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Resumo

Resumo

Objetivo: Apesar dos titulos muito elevados de gonadotrofina coridnica humana
(hCG), o efeito Hook pode causar um teste de gravidez na urina falso-negativo
ou concentracdes séricas falsamente baixas. Isso pode levar a um diagndstico
errado ou atraso no diagnostico de doenca trofoblastica gestacional,
particularmente mola hidatiforme completa (MHC). Até o momento, ndo ha
estudo de série de casos da ocorréncia do efeito Hook em funcéo de hCG sérico
pré-esvaziamento uterino. O objetivo deste estudo, portanto, foi determinar o
valor de corte de hCG sérico relacionado com a ocorréncia significativamente

aumentada do efeito Hook.

Métodos: Esse estudo transversal incluiu 285 mulheres com MHC
encaminhadas ao Centro de Doenca Trofoblastica de Botucatu da Universidade
Estadual Paulista para tratamento inicial (esvaziamento molar) entre 1990 e
2020. Foram utilizados imunoensaio cromatogréafico para a deteccao qualitativa
de gonadotrofina coridnica na urina e imunoensaio de quimioluminescéncia de
microparticulas para determinar hCG gquantitativo no soro sanguineo. O efeito
Hook foi considerado presente quando o teste qualitativo de hCG na urina foi
negativo e os titulos de hCG no soro foram elevados ap0s a realizacdo de

diluicdes seriadas automaticas e manuais.

Resultados: A proporcdo do efeito Hook em funcdo de hCG sérico pré-
esvaziamento em mulheres com MHC foi de 26% (74/285). A razdo de
prevaléncia do efeito Hook (RP) foi maior quando hCG > 750.000— 1.000.000
UI/L [58,6%, RP: 1,80 (IC 95% = 1,56 — 2,06, p=0,001)] e > 1.000.000 UI/L
[87,2%, RP: 2,39 (2,12 — 2,70, p=0,001)]. A curva ROC construida para indicar a

presenca do efeito Hook em funcdo de hCG pré-esvaziamento teve boa
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Resumo
discriminacao para prever a ocorréncia do efeito Hook (area sob a curva ROC =
0,94, IC 95% = 0,91 — 0,96, p < 0,05). O ponto de corte ideal de hCG foi de
507.038 UI/L com sensibilidade de 86,5% e especificidade de 82,0%. A acuracia
foi de 83,1%, enquanto os valores preditivos positivo e negativo foram de 62,7%

e 94,5%, respectivamente.

Conclusao: Este estudo confirma que o efeito Hook € mais provavel de ocorrer
guando hCG sérico >500.000 UI/L em mulheres com MHC. Quando as mulheres
em idade reprodutiva apresentam sinais e sintomas como nauseas/vomitos e/ou
sangramento de escape, tém achados ultrassonograficos sugestivos de MHC,
mas tém teste de gravidez na urina negativo ou hCG sérico quantitativo positivo
baixo, reconhecer o efeito Hook é fundamental para prevenir erros de conduta
médica. Quando ha suspeita do efeito Hook, a diluicho da urina/soro €

fundamental para um teste acurado e diagndstico preciso.

Palavras chave: mola hidatiforme completa; gonadotrofina coribnica humana,

efeito Hook; imunoensaios.



Abstract

Abstract

Objective: Despite very high human chorionic gonadotropin (hCG) levels, the
Hook effect can cause a false-negative urine pregnancy test or falsely low serum
levels. This can lead to a misdiagnosis or delayed diagnosis of gestational
trophoblastic disease, particularly complete hydatidiform mole (CHM). To our
knowledge, there has been no case-series study of the occurrence of the Hook
effect as a function of pre-evacuation serum hCG. The purpose of this study
therefore was to determine the cutoff value of serum hCG related with a

significantly increased occurrence of the Hook effect.

Methods: This cross-sectional study included 285 women with CHM referred to
the Botucatu Trophoblastic Disease Center of Sdo Paulo State University, Brazil,
for initial treatment (molar evacuation) between 1990 and 2020. A
chromatographic immunoassay was used for the qualitative detection of human
chorionic gonadotropin in urine, and a microparticle chemiluminescence
immunoassay was used to determine quantitative hCG in blood serum. The Hook
effect was considered to occur when qualitative urine hCG testing was negative
and quantitative serum hCG levels were high after automatic and manual serial

dilutions were performed.

Results: The proportion of the Hook effect as a function of pre-evacuation serum
hCG in women with CHM was 26% (74/285). The Hook effect prevalence ratio
(PR) was higher when hCG > 750,000 — 1,000,000 IU/L [58.6%, PR: 1.80 (95%ClI
= 1.56 — 2.06, p=0.001)] and > 1,000,000 IU/L [87.2%, PR: 2.39 (2.12 — 2.70,
p=0.001)]. The receiver-operating characteristic (ROC) curve built to indicate the
presence of the Hook effect as a function of pre-evacuation hCG had good

discrimination to predict the occurrence of the Hook effect (area under the ROC
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Abstract
curve = 0.94, 95%CI = 0.91 — 0.96, p < 0.05). The optimal hCG cutoff point was
507,038 IU/L with a sensitivity of 86.5% and specificity of 82.0%. Accuracy was
83.1%, while positive and negative predictive values were 62.7% and 94.5%,

respectively.

Conclusions: This study confirmed that the Hook effect is more likely to occur
when serum hCG > 500,000 IU/L in women with CHM. When women of
reproductive age present with signs and symptoms such as nausea/vomiting
and/or spotting, have ultrasound findings suggestive of CHM, but have a negative
urine or low positive serum gquantitative hCG, recognizing the Hook effect is
critical in order to prevent medical mismanagement. When the Hook effect is

suspected, urine/serum dilution is key to an accurate test and diagnosis.

