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RESUMO 

Cobra HAAB. Desenvolvimento de um teste rápido de quantificação de DNA livre 
para diagnóstico da infecção periprotética após artroplastia total de joelho [Tese]. 
Ribeirão Preto: Universidade de São Paulo, Faculdade de Medicina de Ribeirão 
Preto; 2022. 

 

A infecção periprotética (PJI) é uma das complicações mais frequentes e graves da 

artroplastia total de joelho (ATJ). O diagnóstico preciso e o tratamento adequado são 

imprescindíveis para evitar a perda funcional e a evolução para infecção sistêmica. 

Entretanto, o diagnóstico correto da PJI ainda é um desafio ao cirurgião, uma vez 

que ainda não há um método de diagnóstico acurado e os critérios de diagnóstico 

existentes se baseiam em testes sorológicos, histológicos e microbiológicos que são 

imprecisos e demorados. Nos últimos anos, o DNA livre vem sendo estudado como 

biomarcador para diversas doenças como câncer, trombose e sepse. Este estudo 

tem como objetivo investigar o valor diagnóstico da quantificação de DNA livre na 

identificação da PJI. Para isso, foi realizado um estudo prospectivo com pacientes 

submetidos à cirurgia de revisão da ATJ, dos quais foi possível coletar líquido 

sinovial (LS) durante o procedimento cirúrgico. A quantificação de DNA livre foi 

realizada diretamente a partir do LS. A sensibilidade, especificidade e a 

curva receiver operating characteristic (ROC) foram calculadas. Foram incluídos no 

estudo 69 pacientes, dos quais 29 foram diagnosticados com PJI. A quantificação de 

DNA livre no líquido sinovial de pacientes com PJI foi significativamente maior no 

grupo infectado (124,8 ng/µL ± 56,6) que no grupo não infectado (4,6 ng/ml ± 2,8, 

p<0,0001). A área sob a curva receiver operating characteristic (AUC ROC) foi de 

0,981 (IC 95% de 0,914 a 0,999). Para o ponto de corte de 15 ng/µL, a sensibilidade 

foi de 0,96 e a especificidade 1,0. Também foi avaliado um método rápido de 

quantificação de DNA livre, utilizando um fluorímetro portátil. Através deste método, 

os níveis de DNA livre também foram significativamente maiores no LS de pacientes 

com PJI (40,4 ± 14,5 vs 3,3 ± 2,5, p<0,0001). A AUC ROC foi de 0,955 (IC 95% 

de  0,687 a 0,992). Para o ponto de corte de 11 ng/µL, a sensibilidade foi de 0,96 e 

especificidade 1,0. A partir dos resultados apresentados, podemos concluir que a 

quantificação de DNA livre se mostrou um teste com elevada sensibilidade e 

especificidade para o diagnóstico da PJI. 

 

Palavras-chave: infecção articular periprotética. artroplastia total de joelho. DNA 
livre. biomarcador.  
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ABSTRACT 

Cobra HAAB. Development of a rapid cell-free DNA quantification test for diagnosing 
periprosthetic infection after knee arthroplasty [Thesis]. Ribeirão Preto: University of 
São Paulo, Faculty of Medicine of Ribeirão Preto; 2022. 

Periprosthetic joint infection (PJI) is one of the most frequent and devastating 

complications of total knee arthroplasty (TKA). Accurate diagnosis and proper 

treatment are essential to prevent functional loss and progression to systemic 

infection. However, the correct diagnosis of PJI is still a challenge since there is no 

accurate diagnostic method and the existing diagnostic criteria are based on 

serological, histological and microbiological tests that are imprecise and time-

consuming. In recent years, cell-free DNA has been studied as a biomarker for 

several diseases such as cancer, thrombosis and sepsis. This study aims to 

investigate the diagnostic value of cell-free DNA quantification in identifying PJI. For 

this, we performed a prospective study with patients undergoing TKA revision 

surgery, from whom it was possible to collect synovial fluid (SF) during the surgical 

procedure. Cell-free DNA quantification was performed directly from the SF. 

Sensitivity, specificity, and the receiver operating characteristic (ROC) curve were 

calculated. Sixty nine patients were included in the study, 29 of whom were 

diagnosed with PJI. The quantification of cell-free DNA in the synovial fluid of 

patients with PJI was significantly higher in the infected group (124.8 ng/µl ± 56.6) 

than in the uninfected group (4.6 ng/ml ± 2.8, p<0 .0001). The area under the 

receiver operating characteristic curve (auc roc) was 0.981 (95% CI 0.914 to 0.999). 

For the cutoff point of 15 ng/µl, the sensitivity was 0.96, and specificity 1.0. A fast 

cell-free DNA quantification method using a portable fluorimeter was also evaluated. 

Through this method, cell-free DNA levels were also significantly higher in the SF of 

patients with PJI (40.4 ± 14.5 vs 3.3 ± 2.5, p<0.0001). The auc roc was 0.955 (95% 

CI 0. 687 to 0.992). For the cutoff point of 11 ng/µl, the sensitivity was 0.96, and 

specificity 1.0. From the results presented, we can conclude that cell-free DNA 

quantification proved to be a test with high sensitivity and specificity for the diagnosis 

of PJI. 

Keywords: periprosthetic joint infection. total knee arthroplasty. cell-free DNA. 
biomarker. 
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1 INTRODUÇÃO 

Nas últimas décadas, com o crescimento populacional, o aumento na 

expectativa de vida e mudanças no estilo de vida da população mais idosa, vem 

sendo observado um aumento expressivo no número de procedimentos de 

artroplastia. Dentre estes, a artroplastia total de joelho (ATJ) é um dos 

procedimentos ortopédicos mais comumente realizados, e estudos estimam que em 

2050 haja um aumento de 143% no número de ATJs realizadas anualmente nos 

Estados Unidos em relação a 2012 (1).  Apesar de ser considerada uma cirurgia 

segura e custo-efetiva, a ATJ pode falhar, levando à necessidade de cirurgias de 

revisão. As principais causas de falha da ATJ são a soltura asséptica, a infecção 

periprotética (PJI, do inglês Periprosthetic Joint Infection), a instabilidade e a fratura 

periprotética (2,3).   

A PJI é uma das complicações mais sérias e temidas das artroplastias. 

Apesar da acentuada redução na sua incidência, de aproximadamente 10% em 

1960 para 0,25-2% nos dias atuais, tem se observado um aumento no número 

absoluto de PJIs devido ao aumento na realização de artroplastias (4,5). Além disso, 

alguns estudos já reportam a esta infecção como principal causa para revisão da 

ATJ (6,7).  

A PJI pode resultar em déficits funcionais importantes, além de representar 

risco de vida em situações mais extremas. Dessa forma, o diagnóstico rápido e 

preciso desta complicação pode levar a menores taxas de morbidade e mortalidade, 

sendo essencial para o planejamento do tratamento (8,9). Apesar disso, o 

diagnóstico da PJI representa um grande desafio à equipe envolvida no tratamento, 

principalmente pela ausência de um "padrão de ouro" para o seu diagnóstico (9).   
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Embora diversas definições de PJI tenham sido propostas nas últimas décadas 

e a despeito dos enormes avanços no arsenal metodológico para seu diagnóstico, 

ainda hoje não há um teste único que confirme ou afaste seu 

diagnóstico.  Atualmente, este diagnóstico é baseado na avaliação de um conjunto 

de exames clínicos e laboratoriais, que muitas vezes são demorados, inconclusivos 

ou excessivamente tendenciosos para infecção. Dessa forma, são necessários 

novos métodos que auxiliem o cirurgião no diagnóstico correto desta complicação.  
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2 REVISÃO DA LITERATURA 

2.1 Osteoartrite do Joelho 

A osteoartrite (OA) é uma doença degenerativa, multifatorial e de evolução 

crônica, que acomete as articulações. As principais características do 

comprometimento articular são a destruição da cartilagem de revestimento, a 

esclerose do osso subcondral, a hiperplasia sinovial e a formação de osteófitos 

(Figura 1). A lesão da cartilagem, do osso e da membrana sinovial provoca dor, 

levando a um quadro clínico de incapacidade física crônica, sendo importante causa 

de perda de qualidade de vida (10). 

