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AVALIACAO DA INTERFERENCIA in vitro DA LIPEMIA EM ENSAIOS DE VDRL
(VENEREAL DIASEASE RESEARCH LABORATORY)

Karoline Albuquerque Farias®; Cicero Roberto Nascimento Saraiva?
RESUMO

A presente pesquisa teve como objetivo analisar a interferéncia in vitro da lipemia em ensaios
de VDRL (Venereal Disease Research Laboratory), para isso realizou-se uma pesquisa
experimental quantitativa, na qual vinte e cinco amostras de soro, ndo reagentes para
imunoensaios de VDRL e com valores normais para triglicerideos, foram submetidas a
inducédo de lipemia utilizando-se o reagente padréo do kit de triglicerideos na proporcéo 1:4,
ou seja, diluiu-se 30ul da amostra em 120ul do reagente padrdo. Todas as amostras foram
submetidas novamente a dosagem de triglicerideos, seguindo instru¢des do fabricante, e as
determinacBes imunologicas do VDRL, como preconizado pelo Ministério da Saldde. As
analises foram executadas no Laboratério multidisciplinar do Centro Universitario Ledo
Sampaio e os dados obtidos foram tabulados e analisados através dos programas Microsoft
Office Excel 2010 e STATA Data Analysis 12.0. As amostras mostraram-se reagentes em
32% das amostras analisadas. A positividade foi observada a partir da concentragdo de
triglicerideos de 754mg/dL com titulagdo de 1:1. As maiores titulagcbes foram observadas nas
concentracfes de 901mg/dL e 928mg/dL apresentando-se 1:2048 e 1:4096, respectivamente.
A partir desses resultados conclui-se que o VDRL ¢é passivo a resultados falso-positivos em
concentracOes elevadas de triglicerideos, ressaltando assim, a importancia da adequada
preparacdo do paciente que deve ser instruido sob a necessidade de jejum para a coleta
sanguinea. Fica evidente também a indispensavel execucéo de testes confirmatdrios da doenca
como o Fluorescence Treponemal Antibody-absorption (FTA-ABS), para evitar maiores
danos aos pacientes que poderdo iniciar uma terapéutica sem necessidade.

Palavras-chaves: Diagnostico. Lipemia. Sifilis.

EVALUATION OF in vitro INTERFERENCE OF LIPEMIA IN THE VDRL TESTS
(VENEREAL DIASEASE RESEARCH LABORATORY)

ABSTRACT

The present study aimed to analyze the in vitro interference of lipemia in the VDRL (Venereal
Disease Research Laboratory), for which a quantitative experimental study was carried out,
in which twenty-five serum samples, non-reagent for immunoassays of VDRL and with
normal values for triglycerides, were submitted to lipemia induction using the standard
reagent of the triglyceride kit in ratio 1: 4, that is, 30 ul of the sample was diluted in 120 pl of
the standard reagent. All the samples were again submitted to triglyceride dosing, following
manufacturer's instructions, and the VDRL immunological determinations, as recommended
by the Ministry of Health. The analyzes were performed in the Multidisciplinary Laboratory
of the University Center Ledo Sampaio and the data obtained were tabulated and analyzed
through the programs Microsoft Office Excel 2010 and STATA Data Analysis 12.0. Samples
were reacted in 32% of samples analyzed. The positivity was observed from the concentration
of triglycerides of 754 mg / dL with titration of 1: 1. The highest titers were observed at
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concentrations of 901 mg / dL and 928 mg / dL, respectively, with 1: 2048 and 1: 4096. From
these results it is concluded that VDRL is passive to false-positive results in high
concentrations of triglycerides, thus highlighting the importance of adequate preparation of
the patient who should be instructed under the necessity of fasting for blood collection. It is
also evident the indispensable execution of confirmatory tests of the disease as the
Fluorescence Treponemal Antibody-absorption (FTA-ABS), to avoid greater damages to the
patients who can initiate a therapy without necessity.

Key-words: Diagnosis. Lipemia. Syphilis.

