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Epigrafe

Mesmo quando tudo parece desabar, cabe
a mim decidir entre rir ou chorar, ir ou
ficar, desistir ou lutar; porque descobri,
no caminho incerto da vida, que o mais
importante é o decidir.

(Cora Coralina)
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Resumo

Introducdo: A Doenca Trofobléastica Gestacional (DTG) compreende dois tipos
clinicos: mola hidatiforme (MH) e neoplasias trofoblasticas gestacionais (NTG). A
dosagem do hCG € o parametro mais importante para deteccdo da persisténcia de
trofloblasto ativo na parede do Utero ou em outros locais do organismo. Objetivo:
Comparar concentrag@es séricas do hormoénio hCG em pacientes com DTG utilizando
duas variacbes do método de quimioluminescéncia comercialmente disponiveis em
nosso centro. Meétodos: Este estudo incluiu pacientes com DTG avaliadas e
acompanhadas no Centro de Doencas Trofoblasticas da Faculdade de Medicina de
Botucatu (CDTB) — UNESP, de novembro de 2014 a outubro de 2015. Amostras de
soro das pacientes foram testadas para dosagem de hCG em duas variagcbes do método
de quimioluminescéncia ARCHITECT® i2000 SR e IMMULITE® 2000 Xpi.
Concentracbes séricas de hCG foram comparadas contra a hipdtese nula e a
concordancia clinica foi determinada em dois momentos: admissdo da paciente e
evolucdo pela curva de hCG de acordo com os valores de hCG entre os dois
equipamentos. Resultados: 73 pacientes com DTG foram incluidas no estudo. Destas,
45 tinham MH e remissdo espontanea, enquanto 28 tiveram NTG. Uma boa
concordancia nos valores medios de hCG entre IMMULITE® 2000 Xpi e
ARCHITECT® i2000 SR quando hCG <100 mUI/mL. Para valores de hCG >100
muUI/mL, houve diferenga significativa entre ensaios (p<0,05), com valores medidos
pelo ARCHITECT® i2000 SR sendo maior que aqueles medidos pelo IMMULITE®
2000 Xpi em pacientes com MH e remissdo espontanea ( Immulite = 0.79Architect ; p <
0,01);R2=90% ) e NTG ( Immulite = 0,51Architect ; p<0,01);R2=98%). As
condutas clinicas no momento da admissédo das pacientes foram concordantes em 100%
dos casos [73/73(100%); kappal; p<0,001] e pela evolu¢do da curva de hCG, a
concordancia observada foi de 98% [71/72(98%); kappa 0,93; p<0,001].Concluséo: O
uso do equipamento IMMULITE® é recomendado para monitoramento de pacientes
com DTG, entretanto, ARCHITECT® apresentou desempenho analitico e coeréncia
clinica em relacdo aos resultados de hCG, o que faz deste equipamento uma boa

alternativa.

Palavras-chave: Doenca trofoblastica gestacional, Imunoensaios, hCG sérico
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Abstract

Comparison of two hCG immunoassays commercially available for monitoring
patients with gestational trophoblastic disease

Introduction: Gestational trophoblastic disease (GTD) is a group of disorders spanning
the conditions that range from hydatidiform mole (HM) to gestational trophoblastic
neoplasia (GTN). Determining human chorionic gonadotrophin (hCG) serum levels is
crucial for the early detection and optimal management of GTN. Objective: To
compare serum hCG levels in patients with GTD wusing 2 commercially
available hCG immunoassays. Methods: Serum samples were obtained from patients
with GTD attending the Botucatu Trophoblastic Diseases (Botucatu Medical School,
Sdo Paulo State University- Unesp) from November 2014 to October 2015. Serum hCG
levels were measured with both IMMULITE® 2000 XPi and ARCHITECT® i2000
chemiluminescence tests. Serum hCG levels were compared against the null hypothesis.
Agreement with clinical management was determined by comparing baseline hCG
measures as well as the hCG curves obtained with both assays. Results: Seventy-three
patients with GTD were included in the analysis. Of these, 45 had HM and experienced
spontaneous remission, while 28 had GTN. There was a perfect (zero difference)
agreement in mean hCG levels between IMMULITE® 2000 XPi and ARCHITECT®
i2000 when hCG < 100 mUI/mL. For hCG values greater than 100 mUI/mL, there was
a significant difference between assays (p < 0.05), with levels measured via
ARCHITECT® i2000 being higher than those measured with IMMULITE® 2000 XPi
in patients with spontaneous remission (Immulite = 0.79Architect; p < 0.01); R? = 90%)
and GTN (Immulite = 0,51Architect; p < 0,01); R® = 98%). Baseline test results agreed
in all cases (73/73(100%); kappal;p<0,001] and hCG curve agreement was 98%
[71/72(98%); kappa0,93;p<0,001].Conclusion: IMMULITE® has been the assay
recommended for diagnosing and monitoring patients with GTD. However, our results
suggest that as ARCHITECT® and IMMULITE® show similar performance in
measuring hCG levels and determining clinical management, ARCHITECT® may be

used an alternative.

