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RESUMO

A analise de amostras citolégicas € um procedimento de rotina no diagndstico e
seguimento de pacientes com céanceres de baixa incidéncia e nos de elevada
incidéncia e nos canceres e morbimortalidade. “Cell block” consiste em uma forma
de preparacao citoldgica na qual o precipitado da amostra centrifugada € incluido em
parafina e submetido a processamento histolégico habitual. Apesar do “cell block”
ser considerado um método diagndstico de grande aplicabilidade na rotina
diagnodstica, os estudos que utilizam essa técnica sdo escassos, com pequeno
namero de amostras e ha variacdo na descricao dos diferentes métodos de preparo.
Além disso, ndo estd bem estabelecida a indicacdo de cada método, de acordo com
os diferentes tipos e aspectos das amostras citolégicas. Portanto, o objetivo desta
pesquisa foi avaliar a aplicabilidade do método “plasma-tromboplastina” no preparo
de “cell block” de 299 amostras citolégicas (liquido pleural, ascitico e pericardico,
lavados peritoneal e broncoalveolar, liquor, urina e aspirados de lesfes cisticas) no
laboratorio de Anatomia Patologica do HUB da UnB. Citocentrifugado, “cell block” e
imunocitoquimica foram preparados para cada amostra citolégica. O método
“plasma-tromboplastina” para preparo do “cell block” foi aplicavel, tecnicamente, em
amostras sem sedimento ou com pequena quantidade de sedimento e em outras
com sedimento de sangue, correspondendo a 88,3% (264/299) delas. As amostras
com grande quantidade de sedimento e com anticoagulante, 11,7% (35/299) foram
preparadas pelo método “agar”. Celularidade e distribuicdo celular adequadas com
preservacdo da morfologia dos agrupamentos e das células foram observadas nas
amostras preparadas pelos métodos “plasma-tromboplastina” e “agar”. O padréao de
marcagcdo imunocitoquimica foi semelhante ao geralmente observado em
citocentrifugados. Foi observada concordancia em 96,9% (290/299), kappa =0,88
(positivo e negativo para malignidade) entre os diagnosticos do “cell block” e do
citocentrifugado. O método “plasma-tromboplastina” se aplica na rotina diagnéstica
do laboratério de Anatomia Patolégica por ser um método tecnicamente viavel. A
concordancia elevada entre o citocentrifugado e o “cell block” preparado pelo
método “plasma-tromboplastina” para o diagnéstico de cancer e, principalmente, a
deteccdo de cancer apenas no “cell block” em algumas amostras sugere que o
método pode diminuir os resultados falsos-negativos do citocentrifugado.

Palavras-chave: Amostras biologicas; “Cell block”; Imunocitoquimica; “Plasma-
tromboplastina”.



ABSTRACT

The cytological analysis is a routine procedure in the diagnosis and management of
patients with high incidence and mortality cancers. "Cell block" consists of a form of
cytological preparation in which the precipitate of the centrifuged sample is
embedded in paraffin and subjected to the usual histological processing. Despite the
"cell block” be considered a diagnostic method of wide applicability in routine
practice, studies using this technique are scarce, with small numbers of samples and
there is variation in the description of the different methods of preparation. Moreover,
the indication of each method according to the different types and aspects of
cytological samples is not well established. Thus, the aim of this study was to
evaluate the applicability of the "plasma-thromboplastin” method in the preparation of
"cell block" of cytological samples (pleural effusion, ascites, pericardial fluid,
peritoneal and bronchoalveolar lavage, cerebrospinal fluid, urine and aspirated cystic
lesions) in the laboratory of Pathological Anatomy of HUB. Conventional cytological
smear, "cell block" and immunocytochemistry were prepared for each cytological
sample. The "plasma-thromboplastin® method to prepare the "cell block" was
applicable, technically, in samples without sediment or small amount of sediment and
in sample with sediment of blood, corresponding to 88.3% (264/299) of the samples.
Samples with large amount of sediment and anticoagulant, 11.7% (35/299) were
prepared by the "agar" method. Adequate cellularity and cellular distribution with
preservation of the morphology of groups and cells were observed in the samples
prepared by "plasma-thromboplastin” and "agar" methods. The immunocytochemical
staining pattern was similar to that usually observed in conventional cytological
smears. Agreement was observed in 96.9% (290/299), kappa = 0.88 (positive and
negative for malignancy) between the diagnoses of "cell block” and conventional
cytological smears. The "plasma-thromboplastin" method is applicable for the routine
diagnosis Pathology laboratory to be a viable method technically. The high
correlation between conventional cytological smears and "cell block" prepared by the
"plasma-thromboplastin” method for diagnosis of cancer and the cancer detection
only in the "cell block" in some samples suggests that the method may decrease the
false-negatives results of the conventional cytological smears.