Keywords: Complete hydatidiform mole; Gonadotropin chorionic human; Hook

effect; immunoassays.



Introducao

1. Introducgao

Mola hidatiforme (MH) é gravidez que inicia com um mecanismo anormal de
fecundacao ndo ocorrendo a formacéo do feto ou este € pequeno com multiplas
malformacdes. De relevancia, a MH é o espectro da doenca trofoblastica
gestacional (DTG) mais frequente com potencial para evolugcao para doenca de

comportamento maligno, a neoplasia trofoblastica gestacional (Steigrad, 2003).

Dois tipos de MH, completa (MHC) e parcial (MHP), sdo distinguidos com
base em suas caracteristicas cromossémicas, morfologia macroscoépica,
histopatologia e pelas formas clinica e evolutiva (Szulman & Surti, 1978;

Berkowitz et al., 2013; Elias et al., 2019).

Histopatologicamente, as MHC nao tém elementos fetais, mostram
proliferacdo generalizada e mais pronunciada do trofoblasto e maior frequéncia
de atipias. Apesar da existéncia de critérios tedricos bem estabelecidos, ha
grande variacdo intra e interobservadores (Howat et al., 1993). A MHC ocorre
apos um evento de fertilizacdo anormal, que da origem a uma gravidez diploide
androgenética com hiperplasia trofoblastica e alteracdo hidropica das
vilosidades, sem desenvolvimento fetal (Fisher & Hodges, 2003; Hoffner & Surti,

2012).

Em relacéo ao cariétipo, a MHC € o resultado da fecundacgéo de um odcito
sem nucleo ativo, o que significa que todos os genes na MHC séo de origem
paterna (dissomia uniparental). Entre as MHC, 90% tém cari6tipo 46, XX e 0s
10% restantes, 46, XY. Estas anomalias cromossdmicas causam a proliferacédo
excessiva do tecido trofoblastico e auséncia de embrido. Ja a MHP é associada
ou causada por triploidia (69XXY) e, mais raramente, tetraploidia (92XXXY), com

0 conjunto de cromossomos extra-hapléide de origem paterna (diandria). Essas
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Introducao
anomalias ocorrem quando um odcito normal é fecundado por dois

espermatozoides ou um espermatozoide diploide (Zaragoza et al., 2000).

A ocorréncia de gravidezes molares varia de acordo com regides e paises,
possivelmente refletindo diferencas metodoldgicas entre estudos baseados em
estatisticas hospitalares em oposicao a estudos de base populacional (Mangili
et al., 2014). Na América do Norte e na Europa a incidéncia relatada é de 1 para
1000 gravidezes, enquanto, na América do Sul e no Sudeste da Asia, é de 1,5 a
6 para 1000 gravidezes (Seckl et al., 2010). De acordo com Altieri e
colaboradores (2003), a ocorréncia de MH é 3 a 6 vezes maior em paises sul-
americanos comparada aquelas relatadas na Europa e na América do Norte. No
Brasil, essa incidéncia € estimada em torno de 1:200-400 gravidezes, uma vez

gue a MH né&o é uma patologia de notificacdo compulsoéria (Braga et al., 2016).

Ainda que a introducado da ultrassonografia de rotina no primeiro trimestre
e a maior sensibilidade dos testes de hCG quantitativo tenham facilitado o
diagnéstico precoce da MHC (Fowler et al., 2006; Berkowitz et al., 2013; Sun et
al., 2015), regides em que esses exames complementares ndo sao prontamente
disponiveis ainda apresentam gravidez molar avancada com complicacdes
clinicas relacionadas ao diagnéstico tardio (Cagayan, 2014; Soares et al., 2016).
Ademais, muitas gestantes de paises em desenvolvimento ndo iniciam a
assisténcia pré-natal precoce, dentro do primeiro trimestre (Organiza¢cdo Mundial

de Saude, 2012).

No inicio da gravidez (4-5 semanas de gestacdo), a MHC pode ser
visualizada ultrassonograficamente como saco gestacional normal contendo
uma cavidade coridnica e as vezes um saco vitelino secundario. Por volta de 6

a 7 semanas, o tecido molar geralmente aparece como uma massa heterogénea,
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predominantemente densa, mas muitas vezes polipdide, antes de se
desenvolver em MH tipica generalizada nas semanas seguintes (Jauniaux et al.,

2020).

A dosagem de hCG pode complementar as informacdes da
ultrassonografia, particularmente se os titulos forem superiores ao valor
esperado para a idade gestacional. Os valores de hCG entre as portadoras de
MHC sdo bastante elevados e quase metade das pacientes tem titulos
superiores a 100.000 Ul/ L (Genest et al., 1991), podendo ser observados valores

superiores a 108 UI/L (Berkowitz et al., 1985).

Pela perspectiva clinica, quando se compara a MHC e a MHP, o volume
uterino aumentado e complicacdes como hiperemese, pré-eclampsia e cistos
tecaluteinicos sdo mais frequentes entre as portadoras de MHC. Ja as pacientes
com MHP geralmente apresentam sintomas consistentes com abortamento
incompleto ou retido e por isto quase sempre o diagnéstico de MHP € obtido
apos avaliacdo histologica de material de curetagem. As diferencas sdo também
notaveis quanto aos titulos de gonadotrofinas e, principalmente, para a taxa de
evolucao para neoplasia trofoblastica gestacional (NTG). Apés MHC e MHP,
NTG desenvolve-se em 15 a 20% e 1 a 4% das pacientes, respectivamente, com

invasao uterina com ou sem metastases (Garner et al., 2007; Elias et al., 2019).