  

Figura  1. Alterações induzidas pela osteoartrite. Esquema representativo da articulação 
do joelho normal e com as alterações características da osteoartrite. Arquivo pessoal. 

 

Atualmente, a OA é uma das doenças mais frequentemente diagnosticadas, 

afetando cerca de 15% da população mundial (11,12). Nos Estados Unidos, cerca 

de 100.000 (cem mil) pacientes relatam anualmente algum grau de dificuldade de 

locomoção em decorrência de OA do joelho e/ou do quadril (13). A OA acomete 10% 
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dos homens e 13% das mulheres americanas com idade acima de 60 anos, e essa 

incidência tende a aumentar devido ao crescimento dos índices de obesidade e 

envelhecimento da população (14).  Atualmente, a OA afeta 37% das pessoas com 

60 anos ou mais de idade que participaram da Pesquisa Nacional de Saúde e 

Nutrição nos Estados Unidos da América (15).  

Os fatores de risco para OA podem estar relacionados com o indivíduo, como 

idade avançada, gênero feminino, obesidade, fatores genéticos, etnia e dieta, ou 

relacionados com fatores mecânicos como trauma articular, mau alinhamento dos 

membros inferiores e sobrecarga anormal das articulações (16). Devido à alta 

prevalência nas articulações das extremidades inferiores, como o joelho e o quadril, 

a OA é a principal causa de incapacidade musculoesquelética em adultos (17). 

A Academia Americana de Cirurgiões Ortopédicos (AAOS, do inglês American 

Academy of Orthopedic Surgeons) e o colégio Americano de Reumatologia, 

baseados em evidências científicas, publicaram recomendações para o tratamento 

da OA do joelho. A perda de peso e a realização de exercícios físicos aeróbicos de 

baixo impacto foram medidas recomendadas com forte significância. O uso de anti-

inflamatórios não esteroides e as osteotomias para alinhamento do valgo ou varo 

também foram mencionados como eficientes no tratamento da OA nas fases iniciais. 

Por outro lado, a eficácia da utilização de ácido hialurônico intra-articular não foi 

confirmada pela AAOS (18).  

2.2 Tratamento cirúrgico de osteoartrite do joelho 

 
A artroplastia unicompartimental do joelho é utilizada no tratamento da OA do 

joelho com resultados bons e excelentes em relação à melhora funcional e redução 
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da dor, e se associa com índices de sobrevida de mais de 90% em 15 anos (19). 

Porém, este procedimento tem indicação restrita por substituir somente um 

compartimento do joelho, não impedindo a evolução da OA pela progressão do 

desgaste do restante da articulação. Além disso, este procedimento resulta em 

maior número de cirurgias de revisão em comparação à ATJ (20).  

A ATJ consiste na substituição da articulação do joelho por uma prótese 

metálica (Figura 2) e é considerada o padrão ouro para o tratamento da OA em fase 

avançada com comprometimento articular grave, apresentando excelentes 

resultados clínicos com índices de sobrevida superiores a 90% em 20 anos de 

evolução (21). 

 

Figura  2. Artroplastia total do joelho. (A) Imagem intraoperatória mostrando a prótese 
implantada em substituição à articulação do joelho. (B) Radiografia em anteroposterior de 
pós-operatório de ATJ. Arquivo pessoal. 
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Anualmente são realizadas nos Estados Unidos aproximadamente um milhão 

de cirurgias para substituição da articulação do joelho (22). Até 2030 está previsto 

que serão realizados 3,48 milhões de procedimentos por ano, o que representa um 

aumento de 673% em relação ao ano de 2005. Associando esse número à 

expectativa de aumento de 174% no número de artroplastias totais primárias de 

quadril, estima-se que mais de quatro milhões de artroplastias primárias totais serão 

realizadas anualmente nos Estados Unidos (23).  

A ATJ tem um custo efetivo de aproximadamente 15.000 dólares para o 

sistema de saúde norte-americano e um custo de 12.000 euros em média para os 

países da Europa (24,25). No que concerne à população de idade mais avançada é 

considerado custo efetivo, ainda que realizada em todos os grupos de risco (26). Um 

estudo publicado em 2009 demonstrou que a realização deste procedimento em 

hospitais de referência com grande volume de ATJ leva à melhor relação custo 

benefício, o que não ocorre nos centros de pequeno volume (26). 

 

2.3 Falha de artroplastia 

Apesar de ser considerado um procedimento seguro e efetivo, a artroplastia 

pode falhar. As causas de falha da artroplastia podem ser sépticas ou assépticas, e 

a incidência varia em diferentes estudos. Nos países desenvolvidos, a taxa de falha 

da ATJ é baixa, com relatos de menos de 5% no Reino Unido, 4% na Suécia, 5% na 

Nova Zelândia, e 6,8% na Austrália, em 10 anos (27,3). 

Calliess et al. (2015), em uma avaliação retrospectiva de 1.449 revisões de 

ATJ, identificaram 40 causas diferentes de falha, sendo 68,5% assépticas e 31,5% 

sépticas. Da mesma forma, dados obtidos a partir dos principais registros de 
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artroplastias demonstram que a indicação mais comum para cirurgia de revisão de 

ATJ é o afrouxamento asséptico (29,8%), seguido por infecção (14,8%) e dor (9,5%) 

(3). Um estudo multicêntrico retrospectivo realizado em três centros de referência, 

entre 2000 e 2012, com 820 revisões de ATJ (693 pacientes), demonstrou que as 

sete principais indicações para a revisão foram o afrouxamento asséptico (23,1%), a 

infecção (18,4%), o desgaste do polietileno (18,1%), a instabilidade (17,7%), a 

presença de dor ou de rigidez (9,3%), a osteólise (4,5%) e o mau 

posicionamento/alinhamento dos componentes protéticos (2,9%). Ainda assim, a 

comparação com dados previamente publicados mostra menos indicações de 

revisão de ATJ para desgaste do polietileno, osteólise, instabilidade e mau 

alinhamento. Estas mudanças resultam do aperfeiçoamento das técnicas cirúrgicas 

e dos implantes utilizados (29). 

Em contraponto, a análise dos dados de 60.355 revisões de ATJ do registro 

norte-americano de artroplastias no período de outubro de 2005 a dezembro de 

2006 identificou que as causas mais comuns da falha de ATJ foram infecções 

(25,2%) e soltura do implante (16,1%) (6). Um estudo mais recente avaliou 11.134 

ATJs primárias realizadas entre 2000 e 2015 e determinou que 6,1% dos pacientes 

necessitaram de cirurgia de revisão da artroplastia, sendo a falha séptica o principal 

motivo para a revisão (7).  

Apesar de não ser a principal causa de falha na maioria das séries 

publicadas, a PJI é a segunda causa mais comum e apresenta elevado custo social 

e econômico. Estudos recentes mostram que a PJI resulta em índices de 

mortalidade mais altos que os observados em diversos tipos de câncer, variando 

entre 2 a 18% (6,8). 
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2.4 Infecção articular periprotética 

A PJI é uma das complicações mais devastadoras das artroplastias. É 

definida como uma infecção que envolve a prótese articular e os tecidos adjacentes, 

podendo ocorrer a qualquer momento depois da cirurgia (30–32). Várias cirurgias 

apresentam risco de contaminação bacteriana, entretanto, aquelas que envolvem 

algum tipo de implante, como as cirurgias ortopédicas, esse risco é maior, uma vez 

que estes biomateriais estão propensos à formação de biofilmes (33).  

A incidência desta complicação varia entre 1-23% e está associada à grande 

frustação tanto para o paciente como para o cirurgião. A introdução da 

antibioticoprofilaxia levou à redução substancial desses índices, mas a taxa de 

infecção associada à ATJ ainda se mantém entre 0,25% e 2% (34–36). 

No Brasil, em um estudo realizado pelo Centro de Cirurgia do Joelho do 

Instituto Nacional de Traumatologia e Ortopedia Jamil Haddad (INTO) no período de 

2004 a 2008, a infecção pós-ATJ foi a principal causa de falha precoce (49% de 

todas as falhas) e a segunda causa de falha tardia em 25% dos casos (38).  

