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Artigo original

Avaliacao preliminar da enolase neurdonio-especifica para o
diagnostico diferencial na sindrome do derrame pleural.
Preliminary avaliation of neuron specific enolase for the differential
diagnosis in pleural effusion syndrome.

Cyro Teixeira da Silva Junior', Gilberto Perez Cardoso?®, Elizabeth Giestal de Araujo’.

RESUMO

Introdugao: Enolase neurdnio-especifica (NSE) é uma enzima envolvida na via glicolitica, e seus niveis séricos tém sido
analisados nos carcinomas de pulmao. Entretanto, sua presenca nos liquidos pleurais ainda nao é utilizada como método
diagndstico de rotina. Objetivo: Determinar a relevancia da dosagem da NSE nos liquidos pleurais (NSE-L) para o diagndsti-
co diferencial da sindrome do derrame pleural, discriminando, especificamente, entre causas malignas e benignas. Métodos:
Imunofluorometria a tempo resolvido (TRIFMA). Resultados: NSE-L foi dosada em setenta pacientes: 20 pacientes com derra-
me pleural maligno, devido a NSCLC ou carcinoma bréonquico ndo pequenas células (n=15), linfomas (n=4) e neuroblastoma
(n=1). O grupo controle foi constituido por 50 pacientes com derrames pleurais benignos por vérias causas, principalmente
tuberculose (33%). O grupo com processos malignos foi constituido por 9 homens, com uma média de idade de 67,6 anos
(35-92 anos). O grupo controle foi constituido por 30 homens, com uma média de idade de 49 anos (3-94 anos). A média
de dosagens de NSE pleural (NSE-L) foi mais elevada no grupo maligno (38,5 + 59,9ug/L) do que no grupo benigno (9,35 +
23,7ug/L), com um valor de p bicaudal igual a 0,0304). Comparac¢ao multivariada pelo teste de Kruskal-Wallis foi estatistica-
mente significante (H=9,998, p=0,0067). Teste post-hoc de Dunn calculou uma diferenca estatisticamente significativa entre
as doencas benignas e NSCLC (p<0,01), mas nao entre linfomas versus NSCLC (p>0,05) e linfomas versus doencas benignas
(p>0,05). Conclusao: A dosagem de NSE-L serve para diferenciar derrame pleural maligno e benigno.

Descritores: Enolase neurénio especifica; derrame pleural; marcador bioldgico de tumor.

ABSTRACT

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

Keywords: Neuron-specific enolase; pleural effusions; tumor marker.

1. Professor Adjunto de Pneumologia, da Universidade Federal Fluminense. Laboratério de Pesquisa em Liquido Pleural, do Instituto de Biologia, da Univer-
sidade Federal Fluminense.

2. Professor Titular do Departamento de Medicina Clinica, da Universidade Federal Fluminense.

3. Professora Associado |, do Departamento de Neurobiologia e do Programa de Neuroimunologia, da Universidade Federal Fluminense.

Trabalho realizado em conjunto pelos Programas de Pds-Graduacao Stricto Sensu em Ciéncias Médicas e Neuroimunologia, da Universidade Federal Flumi-
nense, Niteroi, RJ, Brasil. Nao ha conflito de interesse por parte dos autores..

Endereco para correspondéncia: Professor Dr. Cyro Teixeira da Silva Junior. Rua da Conceicéo, 13/210, Centro, Niter6i (RJ), Brasil, CEP: 24020-080 e-mail:
ctsilvajunior@predialnet.com.br.
Recebido em 02/02/2008 e aceito em 28/02/2008, apds revisao.

Pulmao RJ 2008;17(1):13-17 13



Silva Junior CT, Cardoso GP, Araujo EG . Enolase neurdnio especifica pleural

INTRODUCAO

Dados da literatura mostram que 75% das causas
de derrame pleural maligno podem estar relacionadas
a carcinomas broncogénicos (especificamente os ade-
nocarcinomas), linfomas e canceres de mama.'