A importancia da MHC, além da propenséao para evolugdo maligna e risco
aumentado para ocorréncia de novas MHs, é a ocorréncia de complicacbes
clinicas graves como hemorragia, pré-eclampsia, hipertireoidismo, hiperemese e
insuficiéncia respiratoria, condicbes potencialmente ameacadoras a vida e de

near miss materno (Say et al., 2009; Sun et al., 2016).

12



Introducao

Estas complicacbes potencialmente ameacadoras a vida estdo
relacionadas com MH avancada em decorréncia do diagndstico tardio. Um dos
fatores de atraso no diagnoéstico de MH pode ser o efeito Hook (Yeung & Cheung,

2014; Winder et al., 2017).

O efeito Hook (EH) caracteriza um teste de gravidez falso negativo ou com
baixas titulacbes de hCG e pode ocorrer com altos titulos de hCG, sendo
tipicamente associado a gravidez molar avancada. O método imunoldgico da
deteccdo de hCG utilizando dois anticorpos se baseia no principio do
“sanduiche” e aplica dois diferentes anticorpos. O primeiro € um anticorpo
monoclonal anti-hCG fixado em uma fase soélida para capturar a forma intacta de
hCG, enquanto o segundo anticorpo, conjugado com um agente sinalizador,
reage com uma outra porcdo da molécula de hCG e, assim, permite a deteccao
da molécula de hCG capturada. O titulo de hCG na amostra é entdo obtido
através da comparacédo entre a quantidade de sinalizador na amostra e a curva
padréao de concentracdo de hCG. Em condicBes como gravidez molar avancada,
nas quais os titulos de hCG séo elevados, geralmente > 500.000 UI/L, ambos os
anticorpos usados no imunoensaio tipo “sanduiche” se tornam simultaneamente
saturados impedindo sua ligacdo para formar um sanduiche. Uma vez que os
anticorpos sinalizadores desaparecem ao serem lavados junto com 0 excesso,

o0 teste de hCG mostrara um resultado normal (Winder et al., 2017).

O presente estudo mostra-se relevante, pois nao existem estudos de série
de casos evidenciando a frequéncia do efeito Hook em relagéo ao valor de hCG
pré-esvaziamento de MHC. Também servira para divulgacdo aos profissionais
de éarea da saude, principalmente em ambientes nos quais hCG sérico
guantitativo ndo pode ser determinado, cuja importancia é a atencao para falha

do diagndstico de MH pela presenca do EH.
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Objetivo
1. Objetivo
Estabelecer um ponto de corte de hCG para o aumento significativo de

ocorréncia do EH em mulheres com diagnéstico de MHC e tratamento inicial no

Centro de Doenca Trofoblastica de Botucatu, Universidade Estadual Paulista

(CDTB/Unesp).
Mola Hidatiforme Completa
(Populacdo do estudo)
Ocorréncia significativa
hCG>cutoff csacccchacana de efeito hook
determinada no objetivo
I Presenca de efeito hook | Auséncia de efeito hook

Figura 1. Fluxograma do estudo.
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2. Métodos

2.1.1. Delineamento: Estudo observacional transversal de 285 pacientes
com MHC encaminhadas para tratamento inicial (esvaziamento uterino) no
Centro de Doenca Trofoblastica de Botucatu, Universidade Estadual Paulista, no

periodo de 1990 a 2020.

2.1.2.Variavel independente: Valor do hCG (em UI/L) pré-esvaziamento
uterino. O hCG foi estratificado nas faixas descritas a seguir e também analisado
por meio de curva ROC: <100.000 UI/L / [100.000 a 250.000 UI/L] / (250.000 a
500.000 UI/L] / (500.000 a 750.000 UI/L] / (750.000 a 1.000.000 UI/L] / >

1.000.000 UI/L.

2.1.3. Variavel dependente: A presenca do efeito Hook foi definida pelo teste
de gravidez na urina negativo e teste de hCG sérico quantitativo com titulos
elevados (> 500000 UI/L) (Yeung; Cheung, 2014). No CDTB/Unesp, para o teste
de gravidez na urina, 0 método utilizado é imunocromatografia com uso de tiras
reativas para deteccao qualitativa de hCG. O tempo de realizagdo deste teste
rapido de determinacdo de hCG é de 5 a 7 minutos e néo inclui diluicdes da
amostra. A interpretacdo do resultado é determinada pelas linhas coloridas,
controle (C) e teste (T). A coloracéo de ambas as linhas indica resultado positivo
enguanto auséncia de coloracéo na linha teste indica que néo foi detectado hCG
na amostra. A sensibilidade do teste é de 10 UI/L (Lab ECO). Para o teste de
hCG sérico quantitativo € utilizado analisador ARCHITECT® i2000 SR (Lab
ABBOTT) pelo método imunoenzimatico quimioluminescente de microparticulas

(CMIA) desde o inicio do estudo. O tempo de realizagdo desse teste quantitativo
15



Métodos
é de 28 minutos, no entanto, se titulos de hCG sérico > 15.000 UI/L, um aumento
desse tempo de 28 minutos ocorre a cada diluicdo necessaria. O equipamento
ARCHITECT® i2000 SR faz diluicbes automaticas (1:15) até 225.000 UI/L.
Titulos de hCG séricos superiores a 225.000 Ul/L necessitam de diluicdo manual
do soro da paciente pelo operador. A sensibilidade analitica do método é < 1,2

UI/L e o valor de referéncia é < 5,0 UI/L.