Keywords: Biological samples ; " Cell block " ; immunocytochemistry ; " Plasma -
thromboplastin ".
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1 INTRODUCAO

De acordo com as estimativas 2016/2017, o Brasil devera registrar nos
proximos anos 596 mil novos casos de céancer, segundo o INCA (Instituto
Nacional do Cancer)!. A andlise de amostras citolégicas é um procedimento de
rotina no diagnostico e seguimento de pacientes com canceres de elevada
incidéncia e morbimortalidade como carcinomas de mama, pulmédo, cdlon,

estdmago e tiredide?.

A citologia € um método diagndstico acessivel, rapido, de baixo custo e
pouco invasivo, mas apresenta sensibilidade e especificidade variavel,
dependendo de varios fatores, resultando na escassez de células neoplasicas,
sendo muitas vezes dificil diferenciar, neste exame, as células benignas das

malignas ou mesmo identificar a origem de uma célula neoplasica®”.

Um método complementar a citologia, também aplicado no laboratério de
Anatomia Patologica, € a imunocitoquimica em que sdo usados marcadores
celulares que permitem diferenciar a célula benigna da maligna, identificar o
tecido de origem da célula neoplasica e, ainda, sugerir o provavel sitio priméario da

neoplasia, em casos de metastase®”’.

“Cell block” consiste em uma forma de preparagao citolégica na qual o
precipitado da amostra centrifugada € incluido em parafina e submetido a
processamento histolégico habitual’>. Na rotina diagndstica, ele é um método
complementar de preparo de amostras de citologia esfoliativa (efusdes/liquidos
das cavidades pleural, peritoneal, pericardico, lavados peritoneais e

broncoalveolar, liquor) e citologia aspirativa®.

Em amostras em que ha necessidade de realiza¢do de imunocitoquimica, o
“cell block” apresenta algumas vantagens em relagdo ao citocentrifugado:
facilidade de interpretacdo morfolégica, menor relacdo custo-beneficio,
possibilidade de realizacdo de maior niumero reag¢fes imunocitoquimicas e de
arquivamento do bloco de parafina para uso em técnicas futuras®®. Dentre os

seus metodos de preparo descritos, 0 “plasma-tromboplastina/trombina” tem sido
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considerado uma técnica de execucao facil e de melhor qualidade para aplicacédo

de imunocitoquimica®®*’.

Atualmente, na maioria nos laboratérios de Anatomia Patoldgica, apenas
parte das amostras é citocentrifugada, sendo a amostra residual desprezada e o
“cell block” preparado apenas daquelas amostras que apresentam residuos
sélidos. Ao adicionar plasma e tromboplastina nos precipitados dos centrifugados
possibilita-se a formacdo de coagulos contendo células da amostra, os quais
podem ser incluidos em parafina. A principio, por meio deste método “plasma-
tromboplastina/trombina”, toda e qualguer amostra poderia ser arquivada e

utilizada para estudo imunocitoquimico.
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1.1 “CELL BLOCK”

Este € um dos métodos mais antigos de preparacdo para a microscopia e

consiste na inclusdo de sedimentos de amostras citoldgicas em parafina®®*®.