1 INTRODUCAO

A sifilis € uma doenca infecciosa provocada pela bactéria Treponema pallidum, que
pode ser adquirida por via sexual, congénita ou por transfusdo e materiais perfuro cortantes. A
doenca representa um grave problema de saude publica por ter uma distribuicdo mundial e por
ser uma doenca multifacetada (RODRIGUES; GUIMARAES, 2004).

A trepanomatose é classificada em fases de acordo com o estagio clinico que o
paciente apresenta, jA& que a doenca engloba um amplo espectro de manifestacGes. Desta
forma, evidenciam-se fases sintomatologicas, como a sifilis primaria, sifilis secundaria e a
sifilis terciaria, além de fases assintomaticas que sdo conhecidas como periodo de laténcia.
(OLIVEIRA; SILVEIRA; NERY, 2012; SONDA et al., 2013).

O diagnéstico da doenca envolve provas diretas e testes sorolégicos. O Veneral
Disease Research Laboratory (VDRL) e 0 Rapid Plasma Reagin (RPR) séo testes sorologicos
ndo treponémicos, semiquantitativos e altamente sensiveis. Os testes treponémicos Enzyme-
Linked ImmunoSorbent Assay (ELISA), Fluorescence Treponemal Antibody-absorption
(FTA-ABS) e Treponema Pallidum Hemaglutination (TPHA) detectam anticorpos
antitreponémicos e possuem alta especificidade, sendo, portanto, utilizados para a exclusdo de
resultados falso-positivos. Dentre as provas diretas, a microscopia de campo escuro é a
técnica mais utilizada, pois permite a visualizacdo de Treponema pallidum vivo, sendo o
método mais indicado na fase primaria da doenca (JUNIOR; SHIRATSU; PINTO, 2009;
MILANEZ; AMARAL, 2008).

O VDRL é um teste de floculagdo que detecta anticorpos inespecificos (reagininas) e
que se torna reagente entre quatro e oito semanas apds a infeccdo. O teste possui como
antigenos a lecitina, o colesterol e a cardiolipina, que compdem as membranas celulares de T.
pallidum e de mamiferos, a unido desses compostos acontece ao acaso e da origem a

estruturas arredondadas chamadas de micelas. Na presenga de anticorpos nédo treponémicos na



amostra, ocorre a ligacdo entre eles e as cardiolipinas das micelas, e quando essa ligagdo
ocorre varias vezes, ha o fendmeno de floculacdo (BRASIL, 2010; GENC; LEDGER, 2000).

Resultados falso-positivos para imunoensaios de VDRL podem ocorrer em
determinadas circunstancias, que podem ser situacdes patoldgicas como doengas autoimunes,
viroses, maléria, tuberculose, hanseniase, linfogranuloma venéreo, doenca hepatica,
mononucleose infecciosa, mieloma mdaltiplo e condigdes fisioldgicas como idade avangada e
gravidez, além da utilizacdo de drogas, devido a elevada producdo, nessas situacdes, de
antigenos lipidicos que levam a producéo de reagininas pelo organismo (LABTEST, 2011).

Perturbacdes enddgenas, como por exemplo, a lipemia, podem ser uma fonte de erros
nesses ensaios laboratoriais. Na rotina laboratorial o paciente deve ser instruido sob condigdes
que podem eventualmente ser necessarias, como por exemplo, jejum. A prevaléncia de
amostras lipémicas é inferior a outras amostras que por algum motivo também podem causar
interferéncias, como por exemplo, amostras sanguineas hemolisadas. Porém, ainda ocorre em
aproximadamente 1% dos casos e é reconhecida quando as concentragdes de triglicerideos
estdo maiores de 300 mg/dL (LIPPI et al., 2011; PIYOPHIRAPONG; WONGTIRAPORN;
SRIBHEN, 2010).

Portanto, como as lipemias provocam alteragfes em diversos testes e o numero de
casos de pessoas portadoras de distirbios lipémicos tem aumentado bruscamente nos ultimos
anos, assim como os casos de sifilis, € importante que um estudo da relagdo entre essas duas
condicgdes seja realizado. A possibilidade de eliminar um possivel interferente do teste de
VDRL se expande, tornando-o mais especifico frente a adequada preparagédo do paciente e do
analista, minimizando a liberagdo de resultados falso-positivos e elucidando o comportamento
desse exame nessas amostras, favorecendo assim um diagnéstico confidvel.