2.1.4. Amostragem: Considerando amostragem aleatéria simples, erros tipo | e
Il iguais a 0,05 e 0,20 respectivamente, e supondo que nas faixas de valores
baixos de hCG pré-esvaziamento uterino a prevaléncia de EH seja em torno de
2,5% e que, nas faixas de valores mais altos de hCG a prevaléncia de EH esteja
em torno de 40%, estimam-se necessarias 20 pacientes em cada uma das faixas

de hCG antes definidas.

2.1.5.Andlise estatistica: A ocorréncia do EH entre as faixas de hCG
observada na apresentacdo clinica foi analisada comparando as razdes de
prevaléncia pontuais do EH em cada faixa por meio do ajuste de modelo de
regressdo multipla de Cox. Associac¢des foram consideradas estatisticamente
significativas se valor de p < 0,05. Curva ROC (do inglés, Receiver Operating
Characteristic Curve ou curva Caracteristica de Operacdo do Receptor) foi
construida para prever a presenca de EH em funcdo do valor de hCG pré-
esvaziamento uterino na MHC. As analises foram realizadas com o software

SPSS v21.0s.
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3. Resultados

No periodo de 1990 a 2020, 366 pacientes com MHC e 57 pacientes com
diagnostico de Neoplasia Trofoblastica Gestacional foram registradas no
CDTB/Unesp. Das 366 pacientes com MHC, 81 ndo foram incluidas por
apresentarem expulséo de vesiculas (n=4) ou prontuarios médicos incompletos
(n=77). As pacientes com MHC com expulséo de vesiculas foram excluidas do
estudo devido ao decaimento importante de hCG pré-esvaziamento nestas
pacientes. Dessa forma, 285 mulheres com diagnostico de MHC foram incluidas

neste estudo.

Doenca Trofoblastical
Gestacional

n =539

Mola Hidatiforme

n=482
[
[ |
Mola Hidatiforme Mola Hidatiforme
Completa Parcial
n = 366 n=116
N&o inclusdo

n=81

Populagdo em
- analise

n=285

Figura 1. Fluxograma das pacientes atendidas no Centro de Doenga Trofoblastica de Botucatu
da Universidade Estadual Paulista, 1990 a 2020.
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A Tabela 1 mostra a proporcdo de EH e a estimativa da razdo de
prevaléncia (RP) de EH em funcdo dos valores de hCG pré-esvaziamento
uterino. A maioria das mulheres com MHC apresentaram valor hCG > 100.000
UI/L antes do esvaziamento molar (239/285; 83,9%). A proporcdo do EH em
funcdo de hCG sérico pré-esvaziamento em mulheres com MHC foi de 26%
(74/285). Proporcoes elevadas de EH foram observadas entre pacientes com
faixas de hCG > 750.000 a 1.000.000 UI/L e > 1.000.000 UI/L, 58,6% e 87,2%,
respectivamente. A razdo de prevaléncia de EH teve aumento significativo a
medida que se avancou entre as faixas de hCG. Até o valor de 250.000 UI/L n&o
houve EH. Nas faixas de hCG > 250.000 a 500.000 UI/L e de > 5000.000 a
750.000 UI/L, a razdo de prevaléncia foi 1,14 (95%CIl = 1,02 — 1,28, p = 0,020) e
1,28 (95%Cl1=1,12-1,48, p=0,001), respectivamente. Naquelas pacientes com
hCG > 750.000 a 1.000.000 UI/L e > 1.000.000 UI/L, a raz&o de prevaléncia foi

alta, 1,80 (95%Cl = 1,56 — 2,06, p = 0,001) e 2,39 (2,12 — 2,70, p = 0,001).

Tabela 1. Ocorréncia de efeito Hook em funcéo dos valores de hCG pré-
esvaziamento molar.

Efeito Hook Total
Nao Sim RP (IC95%) ; p
hCG pre- < 100000 46 0 46 Referéncia
esvaziamento
100,0% 0,0% 100,0%
[100000;250000] 67 0 67 1,00 (0,89 ;1,12) ; p= 1,000
100,0% 0,0% 100,0%
(250000;500000] 59 9 68 1,14 (1,02 ;1,28) ; p = 0,020
86,8% 13,2% 100,0%
(500000;750000] 21 7 28 1,28 (1,12;1,48) ; p< 0,001
75,0% 25,0% 100,0%
(750000;1000000] 12 17 29 1,80 (1,56 ; 2,06) ; p < 0,001
41,4% 58,6% 100,0%
>1000000 6 41 47 2,39 (2,12;2,70) ; p< 0,001
12,8% 87,2% 100,0%
Total 211 74 285

74,0% 26,0% 100,0%
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A curva ROC (curva de caracteristica de operacdo de receptor) foi

construida para determinar a presenca de EH em funcao do valor de hCG pré-

esvaziamento uterino de pacientes com MHC. A analise da curva ROC distinguiu

a performance do valor de hCG pré-esvaziamento para predi¢cdo da ocorréncia

do EH com bom poder discriminatério. A area sob a curva ROC (AUC) foi 0,94

(95%CIl = 0.91 — 0.96, p < 0,05).). O melhor ponto de corte para determinar a
ocorréncia do EH foi 507.038 UI/L com uma sensibilidade de 86,5% e
especificidade de 82,0%. A precisao foi 83,1%, enquanto valor preditivo positivo

(VPP) e valor preditivo negativo (VPN) foram 62,7% e 94,5%, respectivamente

(Figura 3).
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Figura 3. Curva ROC dos valores de hCG pré-esvaziamento para a discriminagéo do efeito

Hook

Tabela 2 — Resultados da curva ROC.