A PJI pode ser classificada quanto ao tempo de ocorrência em precoce, 

intermediária ou tardia. (39). Segundo a Sociedade Americana de Doenças 

Infecciosas (IDSA, do inglês Infectious Diseases Society of America), a PJI é 

classificada como precoce quando ocorre em menos de três meses após a cirurgia; 

intermediária quando ocorre de três a 24 meses após a cirurgia; e tardia quando 

ocorre com mais de 24 meses após a cirurgia (40). No entanto, essa classificação 

não é usual para o planejamento do tratamento das PJI, e uma nova classificação foi 

proposta com base na perspectiva de tratamento. Assim, a infecção é considerada 
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precoce quando ocorre até três semanas após a cirurgia e tardia quando se 

desenvolve acima desse período (41). 

Em 1999, Tsukayama e colaboradores propuseram uma classificação das PJI 

em 4 tipos, de acordo com as principais características apresentadas: tipo I – 

pacientes submetidos à revisão por falha asséptica, em que há o crescimento de 

micro-organismo em culturas microbiológicas de amostras de tecidos ou de líquido 

sinovial coletados no ato intraoperatório; tipo II - infecção pós-operatória precoce, 

ocorrendo em até um mês após a cirurgia; tipo III - infecção aguda de uma 

articulação funcional, geralmente precedida por episódios de bacteremia, infecções 

em outros sítios, ou ocorrendo após a realização de procedimentos invasivos; e tipo 

IV - infecção tardia crônica, ocorrendo de forma insidiosa de um mês a dois anos 

após a cirurgia (42–44). 

2.5 Diagnóstico da infecção articular periprotética 

  O diagnóstico da PJI representa um grande desafio à equipe envolvida no 

tratamento do paciente, principalmente pela ausência de um padrão de ouro para o 

seu diagnóstico. A primeira tentativa de padronização da definição de PJI foi 

proposta em 2011 pela Sociedade de Infecção Musculoesquelética (MSIS, do inglês 

Muscleskeletal Infection Society), iniciando assim a possibilidade de novos estudos e 

a padronização entre os diferentes trabalhos sobre este tema, devido ao 

estabelecimento de uma definição consistente da PJI. Em 2013, esta definição foi 

aprovada, com pequenas modificações, na Reunião de Consenso Internacional. De 

acordo com ambas as propostas, faz parte do diagnóstico da PJI achados de 

exames clínicos, testes séricos e sinoviais pré-operatórios e achados 

intraoperatórios. 
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Em 2018, foi proposta uma nova definição da PJI baseada em evidências. 

Este novo critério, construído a partir de uma colaboração multi-institucional, 

apresenta maior valor diagnóstico que as definições anteriores, tendo sido validado 

em uma série de pacientes. Novos biomarcadores e testes moleculares foram 

incorporados, e foi atribuído um sistema de pontuação ponderada para os diferentes 

testes propostos. (45,46).  

De acordo com o algoritmo proposto de 2018, o diagnóstico de infecção 

periprotética é confirmado na presença de pelo menos um dos seguintes critérios 

maiores: (a) presença de fístula e (b) isolamento do mesmo patógeno em duas ou 

mais culturas microbiológicas do tecido periprotético ou líquido sinovial separadas 

entre si.  

Além destes parâmetros, há um conjunto de critérios menores, aos quais 

foram atribuídos valores, que quando analisados em conjunto podem confirmar ou 

afastar o diagnóstico de PJI. Estes critérios menores são: (i) níveis séricos de 

proteína C reativa (PCR) ou D-dímero elevados; (ii) aumento da velocidade de 

hemossedimentação (VHS); (iii) aumento no número de leucócitos no líquido sinovial 

ou positividade no teste de esterase leucocitária ou positividade no teste de alfa-

defensina; (iv) aumento de polimorfonucleares no líquido sinovial; (v) isolamento de 

patógeno(s) em apenas uma amostra de tecido periprotético ou de líquido sinovial; 

(vi) avaliação histopatológica da membrana periprotética positiva para infecção; e 

(vii) presença de purulência intraoperatória (Quadro 1).  

Os pesos calculados da PCR sérica elevada (> 1 mg/dL), D-dímero (> 860 

ng/ml) e VHS (> 30 mm/h) foram 2, 2 e 1 pontos, respectivamente. Além disso, 

contagem elevada de leucócitos no líquido sinovial (> 3000 células/ml), α-defensina 

(relação sinal-corte > 1), esterase leucocitária (++), porcentagem de 
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polimorfonucleares (> 80%) e PCR sinovial (> 6,9 mg/L) receberam 3, 3, 3, 2 e 1 

pontos, respectivamente.  

Pacientes com escore agregado maior ou igual a 6 são considerados 

infectados, enquanto escore entre 2 e 5 requerem a inclusão dos achados 

intraoperatórios para confirmação ou refutação do diagnóstico. Os achados 

intraoperatórios são exame histopatológico positivo, presença de purulência e 

cultura positiva única, sendo atribuídos, respectivamente, 3, 3 e 2 pontos. 

Combinado com o escore pré-operatório, um total maior ou igual a 6 é considerado 

infecção, um escore entre 4 e 5 é considerado inconclusivo, e um escore menor ou 

igual a 3 refuta a hipótese diagnóstica de PJI. Os novos critérios demonstraram uma 

sensibilidade superior de 97,7% em comparação com a definição do MSIS (79,3%) e 

da Reunião de Consenso Internacional (86,9%), com uma especificidade 

semelhante de 99,5% (46). 
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Quadro 1. Algoritmo para diagnóstico da infecção articular periprotética do consenso de 
infecções articulares 2018. 

 

Outra definição recente sobre infecção periprotética é a da Sociedade 

Europeia de Infecções Ósseas e Articulares (EBJIS, do inglês European Bone and 

Joint Infection Society), sendo apoiada pela MSIS. Este critério diagnóstico foi 

estabelecido a partir de uma revisão extensa da literatura sobre o tema, discussão 

com membros da Sociedade e especialistas da área, e avaliação por um painel de 

especialistas, resultando em um conjunto de definições e orientações. Os níveis de 

definição foram escolhidos para fornecer os dados mais úteis para a tomada de 

decisão clínica em cada cenário (47). 
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Quadro 2. Algoritmo para diagnóstico de infecção articular periprotética da Sociedade 
Europeia de Infecções Ósseas e Articulares. 

 

PMN: polimorfonucleares. CFU: unidades formadoras de colônia. 

2.6 Fisiopatologia da infecção articular periprotética 

 A maioria dos casos de PJI ocorre até um ano após a cirurgia, podendo 

ocorrer por contaminação direta do implante ou dos tecidos adjacentes durante a 

cirurgia, por disseminação contígua de um sítio adjacente infectado ou por via 

hematogênica (30). As bactérias são os principais patógenos associadas à PJI, 

estando os cocos gram-positivos envolvidos na maioria dos casos de infecção após 

artroplastias de quadril ou joelho. As infecções por Staphylococcus aureus e outros 
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estafilococos coagulase negativa representam aproximadamente 60% dos casos 

(30).  

 As PJI estão frequentemente associadas à formação de biofilmes bacterianos 

que aderem à superfície do implante. Os biofilmes são estruturas complexas, 

formando verdadeiras comunidades de micro-organismos, envoltos por uma matriz 

extracelular rica em polissacarídeos, proteínas e DNA extracelular. Estas estruturas 

podem ser mono ou polimicrobianas e fornecem um arcabouço que, além de 

favorecer o crescimento das bactérias, serve como uma proteção contra a ação do 

sistema imune e de antibióticos. A formação de biofilmes impacta a patogênese, 

diagnóstico e tratamento da PJI (Figura 3) (48).  

 

 

Figura 3. Biofilme bacteriano. Figura esquemática representando os componentes 
estruturais dos biofilmes bacterianos. Adaptado de McDougald et al., 2012. 
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A PJI deflagra uma extensa resposta inflamatória no microambiente articular, 

caracterizada por um importante infiltrado de células inflamatórias, composto 

principalmente por neutrófilos (Figura 4) (30,49). Os neutrófilos são as células mais 

abundantes do sistema imunológico humano e altamente eficientes na eliminação de 

patógenos. Estas células são ricas em grânulos citoplasmáticos que contêm 

diversas proteínas e moléculas com ação antimicrobiana. Uma vez que este arsenal 

antimicrobiano dos neutrófilos também pode danificar os tecidos do hospedeiro, sua 

ativação é rigidamente regulada, e sua atuação se faz por meio de três estratégias 

principais: fagocitose, degranulação e liberação de armadilhas extracelulares de 

neutrófilos (NETs, do inglês Neutrophil Extracellular Traps) (50).  