Os exames mais sensiveis, decorrentes dos pro-
cedimentos indicados para investigar a causa de
um derrame pleural maligno, apds suspeita clinica e
imagética, sdo o histopatoldgico pleural e a citopa-
tologia do liquido pleural. Outros exames disponi-
veis, que podem auxiliar no diagnéstico, sdo os mar-
cadores tumorais.? Neste contexto, a enzima enolase
neurdnio especifica dosada no liquido pleural (NSE-
L) é um exemplo.

A utilizacdo da enolase neurdnio-especifica como
marcador tumoral do pulméo comeca a partir dos tra-
balhos de Cole e colaboradores (1980).3 Estes autores
descreveram a enzima glicolitica NSE como marcador
histoquimico das células pulmonares que apresentam
diferenciacdo neuroenddcrina. Devido a esta diferen-
ciacdo, os autores propuseram a inclusao do pulmao
como membro do sistema APUD (amine precursor up-
take and decarboxilation).

Em 1984, foi sugerido que a NSE fosse um marca-
dor tumoral com relevancia clinica. A dosagem desta
enzima poderia ser um método auxiliar para o estadia-
mento e para a monitoracdo terapéutica. Além disso,
poderia ser um importante indicador para se prever
possiveis recidivas da doenca nos pacientes com carci-
noma de pequenas células submetidos a tratamento.*

O objetivo do presente estudo foi avaliar a im-
portancia da dosagem da enzima NSE para o diag-
nostico diferencial na sindrome do derrame pleural,
discriminando, especialmente, os de causa maligna
e benigna.

METODOLOGIA
a) Caracteristicas do local do estudo

O estudo foi realizado no Laboratério de Pesquisa
em Liquido Pleural, situado no Instituto de Biologia da
Universidade Federal Fluminense, municipio de Nite-
roi, Estado do Rio de Janeiro.
b) Delineamento e periodo

A presente pesquisa foi classificada como método
de estudo epidemioldgico primario, observacional, do
tipo transversal, com a finalidade de diagndstico, reali-
zada a partir de 2003 e até 2006.
¢) Pacientes

Para a pesquisa foram selecionadas 70 (setenta)
dosagens de NSE, realizadas no liquido pleural (NSE-L).
Essas amostras foram oriundas de 70 (setenta) pacien-
tes, obedecendo a critérios de elegibilidade.
c.1) Critérios de inclusdo

Todos os pacientes possuiam tanto diagnéstico
clinico como por imagem de sindrome de derrame
pleural. Os exames realizados visavam esclarecer a cau-
sa da sindrome existente.
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A classificacdo de transudato ou exsudato foi realiza-
da através da relacéo liquido pleural/soro de desidroge-
nase latica, proteinas totais e do gradiente de albumina.’

O diagnéstico de tuberculose pleural foi confir-
mado por meio dos exames: histopatolégico pleural,
atividade da enzima adenosina desaminase e de cultu-
ra de Micobactérias no liquido pleural.!

O diagnostico de linfomas foi feito através do exa-
me histopatoldégico convencional e especializado, em
ganglios cervicais ou de mediastino, e, ocasionalmen-
te, citometria de fluxo no liquido pleural.’

O diagnéstico dos diversos tipos de carcinoma
bronquicos foi confirmado através dos exames de ci-
topatologia e/ou histopatoldgico pleural, oriundos
de diversos procedimentos orientados pelos exa-
mes de imagem.'