Vérios estudos mostram que ele deve ser usado para o processamento de todo o

material residual que permanece ap0s a conclusdo das preparacdes

18,19

citologicas Este material, geralmente, contém fragmentos de tecido

importantes que ndo podem ser processados por técnicas citologicas*®*°.

O método utiliza técnicas histologicas para 0 processamento e, portanto,
oferece como vantagem: varias se¢cdes do mesmo material podem ser coradas
com corantes de rotina, como hematoxilina e eosina, ou com coloragdes especiais
para a identificacdo de mucina, melanina, bactérias e fungos. Além disso, pode

também servir para imunocitoquimica®®%%,

7z

A formalina tamponada é o fixador mais usado e que permite
procedimentos adicionais*®!%?°. O beneficio da técnica é a presenca de residuos
sélidos que permite o reconhecimento de padrbes histolégicos da lesdo que nao
podem ser identificados em esfregacos e citocentrifugados®®'®%. As amostras
citolégicas, mais frequentemente enviadas para o laboratério de Anatomia
Patologica, sdo as efusdes (liquido pleural, ascitico e pericardico), lavados
(peritoneal e broncoalveolar), liquor, aspirados de lesdes cisticas e amostras

citolégicas em meio liquido®.

Varios métodos de preparo de “cell block”, com uso de diferentes

substancias, ja foram descritos: “agar’?*?®, “HistoGel?"?°, “gelatin albumin™?,

“collodion™®, “pre-gelatinized starch”!, “sodium alginate™?, “polyvinyl alcohol

foam™3, “gelatin capsules™*, “tissue coagulum clot”**® e “plasma-

tromboplastina/trombina” °°.

O preparo automatizado também tem sido
descrito®***. Ha uma variacdo significativa na descricdo de cada técnica com
relacdo a fixagdo da amostra, volume e concentragdo das substancias
empregadas, o que dificulta comparar a eficacia dos métodos**°. Dentre estes,

0s mais usados s&o os métodos “agar’ e “plasma- tromboplastina/trombina”®®.



20

1.2 METODO “PLASMA-TROMBOPLASTINA/TROMBINA”

1.2.1 Tipos de amostras citoldgicas

O meétodo “plasma-tromboplastina” tem sido descrito no preparo de
diferentes tipos de amostras citologicas: efusfes, lavado peritoneal, aspirados e
amostras em meio liquido. Na tabela 1, os estudos foram distribuidos de acordo

com o tipo, 0 numero e o volume de amostras.

Tabela 1.Distribuicdo dos estudos sobre 0 método “plasma-tromboplastina” de acordo com o tipo,
numero e volume das amostras.

Tipo Numero Volume  Estudos
EfusBes 29 - Fetsch et al. ( 2002)*
38 10- Kulkarni et al. (2009)**
20mL
25 50mL  Jing et al. (2013)*?
100 10mL  Shukla et al. (2015)*°
Lavado peritoneal 10 - Selvaggi (2003)**
Aspirado por agulha fina 32 - Kulkarni et al. (2009)**
Citologia em base liquida n&o 12 30mL  Nigro et al. (2007)*
ginecoldgica
Citologia em base liquida 125 50mL  Keyhani-Rofagha &
ginecoldgica Vesey-Shecket (2002)™

1.2.2 Descricédo da técnica

A técnica consiste na formacdo de coagulo adicionando plasma e
trombina/tromboplastina ao precipitado do centrifugado. O coagulo formado €, em
seguida, transferido para papel de filtro, acondicionado em cassete, fixado em
formalina a 4% (formol al0%)e submetido a processamento histolégico habitual
(Figura 1).