Area (IC95%); p

Corte

S

E

VPP

VPN

0,94 (0,91 ; 0,96);
p <0,05

> 507.038

86,5%

82,0%

62,7%

94,5%

S=Sensibilidade, E=Especificidade, VPP=Valor preditivo positivo, VPN=Valor

preditivo negativo
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4. Discussao

A gonadotrofina coridnica humana € comumente usada como marcador de
DTG. Em ambientes com poucos recursos nos quais hCG sérico quantitativo ndo
pode ser determinado, permanecer vigilante quanto a possibilidade do
diagnéstico de gravidez molar € de suma importancia. Em hospitais localizados
em paises de baixa e média renda, o julgamento clinico e a ultrassonografia
continuam sendo fundamentais no diagndéstico de gravidez molar especialmente
porque sua ocorréncia € muito mais comum nesses paises (Gresnigt et al.,

2019).

A mola hidatiforme completa apresenta caracteristicas clinicas principais
gue incluem sangramento transvaginal e Utero com tamanho maior do que o
esperado para a idade gestacional. Outras manifestacfes clinicas associadas a
MHC incluem hiperemese gravidica, hipertireoidismo e cistos tecaluteinicos
induzidos por concentracdes séricas de hCG elevadas, produzidas pelo tecido
trofoblastico (Jain et al, 2019). Aproximadamente 50% das pacientes com MHC
apresenta valores de hCG > 100.000 UI/L, sendo esse valor fortemente
sugestivo de MHC (Yeung & Cheung, 2014; Jain et al. 2019). A partir da
avaliacao dos resultados obtidos pelo presente estudo, percebe-se que a maior
parte das pacientes com MHC tratada no CDTB/Unesp, aproximadamente 84%,

apresentam dosagem de hCG superior a 100.000 UI/L.

O efeito Hook, que resulta em valores artificialmente baixos ou negativos
dos testes de deteccédo de hCG na urina ou no soro, pode ser identificado por
meio de trés maneiras diferentes em relacdo aos achados em exames de
gravidez na urina e teste de hCG sérico quantitativo. E possivel que as pacientes
com MHC apresentem teste de gravidez de urina fracamente positivo ou
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falsamente negativo, apesar de titulos séricos de hCG muito elevados (Pang et
al., 2010; Jain et al., 2019). Pang et al. 2010 relatam caso clinico de paciente
com 47 anos que apresentou aumento uterino associado a sangramento uterino
anormal, hipertireoidismo, Utero apresentando a ultrassonografia tamanho
aumentado com massa heterogénea e teste de gravidez na urina negativo.
Diante de tal massa, o diagndstico inicial foi de mioma degenerado e a conduta
indicada a histerectomia que nao foi realizada pela expulsédo de vesiculas por via
vaginal e febre. Foi realizado novo teste de urina com resultado fracamente
positivo. Jain et al 2010, por sua vez, descrevem caso de paciente que
apresentou trés testes de gravidez na urina negativos, sangramento
transvaginal, crise tireotdxica e Utero aumentado com imagem ultrassonografica
sugestiva de MH. O teste de gravidez na urina mostrou-se positivo apenas com

a diluicao de 1:16.

Outra maneira de percepcdo do EH associado a MHC € por meio de
valores séricos de hCG falsamente baixos, 0s quais mostram-se muito elevados
apos diluicdo da amostra (Nodler et al., 2011; Braga et al., 2021). Nodler et al.
2011 descrevem caso clinico com histéria de sangramento vaginal e achado
ultrassonogréfico caracteristico de MHC — Utero aumentado de volume com
material ecogénico — associado a valores séricos de hCG falsamente baixos em
duas ocasifes (900 e 882 UI/L), trombocitopenia e coagulopatia. Braga et al.
relatam dois casos associados a hCG sérico negativo e hCG sérico em
decaimento, respectivamente, nos quais realizou-se histeroscopia, 0 primeiro
para investigacdo de sangramento uterino anormal e o segundo para

investigagéo de abortamento retido.

Por fim, o EH pode apresentar-se com teste de gravidez de urina negativo

e titulos de hCG falsamente baixos (Cormano et al., 2015; Wan et al., 2021).
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Comano et al. descrevem caso clinico no qual, devido ao teste de gravidez de
urina negativo em duas ocasides, duas biopsias endometriais foram realizadas
para investigacdo de sangramento transvaginal agudo associado a massa em
cavidade uterina complexa. Observou-se, apds a conduta inicial, hCG sérico
quantitativo com titulo falsamente baixo. Wan et al. relatam caso no qual o
diagnoéstico de MHC foi firmado tardiamente, associado a complicagcdes como
hipertireoidismo e pré-eclampsia. A demora no diagndéstico de MHC, nesse caso,
associou-se a dois testes de urina negativos e valores falsamente baixos de hCG

sérico.

Assim, apesar da crescente disponibilidade de testes rapidos e precisos
para a deteccdo de hCG para diagnosticar gravidez e o uso de ultrassonografia
precoce, o que facilita o diagndstico de MH no primeiro trimestre, o EH pode
levar ao atraso do diagnostico da MHC e condutas médicas iniciais equivocadas,
0S quais associam-se a complicacdes potencialmente ameacadoras a vida

(Nodler et al., 2011; Winder et al. 2017).