  

 
Figura 4. Infecção articular periprotética. Imagem representativa do microambiente 
articular no contexto da infecção periprotética, com a formação do biofilme bacteriano na 
superfície do implante e presença de células do sistema imune, principalmente neutrófilos. 
Adaptado de McConoughey et al., 2014. 

 
As NETs são estruturas extracelulares compostas por DNA, proteínas 

citosólicas e granulares (Figura 5) (51). A maioria do DNA que forma as NETs é 
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proveniente do núcleo, no entanto essas estruturas também podem conter DNA de 

origem mitocondrial. As NETs podem prender, neutralizar e matar bactérias, fungos, 

vírus e parasitas, e já foi demonstrado que são capazes de prevenir a disseminação 

desses micro-organismos (47,48). 

 

 

Figura 5. Estrutura das redes extracelulares de neutrófilos. Figura esquemática 
representando as diferentes biomoléculas que compõem as redes extracelulares de 
neutrófilos. Adaptado de Miyata e Fan (2012). 

 

A primeira descrição da liberação de NETs pelos neutrófilos foi feita por  

Brinkmann et al. em 2004, tendo sido relatado que neutrófilos estimulados in vitro 

liberavam DNA descondensado que formava uma estrutura extracelular semelhante 

a uma teia, permeada por proteínas bactericidas (52). Atualmente, a liberação de 

NETs é considerada parte importante da resposta imune inata (53). 

O processo de liberação das NETs é chamado de NETose e pode ser ativado 

tanto por determinados tipos de micro-organismos quanto por citocinas e outros 

fatores liberados no processo inflamatório. Classicamente, a NETose é um 

mecanismo de morte celular caracterizado pelo rompimento do envelope nuclear e 

descondensação da cromatina, os quais se misturam aos componentes 
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citoplasmáticos e granulares. A membrana plasmática então se permeabiliza e as 

NETs se expandem para o espaço extracelular de 3 a 8 horas após a ativação dos 

neutrófilos (Figura 6). Um mecanismo alternativo, denominado NETose não lítica, 

leva à rápida liberação de NETs dentro de minutos após a exposição a 

Staphylococcus aureus via liberação de cromatina e conteúdo dos grânulos e na 

ausência de morte celular (48-50). 

 

Figura 6.  NETose. Figura esquemática do processo de NETose, evidenciando as principais 
etapas deste a ativação dos neutrófilos até a liberação das NETs. Adaptado de Brinkman e 
Zychlinsky, 2012. 

 

 
 

Inicialmente, foram identificadas 24 proteínas nas NETs formadas pela 

estimulação de neutrófilos, dentre elas histonas, elastase, mieloperoxidase, 

calprotectina, catelicidinas, defensinas e actina (54). Outros estudos subsequentes 

ampliaram essa lista, sugerindo que a composição das NETs pode ser alterada 

dependendo do estímulo (55).  

A resposta inflamatória é essencial para o controle da infecção, sendo a morte 

celular um dos eventos mais comuns nos processos infecciosos (56). A ativação de 

células do sistema imune resulta na liberação de diversas citocinas pró-inflamatórias 

e fatores citotóxicos, e na ativação de mecanismos de citotoxicidade mediada por 

células que podem resultar em extensa lesão tecidual e morte celular, como um 
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efeito colateral da ativação do sistema imune (57). Além disso, a indução da morte 

de células do hospedeiro é um mecanismo intrínseco do sistema imune em resposta 

a infecções. Em infecções bacterianas, por exemplo, a apoptose, um tipo de morte 

celular programada, é deflagrada como parte da resposta imune inata (58). A 

indução de morte de células do hospedeiro já foi demonstrada em infecções 

bacterianas, virais, fúngicas e por parasitas (56).  

Diversos tipos de morte celular podem ser deflagrados no contexto infeccioso, 

como piroptose, apoptose e necrose, além da NETose mencionada anteriormente. A 

apoptose é um tipo de morte celular não inflamatória, caracterizada pelo 

encolhimento celular, liberação de fragmentos de membrana, ativação de caspases 

e fragmentação do DNA. Na morte celular do tipo necrose, há aumento do tamanho 

do núcleo, ruptura da membrana celular e liberação do conteúdo celular. Já a 

piroptose é um tipo de morte celular programada, que envolve a ativação do 

inflamassomo, caracterizada pela ruptura da membrana celular, fragmentação do 

DNA e liberação de citocinas inflamatórias (56,58).  

A ativação dos diferentes tipos de morte celular é rigidamente regulada e 

dependente de diferentes fatores como a natureza do patógeno, o sítio de infecção e 

a carga de patógenos (56).  

2.7 DNA livre 

O DNA livre de células é definido como DNA extracelular que ocorre no soro, 

plasma, ou outros fluidos biológicos, como urina, saliva e líquido sinovial. Ele tem 

sido amplamente estudado pelo seu potencial como biomarcador para a detecção e 

monitoramento de várias doenças humanas, entre elas acidente vascular cerebral, 

infarto do miocárdio, sepse, pancreatite aguda e câncer (59).  
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Mendel e Metais (1948) foram os primeiros a relatar a presença de DNA livre 

circulante no plasma (60). Os autores detectaram DNA e RNA livres no plasma de 

indivíduos e pacientes saudáveis, entretanto seu relato passou despercebido devido 

à falta de entendimento claro naquela época sobre o ácido nucleico circulante. Mais 

tarde, ficou claro que a análise e quantificação do DNA plasmático livre de células 

poderia servir como uma ferramenta diagnóstica valiosa (61). 

O DNA livre refere-se a fragmentos de DNA de fita dupla presentes nos 

fluidos extracelulares, com comprimento médio entre 160 e 180 pares de base. 

Estudos apontam que estas moléculas de DNA podem estar associadas a vesículas 

extracelulares ou podem fazer parte de complexos macromoleculares como os 

nucleossomos. Devido à sua grande fragmentação, geralmente se assume que o 

DNA livre está associado a mecanismos de morte celular, mas a origem e o 

mecanismo exato de sua liberação ainda são controversos (59,62).  

O acúmulo de DNA livre no plasma pode resultar de uma liberação excessiva 

de DNA causada por morte celular massiva ou eliminação ineficiente de células 

mortas durante a inflamação (Figura 7). Assim, a concentração de DNA livre 

plasmático pode refletir a magnitude do dano celular, inflamação ou infecção (63). 

Em um contexto inflamatório, níveis aumentados de DNA livre circulante podem ser 

ainda resultado da ativação de neutrófilos e consequente liberação de NETs (64).  
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Figura 7. Fonte de DNA livre. A origem do DNA livre é associada a processos de morte 
celular como apoptose, necrose, NETose e piroptose. Adaptado de Mondelo-Macía et al. 
(2021). 

  

As moléculas de DNA livre estão presentes apenas em quantidades limitadas 

no sangue de indivíduos saudáveis, uma vez que as células mortas e os restos de 

células mortas são removidos com eficiência, principalmente no fígado (63). Além da 

presença de DNA livre no plasma, alguns estudos descreveram sua presença no 

líquido sinovial de pacientes com doenças como a artrite reumatoide ou a artrite 

séptica do joelho, na presença ou não de artroplastia total de joelho (63).  

Diversos estudos já evidenciaram a relação entre o aumento de DNA livre e 

processos infecciosos como tuberculose e infecções pulmonares (65,66). Em 2009, 

foi publicado um artigo que avaliou a liberação de NETs em pacientes com artrite 

séptica de joelho ou quadril, tendo sido observado aumento significativo de DNA 

livre no líquido sinovial de pacientes com artrite infecciosa em relação aos pacientes 

com artrite asséptica (63). Nesse estudo, foram incluídos alguns pacientes com PJI, 

porém não foi avaliado o valor diagnóstico deste biomarcador especificamente para 

esta condição. Dessa forma, nosso estudo se propõe a avaliar o valor diagnóstico da 
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quantificação de DNA livre na identificação de PJI e desenvolver uma metodologia 

rápida para quantificação deste biomarcador.   
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3 OBJETIVOS 

3.1 Objetivo Geral 

Avaliar o potencial diagnóstico da quantificação de DNA livre no líquido sinovial para 

a identificação da infecção articular periprotética de joelho. 