Keywords: Gestational trophoblastic disease, Immunoassays, serum hCG




1. Introdugcdo




Introdugdo

16

A Mola Hidatiforme (MH) é uma complicacdo da gravidez com potencial para
evolucéo de doenca com comportamento maligno. A MH esta incluida num grupo mais
amplo conhecido como Doenca Trofoblastica Gestacional (DTG) e que compreende,
além da MH, as neoplasias trofoblasticas gestacionais (NTG): mola invasora,
coriocarcinoma, tumor trofoblastico do sitio placentario e tumor trofoblastico
epitelidide. Dois tipos de MH sdo reconhecidos: completa (MHC) constituida,
exclusivamente por vilosidades coribnicas grandes com degeneracdo hidropica e
proliferacdo trofoblastica circunferencial; e mola parcial (MHP), caracterizada pela
presenca do embrido e/ou membranas ovulares e alteracdo focal das vilosidades
coridnicas. Esses dois tipos de MH sdo diferenciados pelos aspectos morfologicos
(macroscopicos), histopatologicos e genéticos (cariotipo) (Garner et al., 2007).

A mola hidatiforme é uma doenca incomum da gravidez, mas representa um
problema importante em termos de salde reprodutiva pela morbidade, mortalidade e
risco de comprometimento do potencial reprodutivo (Smith, 2003). Nos extremos da
idade reprodutiva, o risco de MH é maior, sendo ligeiramente mais elevado para as mais
jovens (1: 378-563 para adolescentes com idades entre 14-17), e significativamente
aumentado para aquelas > 40 anos (1: 423 a 40, 1: 101 a 45) (Savage et al., 2013).

A apresentacdo clinica da MH alterou-se drasticamente nas ultimas décadas, em
decorréncia do diagnostico precoce pela ultrassonografia do primeiro trimestre da
gravidez, associada as técnicas de dosagem de hCG (gonadotrofina coridnica humana)
(Berkowitz & Goldstein, 2013). A imagem ultrassonografica de MH corresponde a
massa heterogénea na cavidade endometrial, ecos amorfos e vesiculas, aspectos
classicos descritos como flocos de neve (Gottesfeld et al., 1967). No entanto, nos casos
iniciais, abaixo de 10 semanas, a apresentacdo ultrassonogréfica da MH é inespecifica,

confundindo-se com abortamento retido ou incompleto, reforcando a necessidade de
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envio de material de esvaziamento uterino para exame histopatoldgico (Fowler et al,
2006).

Ap0s o diagnostico de MH, esvaziamento uterino é feito preferencialmente por
vacuo-aspiracao. Seguindo o esvaziamento molar, de relevancia, € o agendamento para
programa de seguimento de hCG, que promove a deteccao precoce da evolucdo maligna
da MH, a NTG pos-molar. A dosagem de hCG é o parametro mais importante para
deteccdo da persisténcia de trofloblasto ativo na parede do utero ou em outros locais do
organismo (Seckl et al., 2010). A curva de regressdo anormal do hCG, platé ou
elevacdo, determina a introducdo precoce da quimioterapia, antes da manifestacdo
clinica de malignidade da doenca (Lumsden et al., 2012).

A molécula do horménio hCG com peso molecular de aproximadamente 38.000
daltons € sintetizada pelo tecido trofoblastico normal ou patolégico (MH,
coriocarcinoma, células hipofisarias e tecidos tumorais de diversos tipos histol6gicos)
Medeiros & Norman, 2006). Sua estrutura apresenta duas subunidades: alfa (ahCG) e
beta (BhCG). A fracdo BhCG € que determina a especificidade bioldgica e imunoldgica
do hormdnio. A molécula intacta e as variantes hCG hiperglicosilada (H-hCG) e
subunidade B-hCG apresentam aplicabilidade clinica na diferenciagédo dos tipos de DTG
(Cole et al., 2011).

As primeiras técnicas para a deteccdo do hCG foram realizadas em animais,
chamadas bioensaios (Dorland’s, 1965; Cabrera, 1969). Entre as décadas 30 e 40
Aschheim e Zondeck utilizaram camundongos e Friedman e Lapham utilizaram coelhas,
ambos recebiam inje¢des de urina de mulheres supostamente gravidas (Schneck, 1997),
e entre 24 e 48 horas, eram observadas as alteragbes nos ovarios (congestdo e
hemorragia). No entanto, este método exigia o sacrificio dos animais (Wiltberger &

Miller, 1948; Dorland’s, 1965; Cabrera, 1969).



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Schneck%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9244663
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Nos anos 50, o teste para deteccdo de hCG foi feito em machos de sapos que
recebiam injecGes de urina de mulheres com suspeita de gravidez (Galli-Mainini, 1947).
O teste era positivo quando observados espermatozdides na urina desses animais.
Houve reducdo do tempo para o resultado, anteriormente de dias para 5 horas e sem
necessidade de sacrificio do animal (Yahia & Taymor, 1964; Mayo & Thompson, 1965;
Cabrera, 1969; Sloth & Stakemann, 1971).