Sediment

Remove excess supernatant

Add plasma to sediment Add thrombin to sediment

Clot formation

10% formalin

‘

Clot to paraffin block

H&E

Cell block section

Figura 1. Método “plasma-tromboplastina”
Fonte: Jain e col. (2014).
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As amostras fixadas em alcool ou formalina devem ser lavadas com salina
ou PBS (do inglés, phosphate buffered saline) para evitar que o fixador dificulte a
formacdo do coagulo™®. A descricdo da técnica ndo foi realizada em alguns
estudos ou foi realizada apenas parcialmente e com variacfes entre eles com
relacdo a velocidade e tempo de centrifugacdo, quantidades de plasma, trombina
e tromboplastina (Tabela 2). O tempo para a formacdo do codgulo é de até 5
min*® e a formalina a 4% diluida em DH.0 é utilizada na fixacéo do coagulo™**3*°,
Até duas tentativas adicionais sucessivas sao relatadas para a formacdo do

coagulo™.

Tabela 2. Variacdes na técnica de preparo do coagulo com relagéo a velocidade e
tempo de centrifugacéo, quantidades de plasma, trombina/tromboplastina.

Velocidade de centrifugacdo 1200 rpm™, 1500 rpm™' 2320 rpm™**, 2500rpm™°

Tempo de centrifugacéo 10min*316 5 min 1215

Plasma 6 gotas'®, 2 gotas'™'®, 2,3 gotas'?, 2,3 gotas

<3mL do sedimento>4-10gotas™

Trombina 2,3 gotas*®, 1ou2 gotas <3mL de

sedimento>3ou4gotas™®

Tromboplastina 6 gotas™, 4 gotas'*,2 gotas™®

1.2.3 Comparagao com outros métodos de preparo de “Cell Block”

O “cell block” pode ser preparado de amostras sem sedimento, de
amostras com pequena ou grande quantidade de sedimento, assim como dos

residuos sélidos e coagulos naturais presentes na amostra®.

A sedimentacao simples é um método de preparo de amostras com grande
quantidade de sedimento, amplamente usado nos laboratorios de Anatomia
Patologica, pela facilidade de execugéo da técnica. Esta consiste em centrifugar a
amostra, transferir o sedimento para um papel com auxilio de uma espatula,
acondicionar em cassete, fixar em formol, submeter o sedimento a

47-49

processamento histoldégico habitual e inclusdo em parafina Contudo, o
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sedimento é friavel e durante o processamento h& perda e dilui¢cdo significativa de
células resultando em celularidade escassa nos cortes histologicos do “cell

block™®.

A maioria das amostras se apresenta sem ou com pequena quantidade de
sedimento, sendo o “cell block” delas preparado adicionando-se ao precipitado
substancias como agar, albumina, histogel e plasma com

10,22,28,45

tromboplastina/trombina Dentre estas, as mais usadas sdo agar e

“plasma-tromboplastina/trombina”*.

De uma forma geral, a desvantagem no
emprego destas técnicas € o maior tempo necessario para o preparo do “cell
block”; artefatos celulares relacionados ao aquecimento do agar e histogel

também sado descritos'>*°,

Nigro e col. (2007) observaram que o “cell block” de amostras em base
liguida preparada pelo método “plasma-tromboplastina” apresenta melhor
celularidade, melhor distribuicdo celular e melhores resultados da
imunocitoquimica quando comparado com “cell block” preparado pela
sedimentacdo simples, sedimentacéo com filtro invertido e técnica da albumina™®.
Kulkarni e col. (2009) concluiram também que o método “plasma-tromboplastina”
é uma técnica de execucdo facil quando comparada com o método “agar’*!. Os
estudos que comparam o método “plasma-tromboplastina” com outras técnicas de
preparo do “cell block”, usando diferentes tipos de amostra, sdo escassos e,
muitas vezes, com pequeno numero de amostras e isto dificulta uma concluséo

definitiva de suas vantagens sobre as outras técnicas.