3.2  Objetivos Específicos 

 Comparar a concentração de DNA livre no líquido sinovial de pacientes com 

e sem infecção articular periprotética do joelho; 

 Avaliar diferentes metodologias para quantificação de DNA no líquido 

sinovial e determinar o limiar de reatividade de cada método; 

 Calcular os valores de sensibilidade, especificidade, para a quantificação 

de DNA livre no líquido sinovial nas diferentes metodologias avaliadas; 

 Comparar a performance diagnóstica  da quantificação de DNA livre com os 

exames preconizados pelo algoritmo do Consenso Internacional 2018 para 

diagnóstico da PJI. 
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4 METODOLOGIA 

4.1 Aspectos éticos e participantes do estudo 

A realização do estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética Institucional 

sob parecer: 20307019.1.0000.5273 (Anexo A). Foi realizado um estudo 

prospectivo com pacientes submetidos à cirurgia de revisão de artroplastia de 

joelho no Instituto Nacional de Traumatologia e Ortopedia Jamil Haddad e na 

clínica privada do autor principal, com autorização prévia dos participantes do 

estudo mediante o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), de 

acordo com as normas da Resolução do CNS nº 466 de 12/12/2012 (Anexo 

B). Foram incluídos pacientes de ambos os sexos com idade maior ou igual a 

18 anos. Os critérios de exclusão foram: pacientes que se recusarem a 

assinar o TCLE e que não tinham informações suficientes para a conclusão do 

diagnóstico de infecção periprotética. Também foram excluídos pacientes com 

doenças inflamatórias crônicas, como lúpus e artrite reumatoide, e doenças 

infecciosas, como hepatite C e HIV.  

Para confirmação do diagnóstico da PJI, foram utilizados os critérios do 

Consenso de 2018 (Quadro 1).  

4.2 Coleta e processamento das amostras 

Durante cirurgia de revisão de ATJ, foram coletadas amostras de 

membrana periprotética, utilizadas para as análises microbiológicas e 

avaliação histopatológica. Os fragmentos ósseos do fêmur e da tíbia foram 

coletados e usados nas análises microbiológicas. A coleta das amostras de 
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líquido sinovial foi realizada antes da incisão cirúrgica, após a colocação dos 

campos cirúrgicos e realização da isquemia através de punção, com seringa 

de 20 ml e agulha de 1,2 x 40 mm. O líquido sinovial coletado foi utilizado para 

a quantificação de DNA livre, análises de citometria global e específica e 

análise microbiológica. Os prontuários dos pacientes foram analisados para a 

coleta das seguintes informações: idade, peso, altura, comorbidades, data de 

realização de cirurgias prévias e resultados dos exames laboratoriais pré-

operatórios (PCR, VHS).  

4.3 Cultura microbiológica 

Para as análises microbiológicas, foram usados fragmentos da 

membrana periprotética, fragmentos ósseos e líquido sinovial. A membrana e 

os fragmentos ósseos foram armazenados em frascos estéreis contendo soro 

fisiológico a 0,9%. Quanto ao líquido sinovial, entre 1 e 3 ml foram inoculados 

em frascos de hemocultura aeróbio e anaeróbio. Os materiais foram enviados 

para o laboratório de análises clínicas e microbiologia do INTO para realização 

da cultura microbiológica, de acordo com a rotina padrão adotada pelo 

laboratório do INTO. Os espécimes foram cultivados por até 14 dias, e as 

informações sobre o número de culturas positivas e tipo de micro-organismos 

isolados foram coletadas do laudo fornecido pelo laboratório. 

4.4 Avaliação histopatológica 

Para o exame histopatológico, fragmentos de membrana periprotética 

foram armazenados em frasco contendo formol a 10% e enviados para a 
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Unidade de Anatomia Patológica do INTO, onde foram processados e 

analisados de acordo com o protocolo institucional, sendo avaliados em 

grande aumento microscópico (400 x) por médico patologista. As membranas 

foram classificadas de acordo com os parâmetros propostos por Morawietz e 

colaboradores (2009) e corroborados por Krenn e colaboradores em 2014, em 

que a membrana periprotética é avaliada quanto às características do 

infiltrado inflamatório, presença de fibrose, presença de debris celulares e 

número de neutrófilos por campo (Quadro 3) (67,68). 

 

Quadro 3. Classificação de Morawietz para avaliação da membrana periprotética. 

  

4.5 Análise do líquido sinovial 

Uma alíquota de um mililitro do líquido sinovial, obtida na coleta intra- 

operatória, foi armazenada em tubo de coleta de sangue a vácuo, contendo 

EDTA e enviada imediatamente para o laboratório de análises clínicas do 

INTO, para realização da contagem de células brancas e porcentagem de 
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polimorfonucleares no  líquido sinovial por meio de citometria de fluxo. O 

restante do líquido sinovial coletado foi enviado ao Centro de Processamento 

Celular do INTO. As amostras foram processadas em até duas horas, sendo 

centrifugadas a 4830 x g por 5 minutos, aliquotadas em microtubos e 

armazenadas em congeladores a -80 °C até as análises.  

4.6 Quantificação de DNA livre 

Os níveis de DNA livre no líquido sinovial foram avaliados utilizando o 

reagente Quant-it Picogreen dsDNA (Thermo Fisher Scientific, EUA) que 

intercala em DNA dupla fita. Para isso, o líquido sinovial foi descongelado, 

centrifugado por 10 minutos a 16.000 g e diluído cinquenta vezes em tampão 

Tris-EDTA. Cinquenta µL desta solução foram misturados a 50 µL do 

reagente Picogreen e adicionados nos poços de placa de 96 poços opaca da 

cor preta. A fluorescência foi medida utilizando o luminômetro GloMax 

Paradigm (Molecular Devices, EUA), com excitação em 485nm e emissão em 

535nm (Figura 8). A quantidade de DNA foi determinada após correção do 

fator de diluição e comparação com os valores obtidos na curva padrão 

realizada com concentrações conhecidas de DNA Lambda controle, de acordo 

com as recomendações do fabricante. 
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Figura 8. Etapas e equipamentos necessários para a quantificação de DNA livre nas 
amostras de líquido sinovial. (A) Pipetas e placa de 96 poços de fundo preto. (B) 
Pipetagem das amostras nos poços da placa opaca de fundo preto. (C) Luminômetro 
GlowMax utilizado para leitura da fluorescência. (D) Destaque no painel do aparelho 
mostrando os valores obtidos na leitura das amostras. 

4.7 Quantificação de DNA livre em fluorímetro portátil 

Para avaliação do método rápido de quantificação de DNA livre, foi 

utilizado o fluorímetro portátil Quantus (Promega, EUA). A calibração do 

aparelho foi realizada de acordo com as instruções fornecidas pelo fabricante. 

Foram utilizadas duas soluções padrão com concentração de DNA lambda de 

20 e 100ug/µl. As configurações de calibração ficam salvas no aparelho.  

Para a quantificação de DNA livre, o líquido sinovial foi descongelado e 

centrifugado por 10 minutos a 16.000g. Quatro microlitros de LS foram 

adicionados  a 96 µl de tampão Tris-EDTA. Esta solução foi transferida para 

um microtubo de 600 µl, e foram adicionados 100 µl do reagente Picogreen 

dsDNA. A amostra foi incubada no escuro e a leitura foi realizada após cinco 
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minutos. Para esta quantificação, não foi necessário ajustar a diluição, uma 

vez que o aparelho faz este ajuste automaticamente (Figura 9). 