Na década 60 a deteccdo do hCG era feita por um teste imunologico utilizando
método aglutinacdo em latex. Nesta técnica misturam-se algumas gotas de urina da
mulher com o anticorpo contido na lamina, adicionando-se as particulas de latex.
Léem-se os resultados dentro de um a trés minutos. A aglutinacdo indica a auséncia de
hCG, requerida para neutralizar o anticorpo, que sugere inexisténcia de gravidez. A falta
de aglutinacdo indica que o nivel de hCG urinario é suficientemente alto para se
pressupor a gravidez. Entretanto os bioensaios e o teste da aglutinacdo em latex eram
qualitativos (Hunt, 1975).

Em 1972, Vaitukaitis et al. (Vaitukaitis et al., 1972) desenvolveram a técnica de
radioimunoensaio (RIE), onde se utilizava substancias radioativas para deteccdo da
reacao antigeno-anticorpo e os resultados se davam pela medida da radioatividade e
assim determinava-se a quantificacdo de hCG e de sua subunidade 3 no soro ou plasma.
Muitos investigadores empregaram este método sensivel (Curry et al., 1975; Schlaerth
et al., 1981; Rotmensch et al., 1988), porém destacam-se algumas limita¢Ges: 0 custo
elevado do teste, a vida média dos reagentes, risco operacional e o tempo de resultados
de 36 horas (Kosasa et al., 1973).

A partir dos anos 80 foram desenvolvidos ensaios imunoenzimaticos com
sensibilidade e especificidade préoximas de 100%. Esses métodos utilizam anticorpos

monoclonais associados a enzimas para a determinacao quantitativa de hCG, no soro ou
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plasma; dentre estes, o ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay-Ensaio
Imunoenzimatico) (lwasa et al., 1981; Back et al, 1985), MEIA (ensaio
imunoenzimatico de microparticulas) (Braunstein, 1991), imunoensaio de
quimioluminescéncia por esferas e imunoensaio de quimioluminescéncia por
microparticulas (CMIA). O método da quimioluminescéncia é considerado o mais
adequado para dosagem de hCG, pois detecta, além da molécula intacta de hCG, suas
variantes. Na atualidade, o método de quimioluminescéncia por esferas, automatizado
pelo analisador IMMULITE® 2000 XPi é o mais considerado pelos especialistas (Cole
et al., 2003; Cole et al., 2011; Mangili et al., 2014).

O aperfeicoamento das técnicas de dosagem de hCG refletiram, juntamente com
a criacdo de centros de referéncia e avancos da quimioterapia, melhora significativa no
prognostico das pacientes com DTG, assim como diminuicdo da morbidade e
mortalidade (Kolorn, 2007; Hoekstra et al., 2008).

Em nosso centro trofoblastico temos dois equipamentos: ABBOTT -
ARCHITECT® i2000 SR e Siemens — IMMULITE® 2000 XPi. Assim, existe a
necessidade de escolha entre eles para rotina laboratorial da dosagem de hCG. A
proposta deste estudo foi comparar concentracBes séricas do horménio hCG em
pacientes com DTG, mola hidatiforme ou neoplasia trofoblastica, utilizando duas
variagfes do método de quimioluminescéncia pelos equipamentos IMMULITE®
2000XPi e ARCHITECT® i2000SR. Além disso, avaliar se ha concordancia entre
condutas clinicas a partir dos valores de hCG obtidos por esses equipamentos, na

admisséo e na evolugéo da curva de hCG.
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Comparar concentracdes séricas do horménio hCG em pacientes com DTG,
mola hidatiforme ou neoplasia trofoblastica, utilizando duas variacdes do método de
quimioluminescéncia comercialmente disponiveis — equipamentos IMMULITE®
2000XPi e ARCHITECT® i2000SR. Além disso, avaliar se ha concordancia entre
condutas clinicas a partir dos valores de hCG obtidos por esses equipamentos, na

admisséo e na evolucéo da curva de hCG.
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Pacientes e amostras de soro

Este estudo observacional incluiu 73 pacientes com DTG atendidas no Centro de
Doencas Trofoblasticas de Botucatu (CDTB, Universidade Estadual Paulista, Brasil),
entre novembro de 2014 e outubro de 2015. Este estudo foi aprovado pelo Comité
Institucional de Etica em Pesquisa (#34611314.4.0000.5411) e consentimento
informado por escrito foi obtido de todas as pacientes (anexos 1 e 2).

O diagnostico diferencial dos tipos de MH completa e parcial foi feito com base
nos achados da ultrassonografia confirmados pelo exame histopatolégico (Szulman &
Surti, 1978; Sebire et al., 2002) e imunohistoquimico p57(KIP2) (Chilosi et al., 1998).
As neoplasias trofoblasticas pds-molar e ndo molar foram identificadas de acordo com
os critérios FIGO (Ngan et al., 2002; Ngan et al., 2015).

