantou-se a hipétese de que as células do epitélio do ducto biliar funcionem como
cé€lulas apresentadoras de antigenos. O ducto biliar normal expressa antigenos da classe 1 do
MHC mas ndo os da classe [I. Foi demonstrado que o epitélio dos ductos biliares de
pacientes com AVB apresenta expressdo aberrante dos antigenos da classe 11 (KOBAYASHI
et al., 1997).

Recentemente, outros trabalhos envolvendo imunohistoquimica tém sido realizados
evidenciando alieragdes especificas em ductos biliares (BROOME ef al., 1997;
DAVENPORT er al., 2001). Provavelmente, a agressdo do epitélio ductal com consequente
processo atresiante deva ser secundaria a uma resposta imunomodulada a qual pode ser
desencadeada por agressdo de qualquer natureza, inclusive viral. Portanto, o processo final
seria de causa multifatorial.

Em conclusdo, foi encontrada, nesse estudo, uma associagdo entre infecgdo por
citomegalovirus € colestase extra-hepatica. Esse € o primeiro trabalho latino-americano que

pesquisa essa relacdo. Estudos posteriores com maiores casuisticas e, de preferéncia, com
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tipagem da cepa, seriam (teis no esclarecimento dessas questdes. Um modelo experimental
incluindo estudo imunohistoquimico também seria de grande valia.
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7. Conclusées



Através da pesquisa do citomegalovirus em pacientes com colestase neonatal extra-

hepatica, conclui-se que:

1. A frequéncia do CMV, pela pesquisa com PCR, nessa casuistica, foi elevada (29,8%).

o

A sorologia para detec¢do dos anticorpos contra 0 CMV, quando comparada 3 pesquisa
do virus no tecido, pelo método da PCR, foi considerada como método de baixa
acuracia.

3. Nio houve correlagio entre 0 CMV e as alteragdes histopatologicas encontradas nos

pacientes desse estudo.

4. A utilizagio de primers que amplificam um fragmento menor para o gene da B-giobina é

melhor para avaliar a viabilidade do DNA de amostras embebidas em parafina.
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8.Anadlise Estatistica
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A analise estatistica foi realizada pela se¢3o de Estatistica da Comissdo de Pesquisa
da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP, de acordo com FLEISS, 1981 e
FLETCHER et al., 1991.

6.1 Objetivos:

6.1.1. Analise descritiva
6.1.2. Verificar a acuracia da sorologia para CMV utilizande o PCR como
padrao-ouro
6.1.3. Verificar a associag@o entre os resultados da histologia e o PCR
6.2 Metodologia:

6.2.1. Analise descritiva atraveés de tabelas de freqiiéncias

6.2.2. Verificagdo de associagido ou comparagdo de proporgdes através do teste
exato de Fisher

6.2.3. Coeficiente de Kappa como medida de concordincia: valores maiores ou
iguais a 0,75 indicam excelente concordancia; valores entre 0,75 e 0,40 indicam boa
concordincia e valores menores ou iguais a 0,40 ndo indicam concordincia.

6.2.4. Medidas de acuracia: sensibilidade (proporg¢io de individuos com a doenga
que tém teste positivo para a mesma); especificidade (proporgido de individuos sem a doenga
que tém teste negativo para a mesma); valor preditivo positivo (probabilidade da doenca em
um paciente com resultado de teste positivo); valor preditivo negativo (probabilidade de nio
ter a doenga em um paciente com resultado de teste negativo); acuracia (proporgao de todos
os resultados corretos dos testes, tanto positivos quanto negativos).

6.2.5. O nivel de significancia adotado foi de 5%.

6.3 Programa Computacional
Foi utilizado o programa SAS System for Windows (Statistical Analysis System),
versdo 8.2. SAS Institute Inc,, 1999-2000, Cary, NC, USA.
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9. Aspectos Eticos
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O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias
Meédicas da UNICAMP (anexo 2).

Na parte prospectiva do estudo (pacientes que procuraram o servigo apds o inicio do
mesmo) foi elaborado consentimento informado que foi assinado pelo responsavel

concordando com a participagio no presente estudo (anexo 3).
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11.1 - Anexo 1

PROTOCOLO PARA COLETA DE DADOS

L.1dentificacao:

IL.Antecedentes pessoais e obstétricos:

e Matemo: - Pré-natal ( )S ( )N

e Parto:( ) Normal ( )Cesarea ( )Forceps
e Idade gestacional: ( ) Rn de termo ( ) Rn pré- termo
e Peso de nascimento:

e [Intercorréncias neonatais:

I1.Quadre clinico: anotar se Ausente ou Presente e, quando presente, inicio em dias ou
meses. Se n@o houver referéncia no prontuario, deixar em branco.

e Jctericia ( )
e Acolia ou hipocolia fecal ( )
e Coliria ()

e Retardo do desenvolvimento neuromotor ( )
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IV.Exame fisico:

e Pesoatual (1" consulta):................
e Perimetrocefdlico:.........................
e Estatura:...............ooooooo

e Hepatomegalia ( )

e Esplenomegalia ( )

e Linfonodomegalia ( )
e Fundo de olho ( )

* Retardo neuromotor ( )

V.Exames subsidiirios:

¢ Calcificagbes ao Rx de cranio ( )

e Hb:...... 2 | i RO

e Leucdcitos:....................

o Plaquetas:.....ciic.