O diagnostico de infarto pulmonar foi confirmado
através da evolucdo clinica, imagética e negatividade
no liquido pleural para outras causas. Empiema pleural,
pelos marcadores bacteriolégicos, glicose e desidroge-
nase latica pleural, em relacdo a dosagens séricas.!
c.2) Critérios de exclusédo

Liquidos pleurais de pacientes com infeccdo
pelo HIV, sindrome de imunodeficiéncia adquirida,
insuficiéncia renal crénica, hemotérax, terapia antico-
agulante e trombolitica, presenca de fibrina e aqueles
em que o diagnéstico ficou indeterminado, apesar de
exaustivamente investigados.

d) Método de dosagem

As amostras de liquido pleural, para dosagem
de NSE-L, foram coletadas em frascos padronizados
que estavam secos, haviam sido esterelizados e nao
continham anticoagulante. Antes de serem testa-
das, as amostras sofreram, primeiramente, macro-
centrifugacdo apos retracdo completa do coagulo.
A seguir, a parte celular foi desprezada e, em casos
de turvacao, houve clareamento. Em caso de estoca-
gem, as amostras foram armazenadas em refrigera-
dor por até 24 horas entre 2 a 8 graus C e, apos este
periodo, em freezera-20°C.

Quando transportadas, as amostras foram emba-
ladas e rotuladas de acordo com as regulamentacdes
nacionais e internacionais aplicaveis, referentes ao
transporte de amostras clinicas e agentes bioldgicos.

A determinacdo quantitativa da NSE-L foi realiza-
da através do ensaio de imunofluorometria a tempo
resolvido, existente em kit comercial de oncologia.’

e) Andlise estatistica®

Como se tratou de uma pesquisa clinica-labora-
torial-diagndstica, a técnica estatistica utilizada, e ade-
quada, consistiu na comparacdo, de dois grupos de
pacientes: grupo | (com diagndstico de sindrome de
derrame pleural maligno tendo como causa principal
carcinoma bronquico ndo pequenas células (NSCLC),
além de linfomas e neuroblastoma) e grupo Il (grupo
controle, com diagnéstico de sindrome de derrame
pleural benigno por outras causas).



Foi feito cédlculo de freqliiéncia das varias cau-
sas, nos dois grupos, com célculo dos intervalos de
confianca a 95%. Estatistica descritiva de atividade
da NSE-L, idade e sexo dos pacientes nos grupos tes-
tados. Teste de Kolmogorov-Smirnov, para avaliacao
da distribuicdo de normalidade. Teste U nao para-
métrico de Wilcoxon-Mann-Whitney, para compa-
racdo das medianas de dosagens de ativividade da
NSE-L em ambos os grupos. Teste ndo paramétrico
de Kruskal-Wallis, para comparacdo geral das varias
medianas das causas de sindrome do derrame pleu-
ral. Teste Post Hoc de Dunn. O valor de p significante
foi estabelecido em 5% para a probabilidade alfa.

Os resultados da pesquisa, decorrentes das
analises estatisticas, foram embasados nos dados da
casuistica disponiveis em uma planilha do software
Excel MS 2000° e programas estatisticos especificos
contidos no software MedCalc versao 9.0 e GraphPad
Prism versao 3.0.

RESULTADOS

A tabela 1 resume as freqiiéncias das diversas
causas de derrames pleurais incluidos no estudo
transversal.

Tabela 1 - Freqliéncia das causas dos 70 derrames pleurais analisa-
dos para dosagem de NSE-L pelo método de imunofluorometria a
tempo resolvido em um delineamento transversal

N° de Liquidos Intervalo de
Causa Pleurais Freqiiéncia (%) Confianca (95%)
Tuberculose 23 33 229-445
Neoplasia Maligna 20 29 19,3 - 40,09
Empiema pleural 7 10 4,90 -19,20
Transudato 6 9 4,05-174
Parapneuménico 5] 7 3,16 -15,6
TEP 5 7 3,16 - 15,6
Uremia 2 3 0,88-9,8
Paracoccidioidomicose 1 1 0,34-7,59
Hemotoérax 1 1 0,34-7,59
TOTAL 70 100 0,34 — 44,5

Fonte: Laboratério de Pesquisa em Liquido Pleural/Instituto de Biologia/Uni-
versidade Federal Fluminense (2003-2006)

A tabela 2 resume os resultados da estatistica
descritiva encontrados para as variaveis estudadas,
nos 70 pacientes com sindrome do derrame pleural
nos grupos de casos e controles.