Os seguintes dados clinicos foram obtidos dos prontuarios médicos: idade das
participantes, idade gestacional ao diagnostico, tipo histolégico de MH (completa /
parcial) e tipo de doenca trofoblastica (MH e remissdo espontanea / NTG pds-molar e
ndo molar). Nas pacientes com MH e remissdo espontanea, dosagens de hCG sérico
foram realizadas pré-esvaziamento uterino e no seguimento pos-molar quinzenalmente
até a normalizacdo do hCG (valor de referéncia < 5 mUI/mL). Ap6s a normalizacéo de
hCG, as dosagens foram mensais durante seis meses. Em pacientes com NTG (pds-
molar ou ndo molar) as dosagens de hCG foram feitas antes do inicio do tratamento e
para controle da resposta a quimioterapia em intervalos semanais ou quinzenais até
alcancarem a remissdo. Apds a remissao, as dosagens foram mensais por pelo menos
doze meses.

Amostras de sangue das pacientes foram coletadas em tubo Vacuette (Z serum
sep clot activador, Greiner Bio-One). O soro obtido ap0ds centrifugacdo a 3000 rpm foi

encaminhado ao Laboratério de Sorologia do Hospital das Clinicas da Universidade
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Estadual Paulista, para realizacdo das dosagens de hCG no equipamento de rotina
laboratorial — ARCHITECT® i2000 SR. As amostras de soro remanescentes da rotina
laboratorial foram separadas e estocadas a — 25°C e testadas no equipamento

IMMULITE® 2000 XPi num tempo maximo de 2 meses.

Métodos de dosagem do hCG sérico

A dosagem de hCG sérico pelo método quimioluminescéncia no equipamento
ARCHITECT® i2000 SR detecta moléculas intactas de hCG assim como a subunidade
B-hCG e variante hCG hiperglicosilada (H-hCG) no soro (Cole et al., 2011). O volume
adequado da amostra de soro para dosagem € de 150uL. O tempo de manutencdo desse
equipamento para o inicio das dosagens é de aproximadamente 30 minutos. A
sensibilidade analitica, ou seja, 0 menor valor de hCG que o método detecta, é < 1,20
mUI/mL. Em concentracdes séricas de hCG acima de 15.000,00 muUl/mL, o
equipamento ARCHITECT® i2000 SR faz dilui¢cBes automaticas (1:15) até 225.000,00
mUI/mL. Valores de hCG sérico superiores a 225.000,00 mUI/mL necessitam de
diluicdo manual do soro da paciente pelo operador. O tempo de realizagcdo do exame é
de 28 minutos aumentando esse mesmo tempo de 28 minutos a cada dilui¢do necesséria.

O método da quimioluminescéncia no equipamento IMMULITE® 2000 XPi
detecta oito de nove formas moleculares do hCG no soro (Cole et al., 2011). O volume
adequado da amostra de soro para mensuracdo de hCG é de 5 pL. O tempo de
manutengdo do equipamento IMMULITE® 2000 XPi para o inicio das dosagens é de
aproximadamente 1 hora. A senibilidade analitica do teste € < 1,00 mUI/mL. Em
concentragfes séricas de hCG acima de 5.000,00 mUI/mL, o equipamento
IMMULITE® 2000 XPi faz dilui¢bes seriadas (1:3; 1:5; 1:10; 1:20; 1:40 e 1:100) e
automaticas até 500.000,00 mUI/mL. Valores de hCG sérico superiores a 500.000,00

mUI/mL necessitam de diluicdo manual do soro da paciente pelo operador. O tempo de
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realizacdo do exame é de 30 minutos aumentando esse mesmo tempo de 30 minutos a

cada diluicdo necessaria.

Andlise estatistica

A concordancia numeérica dos resultados das dosagens de hCG entre os dois
equipamentos (ARCHITECT® i2000 SR e IMMULITE® 2000 XPi) foi investigada
pela diferenga dos valores de hCG estratificada em faixas: (<10 / 10 a 10?/ 10% a 10°/
10° a 10* / 10* a 10°/ 10° a 10°), em pacientes com MH e remissao espontanea e NTG
(pés-molar e ndo molar). Em cada faixa, foi testada a hipotese da média da diferenca
entre os valores de hCG ser zero (0 UI/L). Analises descritivas (média, mediana) e de
dispersdo (desvio-padrdo, minimo, maximo) foram calculadas em cada faixa de hCG.
Em adicdo, a concordéncia entre os dois equipamentos foi analisada por modelo de
regressao linear ajustado entre os valores de hCG obtidos.