Desta forma, o presente estudo teve como objetivo avaliar a interferéncia in vitro da

lipemia em ensaios de VDRL (Venereal Disease Research Laboratory).

2 MATERIAL E METODOS

Trata-se de uma pesquisa experimental com carater quantitativo executada no
laboratorio multidisciplinar do Centro Universitario Ledo Sampaio, durante os meses de
setembro e outubro de 2018. Os testes foram realizados com vinte e cinco amostras de soro
fornecidas por um Laboratorio Escola de Analises Clinicas da cidade de Juazeiro do Norte —
CE, o material biol6gico foi coletado em tubo com gel separador e armazenado em geladeira

(entre 2° e 8°C) até 0 momento da realizacdo dos testes.



Os critérios de inclusdo dessas amostras foram os valores de referéncia normais para
triglicerideos e ndo reagentes para imunoensaios de VDRL, além disso, todas as amostras
foram de pacientes do sexo masculino para evitar possivel interferéncia da grande atividade
hormonal presente nas mulheres. J& como fatores de exclusdo, teve-se amostras hemolisadas
ou aquelas que eram oriundas de pacientes que apresentavam algum tipo de doenca que
pudesse aumentar os anticorpos fosfolipidicos no organismo.

A solucdo utilizada para induzir a lipemia nas amostras foi o reagente padrédo do kit de
triglicerideos, cuja concentracdo é de 200 mg/dL. Cada amostra foi diluida no reagente padrédo
na proporg¢éo 1:4, ou seja, foram adicionados 30ul do soro em 120pul do reagente padrdo para
se obter 150pl da solucéo teste.

Em seguida, todas as amostras foram submetidas a nova dosagem de triglicerideos,
seguindo as instrucdes do fabricante. E as determinac¢Ges imunologicas do VDRL, como
preconizado pelo Ministério da Saude (BRASIL, 2010), foram feitas diluicdes da solugdo
teste com solucdo salina até a proporcdo 1:8 ou até a diluicdo subsequente do resultado
reagente. Todas as analises foram realizadas em triplicata. Os dados obtidos foram tabulados e
analisados através do programa Microsoft Office Excel 2010.

O estudo foi submetido & Plataforma Brasil para apreciacdo do Comité de Etica em
Pesquisa e as informacOes dos pacientes foram mantidas em sigilo para preservagdo da
integridade dos mesmos, em conformidade com as normas estabelecidas pela resolugédo
466/2012 do Conselho Nacional de Saude (BRASIL, 2012).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

O VDRL é propenso a resultados falso-positivos, pois os anticorpos fosfolipidicos
que sdo detectados por esse teste, tendem a se elevar de forma inespecifica em alguns casos
(SAEZ-ALQUEZAR et al., 2007). A Tabela 1 apresenta a média dos resultados das dosagens
de triglicerideos e do teste de VDRL obtidos das vinte e cinco amostras, apds a diluicéo.



TABELA 1: Dosagem de triglicerideos e resultado do VDRL ap06s a indugéo de lipemia

TRIGLICE- TRIGLICE-
AMOSTRA RIDEOS VDRL AMOSTRA  RIDEOS VDRL
(mg/dL) (mg/dL)

1 522,0 N&o reagente 14 718,0 Né&o reagente
2 550,4 N&o reagente 15 718,0 N&o reagente
3 556,0 N&o reagente 16 738,2 Né&o reagente
4 562,0 N&o reagente 17 740,1 N&o reagente
5 603,0 N&o reagente 18 754,0 Reagente 1:1
6 614,7 Né&o reagente 19 768,1 Reagente 1:4
7 620,1 N&o reagente 20 791,9 Reagente 1:32
8 626,4 Né&o reagente 21 793,0 Reagente 1:64
9 628,0 N&o reagente 22 845,0 Reagente 1:128
10 630,5 N&o reagente 23 857,0 Reagente 1:256
11 631,0 N&o reagente 24 901,0 Reagente 1:2048
12 661,5 N&o reagente 25 928,0 Reagente 1:4096
13 711,0 Né&o reagente

As amostras submetidas ao teste de VDRL, ap0s a inducgéo da lipemia, mostraram-se
reagentes em 32% (8/25) das amostras analisadas. A floculagdo das particulas foi observada
apenas a partir da concentracdo de triglicerideos de 754 mg/dL, apresentando uma titulacéo de
1:1. As maiores titulacdes foram observadas nas concentracdes lipémicas de 901mg/dL e
928mg/dL, apresentando titulacbes de 1:2048 e 1:4096 respectivamente.