Os meédicos devem estar cientes sobre as limitacdes laboratoriais da
titulag&o de valores extremamente altos de hCG, entendendo que testes de urina
e sérico de gravidez falsamente baixos ou negativos podem acontecer devido ao
EH, particularmente em situagcBes nas quais o cenario clinico pode nao
corresponder a um valor falsamente baixo (Nodler et al. 2011). Em pacientes nas
quais o diagnostico de MHC e EH é suspeitado, diante de resultados de teste de
gravidez na urina fracamente positivos ou negativos, valores de hCG sérico
falsamente baixos ou dentro da normalidade, € essencial que se proceda a

diluicdo da amostra, a qual mostrara titulos de hCG elevados.
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No presente estudo, as faixas de hCG com valores menores do que
250.000 UI/L ndo apresentaram EH, enquanto valores entre 250.000 e 500.000
UI/L associaram-se ao EH em apenas 13,2% dos casos. Valores séricos de hCG
> 500.000 UI/L foram mais associados a ocorréncia do EH em pacientes com
MHC, sendo o valor de corte do presente estudo de 507.038 UI/L com acuracia
de 83,1%. Ademais, diversos casos clinicos reportados na literatura associaram
MH avancada ao EH com valores de hCG > 500.000 UI/L (Winder et al, 2017,
Nigam et al. 2014; Pang et al. 2010). Conforme revisédo de literatura (tabela
suplementar 1), computando-se todos os relatos de mola hidatiforme completa
associados ao EH nao atinge o nimero de pacientes incluidas em nosso estudo.
Ha descritos na literatura 29 casos, enquanto o presente estudo compreende 74

casos.

As concentracdes de hCG na urina e no soro variam amplamente durante
a gestacédo, com as concentracdes de urina medindo aproximadamente metade
das fracOes séricas correspondentes, dependendo do estado de hidratacdo da
paciente (Griffey et al. 2013). Dessa forma, a hiperhidratacdo é a provavel
explicagdo para as pacientes com hCG de 1.000.000 UI/L ou mais que ndo
apresentaram EH (6 pacientes — 12,8%), uma vez que essas mulheres
apresentam MHC avancada e necessitam de intervengdes iniciais que incluem
hidratacdo venosa associada ou ndo a hemotransfusdo. A hiperhidratacdo
provoca diluicdo de hCG na urina, 0 que permite a ligagdo do hCG tanto ao
anticorpo monoclonal de fase sélida quanto ao anticorpo conjugado ao
sinalizador, formando a ligagcéo “sanduiche” e, consequentemente, tornando o

teste qualitativo positivo e o EH negativo.

Uma vez que a tomada de decisao clinica em mulheres em idade fértil com

dor abdominal e sangramento vaginal € frequentemente ditada por ensaios
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qualitativos de hCG na urina ou no soro, € importante reconhecer a limitacédo do
imunoensaio que resulta no EH e as solucdes para evitd-lo. Aumentar a
guantidade de anticorpos de captura em placa sélida e os anticorpos marcadores
€ uma maneira de estender a faixa de linearidade do ensaio para um maior titulo
de hCG. No entanto, com essa estratégia ainda seria possivel a ocorréncia de
EH em titulos extremamente elevados de hCG. Outra forma é alterar a proporcao
do antigeno da amostra para o anticorpo reagente, o que € feito a partir de
diluicdes em série de amostra. A diluicdo em 1:10 a 1:1.000 da amostra é, de
fato, uma maneira simples de detectar e superar o EH. Assim, nas pacientes com
suspeita de MHC e EH, deve-se proceder a diluicdo seriada da amostra (Jain et

al. 2019; Yeung & Cheung, 2014; Er et al, 2006).
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5. Conclusao

Em concluséo, este estudo confirma que o efeito Hook € mais provavel de
ocorrer em mulheres com MHC quando hCG sérico encontra-se acima 500.000
UI/L. Dessa forma, diante de mulheres em idade reprodutiva que apresentem
sinais e sintomas como nauseas/vomitos e/ou sangramento de escape, e tém
achados ultrassonograficos sugestivos de MHC, mas tém teste de gravidez na
urina negativo ou hCG sérico quantitativo positivo baixo, reconhecer o efeito
Hook é fundamental para prevenir erros de conduta médica. Diante da suspeita
do efeito Hook, a diluicdo da urina/soro € fundamental para um teste acurado e

diagnéstico preciso.
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7. Anexos

Tabela 1. Casos publicados em literatura com associacdo entre mola
hidatiforme completa e efeito Hook

Autor / Ano Teste de urina | Baixos valores Valor de hCG | Condic¢des potencialmente Near Miss
negativo no soro (UI/L)/ prée- ameacadoras / materno
Laboratério esvaziamento | Complicag@es clinicas
(UIL)
1993/ Levavi et al.- N&o Sim 350- sim 1.600.000- Nao/ ndo Nao/ ndo
02 casos 228 (sem 2.225.000
laboratério)
1998 / Flam et al. N&o 632 (pOs- 3.200.000 PE com sinais de gravidade/ | N&o
esvaziamento (p6s- desconforto respiratorio
molar) esvaziamento
molar)
2000/ Yoo et al. Nao Sim (778)- 1.811.700 N&ao Néao
amostra colhida
01 hora ap6s
esvaziamento
(laboratério
Bayer Immuno 1
immunoassay)
2003/ Tabas et al. Sim Sim- teste 1.500.000 N&o N&o
negativo no
soro (sem
laborat6rio)
2004 / Kazemi et al. Sim N&o 816.150 Hipertireoidismo N&o
2010/ Pang et al. Urina negativa | N&o > 1.000.000 Hemorragia / N&o
+ baixo valor hipertireoidismo
na urina
(fracamente
positivo)