Com a finalidade de estudo estatistico inferencial,
foi resumida, na tabela 3, a andlise para distribuicao de
normalidade pelo teste de Kolmogo-
rov-Smirnov dos valores encontrados
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A tabela 5 resume a estatistica descritiva e in-
ferencial de dosagem da NSE-L de diferentes amos-
tras de pacientes que apresentaram sindrome do
derrame pleural.

Tabela 2 - Variaveis estudadas nos casos (liquido pleural maligno) e
controles (liquido pleural benigno de causas diversas) dos pacientes
com sindrome do derrame pleural

Casos Controles
Variaveis (n =20) (n =50)
Média de idade (anos) 67,6 49,3
Limite de idade (anos) 35-92 3-94
Desvio padréo da idade 16,93 25,63
Coeficiente de variagc&o da idade (%) 25,2 52,2
Meédia aritmética de atividade de NSE-L (ug/L) 38,51 9,35
Limite de NSE-L (ug/L) 0,1-161,9 0,1-166,1
Desvio padréo de NSE-L (ug/L) 54,96 23,79
Coeficiente de variagdo de NSE-L (%) 142,7 254.4
Sexo feminino (%) 55 40
Sexo masculino (%) 45 60

Fonte: Laboratério de Pesquisa em Liquido Pleural/Instituto de Biologia/Uni-
versidade Federal Fluminense. Janeiro 2003-Janeiro 2006

Tabela 3 - Andlise para distribuicdo de normalidade pelo teste de
Kolmogorov-Smirnov dos valores encontrados de NSE-L nos derra-
mes pleurais malignos (casos) e controles (causas diversas) nos 70
liquidos pleurais analisados

Interpretacao de Distribuicao

Grupos Valor de p de Normalidade *
Casos 0,07 Aceita
Controles <0,001 Rejeitada
Empiema pleural 0,58 Aceita
Tuberculose 0,004 Rejeitada
Parapneumbnico 0,95 Aceita
Tromboembolismopulmonar 0,73 Aceita
Transudato 0,63 Aceita
Uremia - Amostra pequena
Paracoccidioidomicose - Amostra pequena

Fonte: Laboratério de Pesquisa em Liquido Pleural/Instituto de Biologia/Uni-
versidade Federal Fluminense (2003-2006)
* Aceita-se normalidade ou Ho quando p > 0, 05

Tabela 4 - Comparacéo entre as medianas de dosagem da enolase-
neuronio especifica (NSE-L) dos casos e controles pelo teste U de
Wilcoxon-Mann-Whitney

NSE-L (ug/L)
Casos vs Controles 2,16

Valor de Z Resultado de p bicaudal *
P=0,0304

Fonte: Laboratério de Pesquisa em Liquido Pleural/Instituto de Biologia/Uni-
versidade Federal Fluminense (2003-2006)
*Ha:p < 0,05

Tabela 5 - Comparag¢des multiplas entre as medianas de dosagens de enolase-neurénio

especifica (NSE-L) em 70 liquidos pleurais

de NSE-L nos casos e controles nos 70

liquid | . lisad Causa Nimerode Limites de Dosagens Média Aritmética Mediana
Iquidos pleurals analisados. . Amostras (NSE-L - pgiL) (NSEL-pglL)  (NSE-pgiL)*
Considerando as amostras inde-  Neopasias Maignas 20 0,1-1619 38,51 12
pendentes e o resultado da andlise Linfomas 4 0,1-161,9 40,97 0,95
de distribuicdo de normalidade resu- NSCLC 15 1,4-1307 38,5 12
mido na tabela 3, a comparacdo das Neuroblastoma 1 31 > e
Doencas benignas 50 0,1-161,9 9,3 3.3

medianas de dosagem da dosagem de
NSE-L dos casos e controles pelo teste

~ P . (2003-2006)
nao-paramétrico U de Wilcoxon-Mann-

Fonte: Laboratério de Pesquisa em Liquido Pleural/Pneumologia/Universidade Federal Fluminense

Whitney foi resumida na tabela 4.