O “cell block” pode, ainda, ser preparado de forma automatizada, mas 0s
equipamentos de alto custo utilizados inviabilizariam seu emprego na maioria dos
laboratérios®®™**. As principais vantagens deste método s&o a maior celularidade e
a rapidez no processamento que tem duracdo de menos de 60 minutos, enquanto

no “cell block” tradicional esse tempo é de aproximadamente 24 horas .
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1.2.4 Comparagao com citocentrifugado

Em amostras de efusfes (liquidos pleural, ascitico e pericardico) o “cell
block” preparado pelo método “plasma-tromboplastina” apresenta melhor custo-
beneficio quando comparado com o citocentrifugado e citologia em meio liquido,

principalmente quando se aplica a imunocitoquimica®.

O estudo imunocitoquimico no “cell block” apresenta como vantagens a
facilidade de interpretacdo, a menor coloracdo de fundo, permite a utilizacdo de
um maior numero de anticorpos e disponibilidade de arquivamento e uso em
estudos futuros®. Dentre as desvantagens, destaca-se o maior custo, a
necessidade de um tempo maior para execucao do método e, consequentemente,

um atraso no diagndstico™®.

Em amostras de lavados peritoneais, apesar de o “cell block” ndo ser
usado rotineiramente no laboratdrio, a vantagem em relacdo ao citocentrifugado
seria a presenca de fragmentos de tecido com aspectos histolégicos da lesdo e os
melhores resultados da imunocitoquimica'®*. Em amostras ginecoldgicas em base
liquida, o emprego do “cell block” preparado pelo método “plasma-
tromboplastina/trombina” proporcionaria um possivel aumento da sensibilidade e
especificidade, apesar de onerar o custo e o tempo de execucdo™.
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2. JUSTIFICATIVA

A sensibilidade e a especificidade baixas do exame citologico na pesquisa
de células neoplasicas de pacientes com cancer resultam, inevitavelmente, em
diagndsticos e tratamentos tardios, erros no estadiamento e progndéstico e uso de
técnicas diagndsticas invasivas. O uso associado do citocentrifugado com “cell
block” aumenta a deteccdo de cancer, a identificacdo dos respectivos sitios
primarios e tipos histoldgicos nas amostras citoldgicas *"*°. O método de preparo
do “cell block” ideal deve ser de execugao facil, custo baixo, qualidade satisfatoria
e aplichvel para a maioria de amostra citolégica. Apesar do “cell block” ser
considerado um método diagnostico de grande aplicabilidade na rotina
diagnéstica, os estudos sao escassos, com pequeno numero de amostras e ha
variacdo na descricdo dos diferentes métodos de preparo. Além disso, ndo esta
bem estabelecida a indicacdo de cada método de acordo com os diferentes tipos

e aspectos das amostras citologicas.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar a aplicabilidade do método “plasma-tromboplastina” no preparo de
“cell block” de amostras citologicas (liquido pleural, ascitico, liquido pericardico,
lavados peritoneal e broncoalveolar, liquor, urina e aspirados de lesdes cisticas)
no laboratério de Anatomia Patoldgica da Faculdade de Medicina da Universidade

de Brasilia.

3.2 Objetivos especificos

— Avaliar a aplicagdo do método “plasma-tromboplastina” de acordo com as

caracteristicas da amostra: tipo, aspecto e quantidade de sedimento.

— Avaliar a \viabilidade técnicamente do emprego método “plasma-

tromboplastina” na preparacao de “cell block” das amostras citoldgicas.

— Avaliar a quantidade, distribuicdo e preservacdo das células, a expresséo de
marcadores imunocitoquimicos no “cell block” preparado pelo método

“‘plasma-tromboplastina”.

— Verificar a concordancia entre o citocentrifugado e o “cell block” preparado

pelo método “plasma-tromboplastina” para a pesquisa de células neoplasicas.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 AMOSTRAS

4.1.1 Critérios de Inclusédo: O presente trabalho constituiu-se em um estudo no
qual foram analisadas amostras citolégicas (liquido pleural, ascitico, liquido
pericardico, lavados peritoneal e broncoalveolar, liquor, urina e aspirados de
lesbes cisticas) enviadas ao Laboratorio de Anatomia Patolégica, do Hospital
Universitario de Brasilia, nos anos de 2013 e 2014, acondicionadas em geladeira,

por um periodo de até 2 semanas.