A anélise de concordancia de conduta clinica baseou-se na tomada de deciséo de
especialista em doengas trofobl&sticas sem conhecimento de qual equipamento
(ARCHITECT® i2000 SR ou IMMULITE® 2000 XPi) havia gerado o resultado de
hCG. A conduta clinica foi determinada em dois momentos: admissdo da paciente e
evolugdo pela curva de hCG. A concordancia entre as condutas clinicas tomadas de
acordo com os valores de hCG nos dois equipamentos foi analisada pelo teste de Kappa.
Além disso, o percentual de condutas concordantes foi calculado. Analises foram
realizadas com uso do software SPSS v21.0. Os resultados foram considerados

estatisticamente significativos quando p < 0,05.
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Das 73 pacientes diagnosticadas com DTG, 45 pacientes (37 com mola completa
e 8 com mola parcial) apresentaram remissdo espontanea observada pela normalizagédo
do hCG no monitoramento pos-molar. As 28 pacientes restantes foram diagnosticadas
com NTG pos-molar (23 pacientes) e ndo molar, isto é seguindo gravidez normal ou
abortamento, (5 pacientes). NTG foi diagnosticada de acordo com o0s critérios da
Federacdo Internacional de Ginecologia e Obstetricia (FIGO, 2002) (Ngan et al., 2002).
Essas pacientes foram tratadas por agente Unico de quimioterapia (metotrexate ou
actinomicina D) quando o escore de risco foi de 0 a 6 e por multiplos agentes (EP-EMA
e/ou TP/TE) aquelas com escore de risco > 7. Um total 378 amostras de soro (206 de
pacientes com MH e remissdo espontanea e 172 de NTG pos-molar e ndo molar) foram
analisadas pelo equipamento IMMULITE® 2000 XPi e comparadas com as dosagens
no equipamento ARCHITECT® i2000 SR. Das 206 amostras de soro de pacientes com
MH e remissdo, 110 e 96 amostras foram obtidas antes e depois de alcancar a
normalizacdo de hCG (< 5.0 mUI/ML), respectivamente. Da mesma forma, 89 e 83
amostras de soro de pacientes com NTG foram obtidas antes e depois de alcancar a
normalizacdo de hCG.

A Tabela 1 mostra as caracteristicas das pacientes e da doenca. A mediana da
idade das participantes foi 24 anos (minima de 13 e maxima de 51 anos). Metade das
pacientes apresentaram idade gestacional ao diagndstico abaixo de 12 semanas. Como
descrito acima, dentre os tipos de DTG, houve predominancia MH e remissdo
espontanea (62%), todavia foi elevada a proporcdo de NTG (p6s-molar e ndo molar)

(38%).

Concordancia entre valores de hCG serico
Em pacientes com MH e remissdo espontanea, a diferenca observada nas médias

dos valores de hCG, nos dois equipamentos (ARCHITECT® i2000 SR e IMMULITE®
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2000 XPi), foi zero até valores < 100 mUI/mL. A partir de valores acima de 100
mUI/mL de hCG, houve diferenca estatisticamente significativa entre os dois
equipamentos (p < 0,05). Isto foi verificado pelo calculo da diferenca entre médias do
hCG observadas nos dois equipamentos (média IMMULITE® 2000 XPi — média
ARCHITECT® i2000). Diferencas negativas indicaram valores mais elevados de hCG
nas dosagens feitas pelo equipamento ARCHITECT® i2000 SR que no equipamento
IMMULITE® 2000 XPi. A amplitude da diferenca nos resultados do hCG entre os dois
equipamentos foi maior com o aumento da faixa de hCG considerada (Tabela 2).
Modelo de regressdo linear revelou alta correlagdo entre os resultados do hCG nos
equipamentos testados, sendo que o valor de hCG no equipamento IMMULITE® 2000
XPi foi em média 79% do valor observado no ARCHITECT® i2000 SR(Immulite =
0,79 Architect; p < 0,01); R? = 90%) (Figura 1).

Pacientes com NTG também apresentaram valor zero na diferenca entre medias
dos valores de hCG, nos dois equipamentos (ARCHITECT® i2000 SR e IMMULITE®
2000 XPi), até valores < 100 mUI/mL. A partir de valores acima de 100 mUI/mL,
houve diferenca estatistica significativa entre os dois equipamentos (p < 0,05), com
valores de hCG pelo equipamento ARCHITECT® i2000 SR maiores que os valores
medidos no IMMULITE® 2000 XPi. A amplitude da diferenca nos resultados de hCG
entre os dois equipamentos também foi maior com o aumento da faixa de hCG
considerada (Tabela 2). Modelo de regresséo linear revelou moderada correlagao entre
os resultados de hCG nos equipamentos testados, sendo o valor de hCG no equipamento
IMMULITE® 2000 XPi em média 51% do valor medido no ARCHITECT® i2000 SR

mmulite = 0, Ic |tect;p< , ; = 0 Igura 1).
(Immulite = 0,51 Archi 0,01); R? = 98%) (Figura 1)
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Concordancia entre condutas clinicas
Houve alta concordéancia entre condutas clinicas baseadas nos resultados de hCG
pelos dois equipamentos (ARCHITECT® i2000 SR e IMMULITE® 2000 XPi). No
momento da admissdo das pacientes, as condutas foram concordantes em 100% dos
casos [73/73(100%); kappal; p<0,001] e pela evolucdo da curva do hCG, a
concordancia observada foi de 98% [71/72(98%); kappa 0,93; p<0,001] (Tabela 3).
Somente uma paciente que apresentou NTG pos-molar teve discordancia de conduta
pela curva do hCG, nos dois equipamentos, ARCHITECT® i2000 SR e IMMULITE®
2000 XPi. Esta paciente, ap6s tratamento quimioterapico com seis ciclos de
metotrexate, mostrou curva de hCG em platé pelo equipamento ARCHITECT® i2000
SR, enquanto que houve declinio dos valores de hCG pelo equipamento IMMULITE®