 

 

Figura 9. Etapas e equipamentos necessários para a quantificação de DNA livre nas 
amostras de líquido sinovial utilizando fluorímetro portátil. (A) Visão superior do 
fluorímetro portátil. (B) Compartimento para colocação do tubo contendo a amostra. (C) 
Destaque para o posicionamento do microtubo contendo a amostra no aparelho. (D) Painel 
do aparelho após a leitura, indicando a concentração de DNA livre na amostra.   

4.8 Análise dos resultados  

Considerando o número baixo de revisões de ATJ realizadas 

anualmente no INTO, o tamanho da amostra foi calculado considerando o 

número médio de procedimentos realizados por ano, tendo sido estabelecido 

um período de recrutamento dos participantes por dois anos.  

Para análise descritiva dos dados relativos às características clínicas 

e demográficas dos pacientes foram calculadas médias, medianas, desvio 

padrão, intervalo interquartil (IIQ) e proporções. As variáveis categóricas foram 

expressas através de suas frequências e porcentagens. Os valores de 

sensibilidade (verdadeiros positivos (VP) / [VP + falso negativos (FN)]) e 

especificidade (verdadeiros negativos (VN) / [falsos positivos (FP) + VN]), 
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assim                         ( U          ê  ―area under the curve") ROC 

(do inglês ―receiver operator characteristic"), foram calculados considerando-

se como padrão ouro a adaptação dos critérios definidores de infecção 

propostos em 2018 (46). A acurácia dos métodos diagnósticos propostos foi 

calculada pelo somatório dos VP e dos VN, dividido pelo número de testes 

feitos. Variáveis contínuas foram analisadas pelo teste T-student ou Mann-

Whitney, quando indicado. O valor de p foi considerado significativo 

quando menor que 0,05. Todas  as análises foram realizadas utilizando os 

softwares Med Calc versão 21 e GraphPad Prism versão 7.0. 
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5 RESULTADOS  

5.1 População de estudo 

Foram incluídos no estudo 69 pacientes. A partir da avaliação dos dados 

clínicos e exames laboratoriais, os pacientes foram avaliados quanto ao diagnóstico 

de PJI de acordo com os critérios propostos em 2018. Sendo assim, 29 pacientes 

foram incluídos no grupo infecção e 40 pacientes, por não preencherem os critérios 

diagnósticos, compuseram o grupo não infecção. As características demográficas de 

ambos os grupos estão resumidas na Tabela 1. Não houve diferença 

estatisticamente significativa entre os grupos em relação à idade (p= 0,77), sexo  

(p= 0,8 e IMC (p=0,92). 

 

Tabela 1. Características da população de estudo. 

 Não infecção 
(n=40) 

Infecção 
(n=29) 

P 

Sexo 
      Masculino 
      Feminino 

 
14 (35%) 
26 (65%) 

 
11 (38%) 
18 (62%) 

 
0,8 a 

Idade (anos), mediana [IIQ] 70,9 [67-76] 70,5 [63-78] 0,77 b 

IMC (kg/m2), mediana [IIQ] 31,62 [27-34] 32,2 [26-33] 0,92 b 

Implante prévio 
      Primária 
      Revisão 

 
35 
5 

 
20 
9 

 
0,07 a 

Dados apresentados com mediana com amplitude interquartílica, ou soma com a respectiva porcentagem. 
a 

Teste de Fischer. 
b
 Teste de Mann Whitney. IMC: índice de massa corporal 

 

 

Dos pacientes do grupo infecção, seis apresentaram fístula. Vinte pacientes 

apresentaram crescimento de micro-organismos na cultura microbiológica de duas 

ou mais amostras. Oito deste pacientes apresentavam infecções polimicrobianas. O 
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patógeno mais frequentemente identificado foi o Staphylococcus aureus. Na tabela 

2 estão descritas as bactérias identificadas nas culturas microbiológicas dos 

pacientes com PJI e a frequência com que foram identificadas. 

Os valores de sensibilidade e especificidade encontrados para o teste 

microbiológico foram 68,9% [IC 95%: 49,1 – 84,7] e 100% [IC 95%: 91,1 – 100], 

respectivamente. 

 

Tabela 2. Perfil microbiológico dos pacientes do grupo infecção. 

Patógeno Frequência 
N (%) 

Staphylococcus aureus 9 (31%) 

Staphylococcus coagulase negativa 6 (21%) 

Streptococcus spp 2 (7%) 

Enterococcus spp 3 (10%) 

Gram negativas 7 (24%) 

Polimicrobiana a 8 (27%) 

Cultura negativa 9 (31%) 

a ≥ 2 dois patógenos diferentes. O número total / porcentagem de pacientes com cultura positiva é 
>20/100% devido aos 8 pacientes com infecções polimicrobianas.  

5.2 Exames laboratoriais 

Em relação a quantificação de PCR no plasma dos pacientes, a média do 

grupo infecção foi significativamente maior que a observada no grupo não infectado 

(1,08 ± 1,1 vs 9,48 ± 9,8, p<0,0001) (Figura 10A). Considerando os valores de corte 

propostos pelo consenso em 2018, quinze pacientes do grupo não infecção 

apresentaram resultado acima do valor de corte, indicando resultado falso positivo. 
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Dois pacientes do grupo infecção apresentaram valor de PCR < 1mg/dl. Dessa 

forma, para nossa casuística encontramos valores de sensibilidade e de 

especificidade de 92% [IC 95%: 73,9 – 99] e 51,6% [IC 95%: 33,06 – 69,8], 

respectivamente. 

Quanto ao VHS, a média observada no grupo infecção foi significativamente 

maior que a observada no grupo de pacientes não infectados (39,5 ± 25,4 vs 82,7 ± 

23,2,  p < 0,0001) (Figura 10B). Um paciente do grupo infecção apresentou valor de 

VHS abaixo do ponto de corte preconizado pelo consenso internacional. No grupo 

não infecção, dezessete pacientes apresentaram valores de VHS acima do ponto de 

corte, indicando resultados falso positivo. Para este exame, a sensibilidade foi de 

95% [IC 95%: 75,1 – 99,8] e a especificidade de 41,4% [IC 95%: 23,5 – 61,1]. 

 

Figura  10. Avaliação da proteína C reativa e da velocidade de hemossedimentação. A PCR 
(A) e a VHS (B) dos pacientes foram quantificadas no pré-operatório. Cada símbolo representa os 
valores obtidos para cada paciente. A linha horizontal central representa a média obtida para cada 
grupo e as linhas das extremidades representam o desvio padrão. **** p < 0,0001. PCR: proteína C 
reativa; VSH: velocidade de hemossedimentação. Teste Mann Whitney. 

 

Na avaliação do líquido sinovial, foram encontrados níveis significativamente 

maiores de leucócitos nos pacientes do grupo infecção em relação ao grupo não 
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infectado (54598 ± 250088 vs 742376 ±148159, p=0,0005) (Figura 11A). Quatro 

pacientes do grupo infecção apresentaram valores abaixo do ponto de corte 

preconizado pelo consenso internacional, e cinco pacientes do grupo não infecção 

apresentaram resultado acima do ponto de corte. Dessa forma, os valores de 

sensibilidade e de especificidade encontrados foram de 75% [IC 95%: 47,6 – 92,7] e 

81,5% [IC 95%: 61,9 – 93,7], respectivamente. 

Quanto à avaliação do percentual de polimorfonucleares no líquido sinovial, 

foram identificados níveis significativamente maiores nos pacientes com infecção em 

relação aos pacientes sem infecção (19,4 ± 12,9 vs 67,9 ± 29,7, p < 0,0001) (Figura 

11B). Oito pacientes do grupo infecção apresentaram percentual             abaixo do ponto de 

corte determinado pelo consenso internacional. Nenhum paciente do grupo não 

infecção apresentou percentual de polimorfonucleares acima do ponto de corte. Para 

este parâmetro, a sensibilidade foi de 50% [IC 95%: 24,6 – 75,3] e a especificidade 

de 100% [IC 95%: 87,3 – 100]. 