4.1.2 Critérios de Exclusédo: Foram excluidas do estudo as amostras de
pacientes menores do que 18 anos, indigenas, incapazes, e casos de negativa na

participacéo do estudo.

O projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa —
CEP-FM (768.140), conforme anexo A (pag 60).

4.2 CITOCENTRIFUGADO
Indicacéo: todas as amostras
Material:

— Papel de filtro

— Micropipetas

— Ponteiras

— Alcool 99%

Etapas da técnica:

— Pipetar 1 mL da amostra no citofunil, previamente acoplado ao citoclipe e a
lamina e ao papel absorvente.

— Centrifugar a 2000 rpm por 2 minutos centrifuga modelo “Cytopro®
cytocentrifuge - Rotor / AC-160"

— Retirar o conjunto e desacoplar a lamina.

— Fixar a lamina em &lcool 99% imediatamente.

— Coloracédo: método de Papanicolaou.
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Observacoes:
Nesta técnica, as células em suspensdo se depositam na lamina de vidro,

perfazendo um diametro de 5 mm, enquanto o meio de suspensdo é absorvido

por papel absorvente proprio.

4.3 “CELL BLOCK”

4.3.1 Método “plasma-tromboplastina”

Indicacdo: Amostras sem ou com pequena quantidade de sedimento e amostra

com sedimento de sangue (sem anticoagulante).

Material:

Plasma humano

Tromboplastina (NEOPLASTINE r Cl PLUS 5)

Tubo de propileno/polietileno de fundo cbnico de coluna de 15mL.
Micropipetas

Ponteiras

Pipeta de Pasteur descartavel

Pinca serrilhada

Cassete

Papel manteiga e tesoura

Formalina a 4% (formol a10%)

Etapas da técnica:

Retirar o plasma para descongelar.

Centrifugar a amostra por 5 minutos a 1500 rpm

Desprezar o sobrenadante com a pipeta

Adicionar 50uL de plasma no precipitado e homogeneizar

Adicionar 50uL de tromboplastina e homogeneizar por cerca de 1 minuto
Deixar o coagulo se formar em até 2 minutos

Quando o coagulo nao se formar, repetir a técnica ou usar o método “agar”
Apo6s a formacdo do coagulo, adicionar 2mL de formalina a 4% para
promover o deslocamento do coagulo do fundo do frasco e fixacdo da

amostra.
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Retirar o coagulo do frasco, envolver em papel manteiga e colocar em
cassete para processamento histologico habitual e coloracdo pela

Hematoxilina-eosina (HE).

Observacoes:

4.3.2

Se a amostra foi fixada com o alcool ou enviada ao laboratdrio com
anticoagulante, o sedimento deve ser lavado em pelo menos duas
tentativas adicionais sucessivas, com uma solucéo salina ou PBS, uma vez
gue estas substancias inibem a coagulacdo com plasma e tromboplastina.
Preparo PBS 10X (1L)

o NacCl (137mM) — 80g

o KCI(2,7mM) - 2g

o NayHPO, {fosfato de sddio dibasico} —14,4g

o KHyPO, (2mM) {fosfato de potadssio monobasico} — 2,49

o DH,0O - 800mL

o Ajustar o pH para 7,4 com HCI

o Completar o volume para 1L e Autoclavar.
Nas amostras incolores, recomenda-se colocar eosina no coagulo antes do
processamento histolégico para facilitar a visualizacdo no momento da
inclusdo em parafina.
O plasma usado na técnica foi obtido no Centro de Patologia Clinica do
Hospital Universitario de Brasilia/UnB, no laboratério de hematologia,
distribuido em micro tubulos tipo “eppendorfs” e preservado no congelador
por até 3 meses. Alguns minutos antes do uso, o plasma era mantido em

temperatura ambiente até se tornar liquido.