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

Os marcadores tumorais sdo macromoléculas pro-
duzidas, predominantemente, por células neoplasicas. A
deteccédo pode ser realizada em amostras diversas como
células, bidpsias de tecido, sangue ou liquido organico.”

Uma variedade de substancias foi qualificada
como marcadores tumorais, incluindo antigenos on-
cofetais, proteinas placentdrias, hormédnios, enzimas,
metabdlitos de catecolaminas e outras espécies mo-
leculares. Classicamente, os marcadores tumorais sao
produzidos por células neoplasicas e liberados na cor-
rente sanglinea. Entretanto, esses marcadores podem
ser produzidos por tecidos locais invadidos pelo tumor,
em resposta a invasdo direta ou mudancas metaboli-
cas induzidas pelo tumor.’

Assim, o conceito mais preciso de marcador tu-
moral seria aquela substancia bioldgica que expressa
alteragdes celulares e moleculares associadas a trans-
formacao maligna.

Existem varios critérios de classificacdo. O pro-
posto por Schwartz® em 1993, classifica os marcado-
res tumorais em: a) intermediarios ou precoces, que
expressam alteracdes celulares e moleculares antes do
aparecimento da malignidade; e b) marcadores tu-
morais de diagndstico, presentes em associagdo com
a malignidade.

Os marcadores tumorais de diagndstico podem
ser Uteis no manejo clinico dos pacientes com cancer,
auxiliando nos processos de diagnéstico, estadiamen-
to, avaliacdo de resposta terapéutica, deteccdo de reci-
divas e prognostico.

A NSE existe na forma de diversas isoenzimas dimé-
ricas: alfa-alfa, alfa-beta, beta-beta e gama-gama. Dessas
subunidades, as isoenzimas alfa-gama e gama-gama sao
as enolases neuronio-especifica encontradas, principal-
mente, nos neurdnios e nas células neuroenddcrinas.*

A NSE é um marcador diagndstico de maior sensi-
bilidade no soro e tecido para carcinoma de pequenas
células de pulmao (SCLC).*

A NSE também é encontrada em outras condicdes
malignas como neuroblastoma, melanoma, carcinoma
de células da ilhota pancredtica e hipernefroma. No
neuroblastoma, o NSE correlaciona-se ao progndstico,
mas nao é Util para o acompanhamento das recidivas.

Neste trabalho, a atividade da NSE no liquido pleu-
ral maligno por neuroblastoma ficou abaixo da média
dos derrames pleurais benignos por vérias causas.

Assim como acontece nos varios trabalhos com
prevaléncia de causas de sindrome do derrame pleu-
ral no Brasil, tanto com delineamentos prospectivos
como com transversais, a maior prevaléncia/frequén-
cia encontrada sempre é de tuberculose (tabela 1).

A precisdo do ensaio foi determinada como
descrita no National Committe for Clinical Laboratory
Standards (NCCLS).

Os autores ndo encontraram, na literatura pesqui-
sada, dosagens de NSE no liquido pleural pela técni-
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ca de imunofluorometria a tempo resolvido (TRIFMA)
para a comparacao de resultados.

Outras técnicas ou testes imunoldgicos para do-
sagem de NSE-L, tais como a quimioluminescéncia,
também estao disponiveis comercialmente, mas com
auséncia de pesquisas em nosso meio para parametros
diagnésticos no liquido pleural.

Os parametros de validade do uso da NSE-L pes-
quisados na literatura internacional ndo possuem,
como dosagem de NSE, a técnica de TRIFMA.

Matsumoto e colaboradores® dosaram alfa-feto
proteina e antigeno carcinoembriondrio no soro por
TRIFMA. Os pesquisadores encontraram boa avaliacdo
estatistica do ensaio, mas nao tiveram objetivos de es-
tabelecer parametros diagnosticos.