2000 XPi.
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Embora a dosagem de hCG seja o principal pardmetro para 0 monitoramento de
pacientes com DTG, ambos MH e NTG, o melhor ensaio comercialmente disponivel
ainda nao esta definido (Mangili et al., 2014). Em nosso estudo, apesar das diferencas
observadas entre valores de hCG nos dois equipamentos, ARCHITECT® i2000 SR e
IMMULITE® 2000 XPi, houve concordéncia entre condutas clinicas tanto na admisséo,
como na evolucdo das pacientes pela curva de hCG. A excecdo de uma paciente com
NTG po6s-molar em tratamento com metotrexate, que apresentou curva de hCG em
platd, pelas dosagens no ARCHITECT® i2000 SR e curva em declinio pelo e
IMMULITE® 2000 XPi. Isto determinou mudanca para segunda linha de tratamento
quimioterapico (actinomicina D).

Nossos resultados mostraram consideravel variacdo dos valores de hCG entre
ensaios (ARCHITECT® i2000 SR e IMMULITE® 2000 XPi,), com maior magnitude
nos casos de NTG. Diferencas nos resultados de hCG entre ensaios € justificada pela
grande variabilidade no reconhecimento das diversas formas moleculares de hCG no
soro (Sturgeon et al.,2009; Harvey et al., 2010). Outros estudos compararam diferentes
equipamentos em relacdo aos valores de hCG total (Matsui et al., 2009) e suas distintas
formas moleculares (Cole et al., 2011). Matsui e colaboradores (2009) observaram alta
correlacdo dos resultados de hCG entre dois equipamentos (hCG-CTP versus DPC
IMMULITE 2000), no entanto os titulos de hCG sérico no IMMULITE foram 2,5 vezes
mais elevados que no equipamento hCG-CTP. Cole e colaboradores (2011) verificou
proporcdes de cada forma molecular de hCG em varios equipamentos e constatou que o
ARCHITECT® e o IMMULITE® detectaram as variantes da molécula de hCG
produzidas pelo trofoblasto invasor, hCG intacta, hCG hiperglicosilada e subunidade f-

hCG.



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sturgeon%20CM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19541864
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A concordancia entre condutas clinicas nao foi possivel comparar devido a falta
de estudos prévios que abordem, a0 mesmo tempo, ensaios e manejo clinico. Todavia,
revisao da literatura mostrou inimeros relatos sobre o manejo da DTG, sendo uniforme
a recomendacao para uso do mesmo equipamento de dosagem de hCG, tanto para
seguimento pds-molar como para controle do tratamento quimioterapico (Seckl et al.,
2010; Mangili et al., 2014; Goldstein et al; 2015; Ngan et al., 2015).

Problemas de resultados falso positivos de hCG sdo relacionados com reacao
cruzada tanto por analogia estrutural da molécula com outros horménios (TSH, FSH,
LH) (Pedret et al., 2011) como por interferéncias associadas com anticorpos heterofilos
(Kricka, 1999; Esfandiari & Goldberg, 2003; Seck et al., 2010; Pedret et al., 2011) e
outras substancias (Pedret et al., 2011). No entanto, na maioria dos casos, testes falso
positivos podem ser identificados pela dosagem de hCG na urina, pois 0s anticorpos
heterofilos ndo sdo excretados pelos rins (Seckl et al., 2010).

Outro ponto de discussdo € referente aos valores indicativos da remissao de
hCG, a partir do qual é determinado o tempo de seguimento em pacientes de MH ou
inicio do tratamento de consolidacdo em mulheres com NTG. Grandes centros
internacionais, como o Trophoblastic Tumor Screening & Treatment Centre, Charing
Cross Hospital (Reino Unido) e o New England Trophoblastic Disease Center (Estados
Unidos) utilizam o valor de referéncia < 5 mUI/mL (Sita-Lumsden et al., 2012;
Berkowitz & Goldstein, 2013; Goldstein et al., 2015) e ndo o valor de sensibilidade
analitica do ensaio. As fichas técnicas dos ensaios confirmam que concentragdes séricas
de hCG de mulheres saudaveis e ndo gravidas sdo menores que 5 mUl/mL, considerado
o nivel de corte (Trundle et al., 1990; Tietz, 1995).