Método “agar”

Indicacdo: Amostras com grande quantidade de sedimento.

Material:

Agar (Agar bacteriol6gico- Himedia)
Tubo Falcon de 15mL.
Micropipetas

Ponteiras

Pipeta de Pasteur descartavel
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— Pinca serrilhada

— Cassete

— Papel manteiga e tesoura

— Formalina a 4% (formol a10%)

Técnica:

— Preparo do Agar: 1% a 5% (dissolver 1 a 5g de agar bacteriano em 100 mL
de agua fervente)

— Centrifugar a amostra por 5 minutos a 1500 rpm

— Desprezar o sobrenadante com a pipeta

— Adicionar de 200uL a 500ul de &agar no precipitado (de acordo com a
guantidade de sedimento) e homogeneizar por cerca de 1 minuto.

— Apos a formacao do gel, acrescentar 2mL de formalina a 4% no frasco para
promover o deslocamento do gel do fundo do frasco e fixacdo da amostra.

— Remover o gel do frasco e colocar em cassete para processamento

histoldgico habitual e coloracéo pela Hematoxilina-eosina (HE).

Observacoes:

— O agar dissolvido deve ser colocado em frascos de vidro estéreis com uma
tampa de rosca. A tampa do frasco deve ser fechada frouxamente até
resfriamento e endurecimento, sendo em seguida, completamente fechada
hermeticamente e o frasco armazenado em uma geladeira. Quando for
usar, derreter o agar em um banho maria a 60 °C ou micro-ondas.

— Descartar o agar nédo utilizado no final do dia.

4.3.4 Imunocitoquimica

As reagOes imunocitoquimicas foram realizadas em centrifugados
previamentes emblocados. Foram empregados anticorpos habitualmente usados
na rotina (Apéndice A). O método utilizado para amplificagdo da reacéo foi o da
Estreptoavidina-Biotina-Peroxidase (LSAB) e sua revelagcdo foi realizada com
utiizacdo do 3-4, Diaminobenzidina (DAB). O protocolo da reacao

imunocitoquimica foi realizada seguindo as seguintes etapas:
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Material:

Lamianas silalizadas com o corte a 4 ou o citocentrifugado
Tampao citrato (10mM - pH6,0) + tween
Cubas proéprias e bercos resistentes a temperaturas e a solventes
Vaporizador
Agua destilada e agua corrente
Peréxido de hidrogénio
Tampao TBS (Tris buffered Saline) com e sem tween
o Preparo das solucdes:
o Tris 0,2M
= Trizma — 24,229
= DH,0 -1000mL

o HCIN/10

= HCIl-8,5mL

= DH,0 -1000mL
o TrispH7,3

* Tris 0,2M — 125mL
= HCI N/10 — 225mL
= DH,0 - 150mL
o TBS (solugéo de uso) conservar na geladeira
= Tris pH 7,3 — 500mL
» DH,O-4,5L
» Cloreto de sodio — 38,259
= Ajustar o pH para 7,3 com HCI
o TBS para Lavagem de laminas
» TBS (solugéo de uso) — 500mL
= Tween 20 — 500mL

Papel toalha
Céamara umida
Micropipetas
Ponteiras

Microtubos
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Albumina bovina a 1% para diluicdo do anti corpo primario
Céamara umida

Geladeira

anticorpo primario (Apéndice A) e anticorpo secundario (kit LSAB)
cromogénico 3-4,diaminobenzidina (Kit DAB)

Hematoxilina de Harris

Alcoois 70%, 80%, 95% e dois a 99,5%

Xileno (xilol)

Meio de montagem permanente

Laminulas

Técnica:

Recuperacédo antigénica: Realizada com de tampao citrato (10mM - pH6,0)
+ tween em vaporizador (Steamer) entre 96 a 99°C, por 20 min, com as
laminas submersas neste tampao.

Resfriamento a temperatura ambiente, com as laminas ainda imersas no
tampdo citrato por cerca de 20min ou até o tampéo estiver na temperatura
de 50 °C.