As causas em que mais ocorre lipemia s@o jejum feito de forma incorreta, ingestao de
alcool, diabetes, hipertrigliceridemia, insuficiéncia renal, hipotireoidismo, pancreatite,
mieloma multiplo, cirrose biliar, IGpus, nutricdo parenteral total e uso de medicamentos, como
inibidores de protease, estrogénio e anticoncepcionais orais (CALMARZA; CORDERO,
2011).

J& existe relatos na literatura da interferéncia da lipemia em exames laboratoriais,
como: glicemia, dosagem de fdsforo, bilirrubina total, 4cido Urico e proteinas totais, no qual
esta relacionado a turbidez que o aumento de triglicerideos provoca na amostra, influenciando
de forma direta no resultado do teste (KROLL; ELIN, 1994; SAIBABA et al., 1998;
PIYOPHIRAPONG; WONGTIRAPORN; SRIBHEN, 2010).

Segundo Brooks et al. (2014) cerca de cem antigenos proteicos foram reconhecidos na
bactéria Treponema pallidum, sendo a cardiolipina (particula presente no teste de VDRL) um

dos mais importantes.



Wang; Liu; Yang (2010) afirmam que a cardiolipina se enquadra como um
fosfolipidio tetra-acil Unico que esta presente na membrana interna da mitocdndria humana,
sendo indispensavel na estabilizacdo da mesma, funcionamento da cadeia respiratoria e
formag&o de supercomplexos protéicos. Além disso, se faz presente em maior quantidade em
doencas como insuficiéncia cardiaca e diabetes. A Diabetes tipo Il geralmente esta
relacionada com um quadro de dislipidemia e o aumento da cardiolipina nos pacientes
diabéticos pode ser explicado com base nesse fato, 0 que gera uma observacdo importante,
pois, levando em consideracdo que resultados reagentes foram obtidos em casos de lipemia,
pacientes portadores de diabetes tipo Il estdo susceptiveis a apresentarem resultados falso-
positivos.

Além disso, segundo Saldafia (2016) o uso de inibidores de protease (nos casos de
infeccdo pelo Virus da Imunodeficiéncia Humana — HIV) pode ocasionar quadros de lipemia.
Sendo assim, um VDRL falso-positivo em portadores de HIV pode provocar grande confusao
diagndstica, pois ha relatos literarios de que a sifilis é capaz de facilitar a infeccdo por tal
virus, sendo assim, um VDRL reagente em um paciente acometido pelo HIV geralmente
desperta menos desconfianca médica de um resultado falso-positivo.

Com isso, a fixacdo da necessidade de jejum para exames laboratoriais € de extrema
importancia para impedir os riscos potenciais e melhorar a seguranga do paciente, otimizando
o0 resultado do teste realizado. Dessa forma, os laboratérios atuariam de forma efetiva na
padronizacao da fase pré-analitica, que € o processo em que ocorre a maior parte de erros, no

que se refere a exames laboratoriais (GUIDI et al., 2015).

4 CONCLUSAO

Portanto, o teste Venereal Disease Research Laboratory é passivo a resultados falso-
positivos em concentracbes elevadas de triglicerideos, a partir de 754 mg/dL, ressaltando
assim, a importancia da adequada preparacdo do paciente, que deve ser instruido sob a
necessidade de jejum para a coleta sanguinea.

Fica evidente também a indispensavel execucdo de testes confirmatorios da doenca
como o Fluorescence Treponemal Antibody-absorption (FTA-ABS), para evitar maiores
danos aos pacientes que ao se deparar com um resultado falso-positivo poderdo iniciar uma

terapéutica sem necessidade, além de serem submetidos a um constrangimento desnecessario.
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