Este estudo apresentou algumas limitacGes. Os ensaios avaliados falham por néo

detectarem todos os metabolitos e fragmentos da molécula de hCG produzidos em
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pacientes com DTG (Harvery et al., 2010; Mangili et al., 2014; Goldstein et al., 2015).
Outro ponto relevante é o tempo para manutencdo diaria de cada um dos equipamentos
estudados. Enquanto no equipamento ARCHITECT® a manutencdo € realizada em
aproximadamente 30 minutos, no IMMULITE® sdo necessarios cerca de 60 minutos.
Outra limitacdo é quando se fez necessaria a realizagdo de diluicbes manuais do soro da
paciente pelo operador, o que pode ter aumentado a variacdo dos resultados de hCG
entre 0s equipamentos.

Doenca trofoblastica gestacional produz um marcador sob a forma de hCG, que
pode ser medido no soro e/ou urina e correlaciona-se diretamente com a quantidade da
doenca presente. Nossos resultados confirmaram outros estudos (Harvery et al., 2010;
Mangili et al., 2014) que recomendam aos profissionais de area da salde, que seguem
pacientes com DTG, utilizem o mesmo equipamento de dosagem de hCG para
coeréncia e consisténcia na conduta clinica. Em conclusdo, o uso do equipamento
IMMULITE® tem sido recomendado para monitoramento de pacientes com DTG. No
entanto, nossos resultados sugerem que tanto o equipamento ARCHITECT® como o
IMMULITE® apresentaram semelhante performance em relacdo aos resultados de hCG
e na determinacdo do manejo clinico. Assim, o equipamento ARCHITECT® pode ser

usado como uma alternativa.
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Tabela 1 — Caracteristicas das pacientes e da doenca.
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Variavel Resumo
Mediana da idade (anos) 24 (13 -51)
Mediana da idade gestacional (semanas) 12 (10 ; 14)

lassificacdio

1

C

Completa
Parcial

NTG

Pas-molar

Nio molar

Mola Hidatiforme

45 (62%)
37/45 (82%)
8/45 (18%)
28 (38%)
23/28 (82%)
5128 (18%)

Tabela 2 - Concordancia entre valores de hCG mensurados nos equipamentos
ARCHITECT® i2000 SR e IMMULITE® 2000 XPi.

hCG Remissdo P NTG P
<=10 n 109 a8
T+tao -0.003 + 0.92 0.975 0.13+1.09 0.281
nAIN-Max -2.80 — 6.51 -2.90 — 4.55
rd({10;30) -0.20{-0.20 ; -0.20) -0.20(-0.20 ; -0.03)
{10 a 107] n 30 31
Xto 1.14 +10.34 0.552 -3.98 + 11.83 0.071
MAIn-Max -21.64 — 37.95 -42.33 — 26.88
nd{10;30) -0.63(-2.69 ; 3.26) -1.64(-6.16 ; 1.62)
{102 a 10%] n 3z 17
I*to -61.61 * B0D.73 <0.001 -58.60 = 79.70 0.008
MATn-Max -308.69 — 57.42 -255.13 —12.30
rnd{10;30) -42.63(-88.20;-5.36) -33.45(-84.85;-4.81)
{107 a 10%] n 12 15
T+tao -666 + 634 0.004 -795 + 514 <0.001
nAIN-Max -1815 — 258 -2054 — -270
rd({10;30) -485(-1266 ; -201) -725(-9684 ; -439)
{10*a 10°] n 10 14
Xto -22469 + 16714 0.002 -7056 + B786 0.010
PAIN-Max -53846 — -3496 -33582 —-979
Md{10;30)  -23972(-33528;-6304) -3793(-9576;-1667)
{10° a 10°] n 12 4
I*to -202087 + 151435 0.001 -152854 + 85072 0.021
PATN-Max -527162 —-54301 -246644 — -44448
Md{10Q;30) -168070({-261575;-94531) -180162(-231528;-76872)
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Tabela 3 — Concordancia entre condutas clinicas tomadas na admisséo e evolugdo da curva
de hCG, com base nos valores de hCG medidos nos equipamentos ARCHITECT® i2000 SR
e IMMULITE® 2000 XPi.

Conduta
Momento Clp;zeCly, C2;eC2y C35zeC3y CdpreC4y, Concordancia Kappa p
Admissio 27 16 4 26 73/73(100%) 1,00  <0,001
Evolucdo 63 4 3 1 71/72(98%) 0,93 <0,001

Ma admissdo: C1 = Iniciar tto, C2= Seguir ou continuar QT, C3 = 22 esvaziamento uterino, C4 = Seguir pos-mola ou pos-QT;
Ma Evolugdo: C1 = Seguir, C2= Iniciar QT, C3 = Mudar QT, C4 = QT/Mudar QT

Figura 1 — Modelo de regressdo linear demonstrando a correlagdo dos valores de hCG
medidos pelo IMMULITE® 2000 XPi versus ARCHITECT® i2000 SR em pacientes com
mola hidatiforme e remissdo (MH) e em pacientes com neoplasia trofoblastica gestacional
(NTG).