2011 / Hunter et al. Sim N&o 1.370.128 PE com sinais de Transfuséo
gravidade/hipertireoidismo/ | sanguinea
hemorragia sem
instabilidade hemodinémica

2011 / Nodler et al. N&o 900- sem > 1.300.000 PE com sinais de gravidade/ | Coagulopatia

laborat6rio hipertireoidismo

2012 / Shazly et al. N&o 8.354 e 7.799- 1.876.000 Crise tireotoxica/ PE com N&o

sem laboratério sinais de gravidade

2013/ Yadav et al. Sim N&o 1.430.000 Nao Nao

2014 / Jindal et al. Sim 45 175.200

2014 / Nigam et al. Sim N&o 1.154.830 N&o N&o

2014 / Semenya et Sim N&o 428.680 N&o N&o

al. (inconclusivo)

2014/ Salvi et al. Sim N&o N&o Transfusé@o 03 concentrados | N&o

disponivel de hemécias

2015/ Comano etal. = Sim 581- sem 5.899.478 Hipertireoidismo N&o

laboratério
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2015/ Datti et al.

2015/ Nalini

2016 / Anderson et
al.
2016 / Chua et al.

2017 / Antunes et al.
2017 / Braga et al.

2017 / Winder et al.
2018/

Bommireddypranavi
et al.

2018 / Gresnigt et al.
2018 / McLaren et al.

2019/ Jain et al.

2020 / Singh et al.

2021 / Braga et al.

2021 / Wan et al.

Sim

Sim

Sim
Sim

Sim
Nao

Sim

Sim
Nao

Sim
Sim

Nao

Sim (02 testes
negativos)

PE: pré-eclampsia

850- sem
laboratério

Nao

171/ 9.986- sem
laboratério

Nao

720- sem
laboratorio

Néao
722- sem
laboratério

Sim- sem
laboratério
944-1.286- sem
laboratério

15.000 (sem
diluicdo da
amostra por
guestao
financeira)
4.000.000

> 200.000

1.912.112

561.378
2.220.890

> 900.000

> 250.000
(pds-
esvaziamento)
N&o

> 250.000

255.000

135.000

2.240.000

> 269.800

CIVD: Coagulopatia Intravascular Disseminada

IOT: intubacao orotraqueal

DVA: droga vasoativa

Nao

Hemorragia com
instabilidade hemodinamica

Hipertireoidismo/ admisséo
em UTI

PE com sinais de gravidade/
hemorragia severa

Crise tireotéxica/ admisséo
em UTI/ hiperémese/
hipertireoidismo/ hemorragia
N&o

N&o
Hemorragia

PE com sinais de gravidade/
hipertireoidismo
Desconforto respiratério

Nao

PE/ hipertireoidismo/
internacéo em UTI
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Transfusao 06
concentrados
heméacias

Insuficiéncia
cardiaca

Choque/ 10T
> 60min/ uso
de DVA
Transfuséo 06
concentrados
hemacias
Nao
Transfusao 06
concentrados
hemacias/
histerectomia
por
sangramento
agudo

Nao

Transfusao de
concentrado
de hemacias
Nao

Histerectomia
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mulheres com mola hidatiforme

Pesquisador: |zildinha Maesta

Area Tematica:

Versdo: 1

CAAE: 43179421.0.0000.5411

Instituigéio Proponente: Faculdade de Medicina de Botucatu/UNESP

Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Namero do Parecer: 4.574.566

Apresentagido do Projeto:

As informacgbes descritas nos campos “Apresentagio do Projeto”, “Objetivo da Pesquisa” e "Avaliacio dos
Riscos e Beneficios" foram retiradas dos documentos e arquivo - Informagdes Basicas da Pesquisa.

O trabalho "Associagdo entre efeito hook e condigoes potencialmente ameagadoras a vida em mulheres
com mola hidatiforme" trata-se de estudo observacional transversal de 280 pacientes com MHC
encaminhadas para tratamento inicial (esvaziamento uterino) no Centro de DoencaTrofoblastica de
Botucatu, Universidade Estadual Paulista, no periodo de 1990 a 2020. Tem alto grau de interesse clinico no
campo da oncologia ginecoldgica. Trabalho exequivel e factivel, clareza de objetivos e metodolégica,
consistinde em mestrado e iniciag3o cientifica.

Objetivo da Pesquisa:

Avaliar a associagdo do efeito hook com condigBes potencialmente ameacadoras a vida e near miss
materno em mulheres com diagndstico de MHCe tratamento inicial no Centro de Doenca Trofoblastica de
Botucatu, Universidade Estadual Paulista (CDTB/Unesp).

Avaliagio dos Riscos e Beneficios:
Como riscos tem-se exposi¢So de dados clinicos das pacientes, no entanto os pesquisadores

Enderego: Chécara Butignolli , sin
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Telefone: (14)3880-1808 E-mail: cep@fmb.unesp.br
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comprometem-se com sigilo e confidencialidade das informagdes obtidas em prontuarios médicos. Como
beneficios conhecimento sobre a mola hidatiforme completa e da associacio entre efeito hook e condigbes
potencialmente ameacadoras a vida em mulheres com mola hidatiforme;- Alerta para os profissionais de
area da salde para a suspeic3o clinica de mola hidatiforme completa, a despeito de teste qualitativo de
hCG negativo, em mulheres com sangramento do primeiro trimestre, hiperemese, hiperireoidismo ou pré-
eclampsia precoce (< 20semanas).