¢ Bilirrubina Direta:.........

e Bilirrubina Indireta:. .. ..

o AST (TGO)..cciociunacs

e ALT(TGP):oocreennne.

e Fosfatase alcalina:.. ...

LI GG

e SorologiaparaCMV.......................
e Qutras sorologias...........................
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Biopsia hepatica:
1.Presenca de inclusdo citomegélica ()

2 Presenca de microabscessos lobulares ( )
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11.2 - Anexo 2

FACULDAQ_E DE 'CIENCIAS MEDICAS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

B Caixa Postal 6111

13083-970 Campinas-S.P.

® 0__ 197888936

fax 0 __ 19 7888925

=] head.fcm.unicamp.br

PARECER PROJETO N° 232/29

I - IDENTIFICAGAO

Titulo do projeto: DETECCAO DO CITOMEGALOVIRUS EM FRAGMENTO HEPATICO
DE PACEENTES COM ATRESIA DAS VIAS BILIARES EXTRA-HEPATICA POR MEIO
DA REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE.

Pesquisador responsavel: Adriana Maria Alves De Tommaso

V - PARECER DO CEP

O Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP, apos acatar os pareceres
dos membros-relatores previamente designados para o presente caso e atendendo todos os dispositivos
das Resolugbes 196/96 e 251/97, bem como ter aprovado os termos do Consentimento Livre e Esclarecido,

assim como todos os anexos incluidos na Pesquisa, resolve aprovar sem restricoes o Protocolo de Pesquisa
supracitado.

VI - DATA DA REUNIAO
A ser homologado na I Reunido Ordinaria do CEP em 2000

- 4
. Dr. Sebastido Aratijo
VICE P ENTE do COMITE DE ETICA EM PESQUISA

FCM / UNICAMP -
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11.3 - Anexo 3

DECLARACAO DE CONSENTIMENTO
POS-INFORMACAO

TESPONSEvEL DRIGIR T TIOE . o e S s s
declaro estar ciente de que meu(minha) filho(a) € portador(a) de atresia de vias biliares extra-
hepatica para a qual ainda n3o foi descoberta a causa.

Estou ciente de que ele(a) serd submetido a bidpsia hepatica durante o ato cirfrgice,
como parte da rotina, e fui informado{a) de que parte deste fragmento serd encaminhado para
pesquisa do citomegalovirus a qual ndo implicara gasto monetario algum nem riscos a saude
de meu(minha) filho(a) e que serei informado do resultado no momento em que desejar bem
como me foi garantido o sigilo quanto as informagdes.

Responsavel Dra. Adriana M A De Tommaso
(pesquisadora)

Em caso de davidas, entrar em contato pelo telefone 3208-2892 ou 9710-8644
(pesquisadora)
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Tabela 1. Quadro clinico ¢ caracteristicas de exame fisico dos pacientes avaliados

Ictericia Coluria Acolia Hipocolia RDNPM Hepatomegalia Esplenomegalia
N b 2 50 42 11 0 51 31+
“

N= niimero de pacientes; * 30 relatam ictericia desde o nascimento; ** associada a hepatomegalia
RDNPM= retardo do desenvolvimento neuro-psico-motor.

Tabela 2. Resultados de média, mediana e desvio padrio dos indices hematimétricos
(expressos em valores absolutos) e de bilirrubinas, aminotransferases e enzimas ductulares
(expressos em nimero de vezes o limite superior da normalidade).

Variavel N Média Mediana DpP
Hb (g%) 57 10.2 10 1,60
Ht (%) 57 31 31 474
Leu(/mm>) 55 16220 13950 6696,18
BD 54 21 20 9,60
BI 54 4,64 42 2,81
AST 55 6,84 515 472
ALT 55 5,30 3,80 5,11
FALC 49 2 1,80 1.73
vGT 48 15 12,2 12,25

N=total de pacientes; DP= desvio padrdo; Hb= hemoglobina; Ht= hematécrito; Leu= leucocitos:
BD= bilirrubina direta; BI= bilirrubina indireta; AST= aspartato aminotransferase;
ALT= alanina aminotransferase; FALC= fosfatase alcalina; YGT= gamaglutamiltransferase
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Tabela 3. Resultados da presenca e contratilidade da vesicula biliar.

N N&o visualizada Presente e contratil Presente e hipocontratil Hipoplasica

54 32 (59.2%) 3 (5,5%) 4 (7.4%) 8 (14,8%)

Tabela 4. Resultados dos tipos de porta-hepatis dos 50 pacientes submetidos a cirurgia no

SEIvigo.
N  Tipol Tipo 11 Tipo T
33 5 24 4

e e e e e
O restante dos pacientes realizaram a cirurgia sem, no entanto, biopsia do porta-hepatis, pois a mesma é pratica
recente do servigo.

Tabela 5. Resultado de sorologias realizadas nos pacientes para pesquisa de outros agentes.

SOROLOGIA N Negativa IgG+1gM-  IgG+lIgM+
Hepatite A 24 12 12 0
Hepatite B 39 38 0 0
Hepatite C 1 1 0 0
Mononucleose 3 0 3 0
Toxoplasmose = 30 15 0
Sifilis 41 41 0 0
Rubéola 37 23 14 0
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