N 2000000 Remissio ou MH . 2,000 000 NTG
% Im = - 4871 = 0.79 Arc g Im = 1843 + 0.51 Arc
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i &
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% . -
500,000 . % 500000 Yo
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0= 1 T T T 0 ‘I- T T T T
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pacientes com DTG, assim como & baixa de morbidade e mortalidade (Hoek sra et al., 2008, Kaolorn, 2007)."

Atualmente & indicada como a melhor técnica a guimicluminescéncia automatizada pelo equipam ento
IMMULITE®, mas muitos certros de referénoias utilizam a téonica do WA automatizado pelo analisador
ARCHITECTE.

E=se estudo == justifica por analizar os resultados produzidos pelos dois equipamentos a fim de se elucidar
a melhot ezcalha.

Ml Etodo;

Trats-se de egtudo de concordanca numérica e concordancis em relagdo & conduta dinica entre os dois
equipament oz de dozagem do hCG =trico.

Sera investigada & amostra de zangue wtilizada nas dosagens de roting do atendimento (antes da
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(=5 mUlimL), seguindo-se com dosagens mensais durantes seis meses,

Anquelas pacientes com mola que desenvolverem MTG fardo cortrole do tratam ento quimioterapico com
dosagens gquinzenais até slcangarem & remizsdo da neoplasis (normalizacio do hC3) seguindo-ze por
dozagens mensais por pelo menos um ano.

Sa0 desctitos todos oz procedimentos pelo método quimiluminescente no equipamento
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IMMULITE @ e do pelo método guimioluminescdncia no equipamento AR CHITE C®, bhem como a andlize de
concordancia entre o= dois métodos.

Mo estudo também serdo levantados dados dos prontuanios das pacientes.

Critério de Inclus8o: mulheres maiores de 18 anos; pacientes de mola hidatiforme, com remizzdo
ezspontéanea ou desenvolvimento de neoplasia trofoblastica gestacional .

Critério de E xclus&o: mulheres menores de 15,
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equipam entos IMMULITE 2000 ¥Pie ARCHITECT 2000 SR
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Rizcos: Minimo cecorrente da coleta de amostra de sangue, sendo realizado durante procedimentos de
rotina do tratam enta.

Beneficios Esoolha do melhor m étodo de dosagem de hiZS sérico, ou s8ja kits de menor custo e resultados
predsos em menor tempa.
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Recomendagies:
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Mo
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Solicitamos aos pesquisadores que apresentem ao CEP o "Relatario Final de &tividades" ao final do estudo.

BOTUCATLU, 01 de Setembro de 2014
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Anexo 02 — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(TERMINOLOGIA OBRIGATORIA EM ATENDIMENTO A RESOLUGAO 466/12-CNS-MS)

Convido a Senhora para participar do projeto de pesquisa “Comparac¢io de
dois imunoensaios para dosagem do hCG sérico utilizados no monitoramento da
doenga Trofoblastica Gestacional” que serd conduzido pela biomédica Juliana Maria
Quinalha de Souza, sob orientagdo da Dra Izildinha Maesta.

A Senhora foi selecionada a participar dessa pesquisa por compor lista de
pacientes com mola hidatiforme A gravidez molar é uma doenca da placenta com
pequeno ou nenhum desenvolvimento do feto.

A pesquisa consta em uma nova dosagem do hormdénio hCG (gonadotrofina
coridnica) com a sobra do sangue utilizado nas dosagens de rotina do seu atendimento
(antes da curetagem e a cada 15 dias durante seguimento) ndo havendo necessidade de
coletar 0 sangue novamente e a consulta a seu prontuario médico serd colhidas as
seguintes informacdes: idade e fase clinica da doenga.

A justificativa para a realizagdo deste estudo é a escolha do melhor método de
dosagem do B-hCG, principal hormonio para diagnostico e controle de tratamento da
doenca.

A Senhora tera a liberdade de recusar ou retirar 0 consentimento sem
penalizacdo e prejuizo do tratamento. Este termo de consentimento serd elaborado em
duas vias, sendo uma para a participante do projeto e outra para o arquivo do
pesquisador. Os resultados deste estudo serdo divulgados em congressos e em revistas
cientificas na area, com sigilo e anonimato do nome das pacientes.

Qualquer duvida adicional, a Senhora podera entrar em contato com o Comité de
Etica em Pesquisa, através do fone: (14) 3880-1608 / 1609.
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Botucatu,___/ /
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Juliana M Quinalha de Souza Profa. Dra Izildinha Maesta
Rubido Janior — Campus de Botucatu Rubido Janior- Campus de Botucatu
Faculdade de Medicina de Botucatu - UNESP Departamento de Ginecologia e Obstetricia
Fone: (14) 99715-3442 Faculdade de Medicina de Botucatu — UNESP
email: jumquinalha@hotmail.com Fone (14) 3811-6227
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