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Estudo observacional transversal de 280 pacientes com MHC encaminhadas para tratamento inicial
(esvaziamento uterino) no Centro de Doenga

Trofoblastica de Botucatu, Universidade Estadual Paulista, no periodo de 1990 a 2020.

Pesquisa no campo da oncologia ginecolégica com interesse clinico, sendo uma base retrospectiva onde
serdo analisados os dados de mulheres com diagnostico de mola hidatiforme e relagfes com hCG enire
outras correlagdes. Trabalho objetivo e claro, com pragmatismo habitual do grupo de pesquisa em doenga
trofoblastica do HCFMB.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagéo obrigatdria:

Termos foram apresentados: folha de rosto, projeto completo, anuencias da FMB e HCFMB. Foi solicitada a
dispensa do TCLE, com a seguinte justificativa: trata-se de estudo retrospectivo que utilizara banco de
dados do centro de referéncia especializade em doencas trofoblasticas de Botucatu da Universidade
Estadual Paulista (CDTB/Unesp). Ndo sera possivel aplicar TCLE, pois as participantes ndo estdo mais em
seguimento no servigo e a frequente mudanga de enderegoltelefone dificulta contata-las.

Recomendagies:

N3o ha.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

Ap6s andlise em REUNIAD ORDINARIA, o Colegiado deliberou AF’ROVA(:.EO do PROJETO de Pesqguisa
apresentado.

Consideragdes Finais a critério do CEP:

Conforme deliberagdo do Colegiado, em REUNIAO ORDINARIA do Comité de Etica em Pesquisa
FMB/UMESF, realizada em 01/03/2021, do PROJETO de Pesquisa apresentado encontra-se APROVADO.
Ao final da execugdo da pesquisa, o Pesquisador devera enviar o Relatorio Final de Atividades, na forma de
Notificag8o, via Plataforma Brasil.

Enderego: Chacara Butignolli, s/n
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Atenciosamente,
Comité de Etica em Pesquisa FMB/UNESP
Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arguivo Postagem Autor Situagdo
Informagoes Basicas | PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 09/02/2021 Aceito
do Projeto ROJETO_1698005.pdf 16:56:38
TCLE f Termos de | Dispensa_do_TCLE_Mestrado_Flora.pdff 09/02/2021 |lzildinha Maesta Aceito
Assentimento / 16:53.08
Justificativa de
Auséncia
Declaragao de CartaAnuenciaObstetriciaD4_02_2021.p| 0902/2021 |lzildinha Maesta Aceito
concordancia df 16:12:19
QOutros TermoDeAnuencialnstitucional_Efeito_h| 09/02/2021 |lzildinha Maesta Aceito

ook.pdf 15:54.45
Declaragao de AnuenciaHcSipe_Efeito_hook_pdf 09/02/2021 |lzildinha Maesta Aceito
Instituigdo e 13:58:47
Infraestrutura
Declaracao de AnaliseDeViabilidadeDoProjetoDePesqu| 09/02/2021 |lzildinha Maesta Aceito
Instituicio e isa_Efeito_hook.pdf 13:5526
Linfraestrutura
Projeto Detalhado / | Efeito_hook_projeto_enviado CEP pdf 08/02/2021 |lzildinha Maesta Aceito
Brochura 15:01:38
Investigador
Folha de Rosto Folha_de_Rosto_Efeito_hook_2021.pdf | 08/02/2021 |lzildinha Maesta Aceito
14:56:15
Situagédo do Parecer:
Aprovado
Necessita Apreciagdo da CONEP:
Nio
Enderego: Chacara Butignolli , s/n
Bairro: Rubizo Junior CEP: 18818-670
UF: 5P Municipio: BOTUCATU
Telefone: [14)3250-1808 E-mail: cep@fmb.unesp.br
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BOTUCATU, 05 de Margo de 2021

Assinado por:
SILVANA ANDREA MOLINA LIMA
(Coordenador(a))
Enderego: Chacara Butignelli , sin
Bairro: Rubido Junior CEP: 12812070
UF: S5F Municipio: BOTUCATU
Telefone: (14)3280-1800 E-mail: cep@fmb.unesp br
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Anexos

Projeto de Pesquisa:
iag8o entre efeito hook e condigoes potencialmente ameagadoras 3 vida em mulheres com mola hidatiforme

Informagies Preliminares

——  Responsavel Principal

‘CPFiDocumento:  072.030.743-04 MNome: Izildinha Maesta

Telefone: 1438137260 E-mail:  imaestaf@fmb.unesp. br

——  Instituigiio Proponents

CMPJ: 48.031.918/0019-53 Nome da Instituigdo: Faculdade de Medicina de Botucatu/UNESP

E um estudo internacional? Mao

B Equipe de Pesquisa

CPFDocumento

146.019.817-08 Flora de Souza Bravo

406.214.968-18 MARIANA PACCHIONI

Area de Estudo

Grandes Areas do Conhecimento (CNPqg)
® Grande Area 4. Ciéncias da Sadde

Propésito Principal do Estudo (OMS)
® Clinico

Titulo Piblico da Pesquisa: Associagio entre efeito hook e condigoes potencialments ameacadoras & vida em mulheres com mola
hidatiforme

Contato Pablico

CPF/Documento Nome Telefone E-mail

072.039.748-04 Izildinha Maesta 1438137250 imaesta@fmb. unesp br

Caontato Cientifico: Izildinha Maesta

Data de fubmiss3a do Projebo: DSOR2021 Home o Arquive: FE_INFCRMAGOES_BASICAS_D0_PROJETD_1638005.Raf Versio do Projeto: 1
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