 
Figura  11. Contagem de células brancas e percentual de polimorfonucleares. Foi 
determinada a citometria global (A) e o percentual de polimorfonucleares (B) no líquido sinovial. 
Cada símbolo representa os valores obtidos para cada paciente. A linha horizontal central 
representa a média obtida para cada grupo e as linhas das extremidades representam o desvio 
padrão. *** p=0,0005, **** p <0,0001. Teste de Mann Whitney. 
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5.3 Quantificação de DNA livre no líquido sinovial  

A quantificação de DNA livre no líquido sinovial foi realizada por ensaio 

fluorimétrico com a sonda Picogreen. Os níveis de DNA livre no líquido sinovial dos 

pacientes do grupo infecção foi de 124,8 ± 56,6 ng/µl, sendo significativamente 

maior que o encontrado nos pacientes do grupo não infecção, que  foi de 4,6 ± 2,8 

ng/µl (p < 0,0001) (Figura 12). 

 

 

Figura 12. Quantificação de DNA livre. Os níveis de DNA livre foram determinados 

utilizando a sonda Picogreen. Cada símbolo representa os valores obtidos para cada 
paciente. A linha horizontal central representa a média obtida para cada grupo e as linhas 
das extremidades representam o desvio padrão. **** p<0,0001. Teste de Mann Whitney. 

 

 

A área sob a curva ROC foi calculada, e o resultado foi de 0,981 [0,914 – 

0,999]. O limiar de reatividade foi determinado de acordo com o índice de Youden 

usando curvas ROC. O ponto do corte ideal foi de 15 ng/µl, e os valores de 
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sensibilidade e de especificidade foram de 96,5% e 100%, respectivamente (Figura 

13). 

Considerando este limiar de reatividade, identificamos um paciente do grupo 

infecção com nível de DNA livre abaixo do ponto de corte. Nenhum paciente do 

grupo não infecção apresentou níveis de DNA livre acima de 15ng/µl (Figura 13). 

 

Figura  13. Curva ROC para quantificação de DNA livre. (A) Curva ROC. (B) Valores de DNA 
livre no líquido sinovial dos pacientes do grupo não infecção (azul) e infecção (vermelho). A linha 
tracejada indica o limiar de reatividade calculado. 

 

Com o objetivo de estabelecermos um teste rápido de quantificação do DNA 

livre, avaliamos a quantificação deste biomarcador utilizando um fluorímetro portátil. 

Através desta metodologia, também observamos níveis significativamente maiores 

deste biomarcador nos pacientes do grupo infecção (40,4 ± 14,5) em relação aos 

pacientes sem infecção (3,3 ± 2,5, p < 0,0001) (Figura 14). 
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Figura  14. Quantificação de DNA livre utilizando fluorímetro portátil. Os níveis de DNA 

livre foram determinados utilizando a sonda Picogreen e um fluorímetro portátil. Cada 
símbolo representa os valores obtidos para cada paciente. A linha horizontal central 
representa a média obtida para cada grupo e as linhas das extremidades representam o 
desvio padrão. **** p < 0,0001. Teste de Mann Whitney. 

 

A área sob a curva ROC foi calculada, e o resultado foi de 0,955 [0,867 – 

0,992] (Figura 15). O limiar de reatividade ideal foi de 11 ng/µl, e os valores de 

sensibilidade e de especificidade foram 95,5% e 100%, respectivamente. 

Utilizando este limiar de reatividade, de forma semelhante ao observado nas 

análises com o luminômetro de bancada, identificamos quatro pacientes do grupo 

infecção com valores de DNA livre abaixo do ponto de corte. Nenhum paciente do 

grupo não infecção apresentou níveis de DNA livre acima de 11ng/µl (Figura 15). 
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Figura  15. Curva ROC para quantificação de DNA livre utilizando fluorímetro portátil. (A) 
Curva ROC. (B) valores de DNA livre no líquido sinovial dos pacientes do grupo não infecção 
(azul) e infecção (vermelho). A linha tracejada indica o limiar de reatividade calculado. 

 

Os valores de sensibilidade, especificidade e acurácia de todos os testes  

avaliados são apresentados na Tabela 3. 
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Tabela 3. Avaliação do desempenho diagnóstico dos testes avaliados no estudo. 

Exame Sens. Especif. Acur. 

 

Cultura microbiológica 68,9% 100% 86,9% 

 

PCR 92% 51,6% 69,6% 

 

VHS 95% 41,4% 63,2% 

 

Leuco LS 75% 81,5% 79% 

 

% PMN LS 50,0% 100% 81,3% 

 

Histopatológico 50% 100% 87,5% 

 

DNA livre 96,5% 100% 98,5% 

 

DNA livre (portátil) 96,5% 100% 98,5% 

Abreviações: PCR: proteína C reativa; VHS: velocidade de hemossedimentação; Leuco LS: contagem de células brancas no líquido sinovial; % PMN LS: 
percentual de células polimorfonucleares no líquido sinovial; Sens.: sensibilidade; Especif.: especificidade; Acur.: Acurácia. 



 

39 

 

6 DISCUSSÃO 

A definição e os critérios para o diagnóstico da PJI ainda são alvo de extensos 

debates nas comunidades médica e científica. A falta de um critério diagnóstico 

absoluto, a heterogeneidade nas suas formas de apresentação e as lacunas existentes 

sobre os processos de interação entre patógenos e hospedeiros tornam o diagnóstico 

desta complicação um enorme desafio (69,70). 

Nosso estudo é o primeiro a mostrar o aumento de DNA livre no líquido sinovial 

de pacientes com PJI e a avaliar o potencial diagnóstico da quantificação deste 

biomarcador para identificação da PJI. Além disso, conseguimos estabelecer um 

sistema rápido e portátil para quantificação de DNA livre, que pode ser realizado em 

menos de cinco minutos, fornecendo os resultados ainda durante a cirurgia.   

Nos últimos anos, diversos pesquisadores vêm apontando a superioridade de 

biomarcadores presentes no líquido sinovial no diagnóstico da PJI (69). Estes 

biomarcadores são, invariavelmente, proteínas produzidas por células do sistema 

imune, envolvidas no processo de eliminação dos patógenos. Na presença de infecção, 

há um aumento na concentração de tais proteínas, tornando-as biomarcadores 

sensíveis para a PJI (69). Além do aumento expressivo destes fatores, é importante 

destacar que nos processos infecciosos a presença de DNA extracelular também é uma 

característica comum, ainda que a origem deste DNA não tenha sido elucidada (71,72). 

Diversos estudos in vitro apontam o DNA extracelular produzido pelas bactérias 

como um importante componente estrutural e estabilizador dos biofilmes. Por outro 

lado, estudos sobre a resposta imune evidenciam que a presença de bactérias e de 

biofilmes bacterianos estimula a liberação de NETs por parte dos neutrófilos, assim 

como deflagra a reposta imune inata para conter a infecção, levando à ativação de 
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diferentes mecanismos de morte celular. Todos estes processos estão associados, 

direta ou indiretamente, à produção / liberação de DNA livre (73,74).  

No microambiente articular da PJI, todos os fatores citados acima estão 

presentes, e nossos resultados mostram que os níveis de DNA livre no LS de pacientes 

com infecção são cerca de 20 vezes maiores que os encontrados nos pacientes sem 

infecção. Entretanto, nosso estudo se limitou a determinar os níveis de DNA livre, 

sendo necessários novos estudos que possam identificar a origem deste DNA.  

Lögters e colaboradores (2009) avaliaram valor diagnóstico da quantificação de 

DNA livre no líquido sinovial na identificação da artrite séptica. Este estudo usou uma 

metodologia similar à utilizada no presente estudo e encontrou níveis significativamente 

maiores deste biomarcador no LS de pacientes com artrite séptica em comparação com 

pacientes com osteoartrite (3,286 ± 386 ng/ml vs 278 ± 34 ng/ml, p<0,01). Importante 

ressaltar que na casuística do estudo de Lögters, dos nove pacientes diagnosticados 

com artrite séptica seis possuíam uma prótese de joelho ou quadril (75). Entretanto, o 

autor não chama atenção para este fato, tampouco compara os níveis de DNA livre 

destes pacientes aos de pacientes com falha asséptica da artroplastia. Nosso estudo 

compara especificamente pacientes com falha da artroplastia com o objetivo de 

caracterizar a utilidade da quantificação de DNA livre no LS na discriminação entre as 

falhas séptica e asséptica da artroplastia de joelho.    