A média de idade dos pacientes com derrame
pleural maligno foi de 67,6 anos, com limites de 35 e 92
anos, desvio padrao de 16,9 e coeficiente de variacao
de 25,2% (tabela 2). A média de idade dos pacientes
com derrame pleural por outras causas foi menor, de
49,3 anos, com limites 3 e 94 anos, desvio padrao de
25,3 e coeficiente de variacdo de 52,25% (tabela 2).

Apos andlise de distribuicdo de normalidade pelo
teste de Kolmogorov-Smirnov (tabela 3) foi realizada a
comparacgao entre as medianas de dosagem da NSE-L
dos casos e controles pelo Teste U de Wilcoxon-Mann-
Whitney (tabela 4). O resultado calculado foi de Z igual
a2,1645, o que determinou uma conclusao de p bicau-
dal igual 0,0304 (tabela 4).

Os resultados obtidos nos paragrafos anteriores
estao de acordo com a literatura pesquisada.’®"

Um teste diagnostico, para ser utilizado na prética
clinica, precisa de parametros de validade. Porém, es-
tes parametros somente podem ser calculados a partir
de um valor de referéncia selecionado. Portanto, a es-
colha adequada de um valor de referéncia é condicao
imprescindivel para uso laboratorial e clinico de um
teste diagnostico.

Os objetivos deste artigo ndo foram calcular valo-
res de referéncia da NSE-L para diagnoéstico de derra-
me pleural maligno.

Na tabela 5 também foi realizada a estatistica de
inferéncia, para comparacao entre as medianas da NSE
nos casos e controles, incluindo os subgrupos dos casos
das multiplas causas de sindrome do derrame pleural da
pesquisa. Considerando as amostras independentes, o
tamanho das amostras desiguais, o resultado da analise
de distribuicdo de normalidade e anélise de variancias
desiguais, o0 método estatistico indicado foi o ndo-para-
métrico ANOVA de Kruskal-Wallis por classificagdes. Este
teste serve para comparacdo das medianas, entre trés ou
mais populacdes, quanto a tendéncia central dos dados.

Assim como acontece no teste F de uma ANOVA
paramétrica, o valor significativo encontrado de 9,998
de H (p =0,0067) nao indicou em quais grupos, toma-
dos dois a dois, especificamente, ocorreram as diferen-
cas da tabela 5.



Para identificar diferencas significativas entre as
medianas dos grupos, tomados dois a dois, uma pos-
sibilidade é usar um procedimento ndo-paramétrco de
comparagdes multiplas. Neste caso, as comparacdes a
posteriori ou post-hoc (do latim, significando “depois
disso”) entre pares de medianas podem ser feitas usan-
do-se o teste da soma de postos de Wilcoxon-Mann-
Whitney, com um ajuste descendente do nivel alfa para
compensar as compara¢ées multiplas. Isto porque,
quando sdo realizadas varias comparacdes planejadas,
a probabilidade de se obter a significancia estatistica
ao acaso estd aumentada ou a probabilidade de um
erro tipo | aumenta.

Outra maneira correta de proceder um teste post-
hoc é calculando o teste das comparag¢des multiplas
de Dunn (também chamado teste t de Bonferroni)
apos o teste de Kruskal-Wallis para avaliar a hipdtese
nula (tabela 5).
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De acordo com a tabela 5, apds o teste post-hoc
de Dunn, os resultados encontrados foram: doencas
benignas versus NSCLC: p<0,01), linfomas versus NSCLC
(p>0,05) e doencas benignas versus linfomas (p>0,05).

Conclui-se que a dosagem da NSE-L pode ser util
como auxilio diagnostico de derrame pleural maligno.
Somente com calculos do valor de referéncia, em ca-
suisticas oriundas da nossa pratica clinica, por varios
métodos estatisticos atualmente disponiveis, poderao
ser estipulados os parametros de validade desta en-
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