Um paciente do grupo infecção apresentou nível de DNA livre abaixo do ponto de 

corte determinado. De forma interessante, uma análise mais detalhada deste paciente 

evidenciou que o mesmo não apresentava parâmetros pré-operatórios indicativos de 

infecção, sendo submetido à cirurgia de revisão aparentemente asséptica, contudo, 

apresentando resultado positivo na cultura microbiológica de espécimes coletados no 

intraoperatório.  A avaliação da cultura microbiológica deste paciente revelou ainda que 
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a infecção foi causada por estafilococos coagulase negativa. Sendo importante 

ressaltar que alguns estudos apontam que infecções causadas por estafilococos 

coagulase negativa estão associadas a uma menor quantidade de leucócitos no líquido 

sinovial, além de não serem capazes de deflagrar uma resposta neutrofílica robusta 

(30,76). Apesar de outros pacientes que tinham infecção causada por estafilococos 

coagulase negativa terem apresentado níveis elevados de DNA livre no líquido sinovial, 

novos estudos são necessários para avaliar se nas infecções causadas por estes 

micro-organismos há uma tendência a encontrar resultados falso negativos com este 

biomarcador.  

A cultura microbiológica é, até o momento, o único exame que permite a 

identificação do micro-organismo infectante, mas trata-se de um teste demorado, 

levando pelo menos 14 dias para liberação do resultado, além de apresentar alta taxa 

de resultados falsos negativos (17-53%) (77,78). Neste aspecto, o DNA livre se mostrou 

um biomarcador sensível, uma vez que nove pacientes do grupo infecção, apesar de 

não apresentarem crescimento de bactérias nas culturas microbiológicas, apresentaram 

níveis elevados de DNA livre no LS, fornecendo o diagnóstico correto desta 

complicação.  

Nos últimos anos, o DNA livre vem sendo estudado como um biomarcador de 

prognóstico para condições como sepse, tuberculose, trauma, câncer, diabetes e outros 

(71,74,79–81). Estudos realizados em pacientes com sepse mostram que níveis 

aumentados de DNA livre no plasma estão associados a maior mortalidade (82). Já em 

pacientes com trauma, os níveis de DNA livre no plasma se correlacionaram com a 

gravidade da lesão, e níveis elevados desse biomarcador foram associados à 

ocorrência de eventos adversos como lesão pulmonar aguda, síndrome do desconforto 

respiratório agudo e morte (83). Um estudo recente correlacionou os níveis de DNA 
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extracelular produzidos in vitro por bactérias isoladas de próteses de quadril e joelho 

infectadas com os desfechos em 3 e 12 meses. Os resultados indicaram que as 

bactérias isoladas de pacientes que apresentaram critérios de cura da PJI em 12 meses 

produziram menor quantidade de DNA extracelular que os pacientes que tiveram 

infecção persistente, apontando o DNA extracelular produzido pelas bactérias 

infectantes como um fator de virulência e sua quantificação como um potencial 

biomarcador de desfecho e prognóstico (84). Com base neste achado, seria 

interessante o acompanhamento em longo prazo dos pacientes avaliados no presente 

estudo, de forma a avaliar os desfechos da infecção, verificando assim a possibilidade 

de correlação entre níveis mais altos de DNA no LS com uma evolução desfavorável da 

doença.  

Os estudos sobre DNA livre geralmente utilizam metodologias distintas para 

avaliar este biomarcador. O DNA livre pode ser medido diretamente do fluido 

biológico ou pode ser realizada uma etapa de extração do DNA para posterior 

quantificação. A extração de DNA, além de aumentar o tempo até a obtenção do 

resultado, pode levar a perdas de DNA durante o processamento. Ademais, os 

diferentes kits disponíveis para extração do DNA livre apresentam diferentes 

eficiências. Por outro lado, a quantificação do DNA livre diretamente do plasma ou 

do soro pode estar sujeita à autofluorescência e à presença de substâncias 

interferentes, como albumina e imunoglobulinas, que resultam em perda da acurácia 

do método (85).  

Em nosso estudo, optamos pela quantificação de DNA diretamente do 

líquido sinovial, com o objetivo de dar celeridade à realização do teste e assim 

desenvolver uma metodologia point–of-care para o diagnóstico da PJI. Esta 

metodologia, que é mais rápida, não requer equipamentos específicos e apresenta 
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menor custo, foi proposta pela primeira vez por Goldshtein et al em 2009 (86). Sua 

utilização minimiza os artefatos relacionados à etapa de extração do DNA e reduz o 

tempo de obtenção dos resultados, tornando-o viável e prático para uso clínico. 

Recentemente esta metodologia foi avaliada por vários autores, mostrando boa 

correlação e reprodutibilidade quando comparada ao método tradicional (87–89). 

Portanto, a quantificação direta de DNA livre não é apenas confiável e econômica, 

como já foi proposta como uma abordagem point-of-care para a avaliação de 

pacientes críticos (87) 

A descoberta e o desenvolvimento de novos métodos para detecção de 

biomarcadores para diagnóstico da PJI têm levantado questionamentos quanto aos 

custos de tais exames, que apresentam valores bastante discrepantes. Um 

levantamento realizado no Reino Unido evidenciou o custo médio de alguns testes 

que compõem os critérios para diagnóstico da PJI. A quantificação de D-dímero tem 

custo médio de 28 dólares, a esterase leucocitária de 0,80 dólares, adicionado a 

aproximadamente 460 dólares da minicentrífuga, 690 dólares para o teste de alfa-

defensina (fluxo lateral) e 380 dólares para cultura microbiológica tradicional (78). O 

kit para quantificação de DNA de fita dupla Picogreen tem custo médio de 500 

dólares, com capacidade de realização de até 2.000 testes. O fluorímetro portátil 

apresenta valor médio de 2.000 dólares. Dessa forma, cada exame tem valor médio 

de 4 dólares, caracterizando este teste como um exame de baixo custo. 

Nos últimos anos, diversos marcadores séricos e de líquido sinovial vêm 

sendo avaliados e disponibilizados para utilização clínica. A sensibilidade e 

especificidade de tais marcadores são aferidas tanto em estudos quanto na prática 

clínica, fornecendo evidências para sua inclusão ou exclusão nos critérios do SIME. 

Diversos estudos discutem as características do biomarcador ideal, dentre elas a 
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acurácia, o ponto de corte definido, a reprodutibilidade e o custo-efetividade (90). 

Nesse sentido, nossos resultados evidenciam que o biomarcador identificado e 

avaliado no presente estudo apresenta as características citadas acima, sendo 

necessários estudos com uma casuística maior que corroborem estes resultados. 

Nossos resultados apresentam como limitação o número reduzido de 

participantes e a impossibilidade de calcular os valores preditivos positivos e 

negativos, uma vez que a frequência de pacientes com PJI em nossa casuística é 

diferente do encontrado na população geral. Outra aspecto a ser considerado é o 

fato de não termos realizado as quantificações nas amostras frescas. As 

quantificações da DNA livre nas amostras recém-coletadas estão sendo realizadas, 

porém, ainda não possuímos casuística suficiente para as análises. Outra 

avaliação pendente, que também está em andamento, é a comparação do valor 

diagnóstico da quantificação de DNA livre no LS em relação aos outros testes 

rápidos propostos pelo consenso, especificamente a esterase leucocitária e alfa-

defensina. 

Por fim, nossos resultados mostram que a quantificação de DNA livre no líquido 

sinovial é um teste rápido e com alta sensibilidade e especificidade, sendo útil para o 

diagnóstico da PJI.  
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7 CONCLUSÃO 

Nossos resultados demonstram um aumento de DNA livre no líquido sinovial 

de pacientes com PJI e evidenciam a quantificação deste biomarcador no líquido 

sinovial como um teste com elevada sensibilidade e especificidade para o 

diagnóstico da infecção periprotética após artroplastia de joelho.   

Além disso, a quantificação de DNA livre através do fluorímetro portátil se 

mostrou uma ferramenta útil, fornecendo resultados de forma rápida e se 

apresentando com o potencial de ser utilizado como uma metodologia point–of-

care para o diagnóstico da infecção periprotética.  
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ANEXO A. Parecer de aprovação do CEP 
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ANEXO B. Termo de Consentimento Livre Esclarecido 
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