Lavagem das laminas em agua destilada em cinco banhos.

Bloqueio da peroxidase enddgena: com peroxido de hidrogénio + DH,O na
propor¢cdo de 26mL de H,O, para 230mL de DH,O — 2 banhos de 15
minutos cada.

Lavagens em agua destilada em trés banhos.

Imersdo em tampdo TBS (Tris buffered Saline) + tween, e remocao do
excesso de TBS + tween nas laminas com papel toalha para serem
submetidas a imunocoloragéo.

Incubacdo das laminas contendo as amostras com 0 anticorpo primario
(Apéndice A) em camara umida “overnight” (18 horas) sob refrigeracéao (2-8
°C).

Lavagem das laminas com TBS + tween a fim de retirar o excedente de
anticorpo do material em 3 banhos de 3min minutos cada, retirar o excesso

de TBS + tween com papel toalha.
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— Incubacdo com o anticorpo secundario biotinilado (“kit” LSAB, Dako
Cytomation) em camara Uumida a temperatura ambiente (ar condicionado
18 a 22 °C.

— Lavagem das laminas com TBS + tween em 3 banhos de 5 minutos cada,
retirar o excesso de TBS + tween com papel toalha.

— Incubacdo com o complexo streptavidina-peroxidase (kit LSAB, Dako
Cytomation) em camara umida a temperatura ambiente (ar condicionado
18 a 22 °C) durante 30 minutos.

— Lavagem das laminas com TBS + tween em 3 banhos de 5 minutos cada,
retirar o excesso de TBS + tween com papel toalha.

— Revelacdo: a imunocoloracdo foi desenvolvida pela adicdo de substrato
cromogénico 3-4,diaminobenzidina (DAB) (100mg%) com tampao de
diluicéo.

— Lavagem em agua destilada.

— Contra coloragdo com Hematoxilina de Hatrris.

— Lavagens em agua corrente.

— Desidratagdo em banhos de alcoois (5 banhos).

— Diafanizagdo em banhos de xileno (xilol) (4 banhos).

— Montagem com meio de montagem permanente (Entellan, Merck,

Alemanha) e laminula.

4.4 Andlise estatistica

Coeficiente Kappa foi utilizado para a avaliacdo do grau de concordancia
entre o diagndstico do “cell block” e o diagnéstico do citocentrifugado:0,01-0,20
concordancia discreta, 0.21- 0,40 concordancia fraca, 0,41-0,60 concordancia
moderada, 0,61-0,80 concordancia substancial e 0,81-,99 concordancia quase

perfeita.
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5 RESULTADOS

5.1 AMOSTRAS

Foi utilizado um total de 299 amostras citolégicas distribuido nos seguintes
tipos: liquido pleural, n=70; liquido peritoneal ou ascitico n=64; liquido pericardico
n=3; lavado peritoneal=70; lavado broncoalveolar, n=58; liquor, n=19; urina, n=1 e
aspirados, n=14. Os diagndsticos dos pacientes de acordo com o tipo de amostra
estdo dispostos no Apéndice B. O volume das amostras utilizado no preparo do
“cell block” variou de 2 a 50 mL. Os maiores volumes enviados para o laboratério

foram de amostras de liquido pleural e peritoneal e os menores de liquor.

O aspecto das amostras apresentou uma variagdo com relacao densidade
e coloracdo (aquosa, amarelo-citrino, quilosa, purulento, acastanhada,
hemorragica, etc.). Todas as amostras de liquor apresentaram um aspecto
aguoso. As de lavado broncoalveolar também se apresentaram aguosas, mas
com quantidades variaveis de sangue e muco. As de lavado peritoneal
frequentemente se apresentaram opacas e acastanhadas. As de liquido pleural,
peritoneal e pericardico apresentaram diferentes aspectos com graus variaveis de
sangue (Figura 2). Outras amostras ainda apresentaram residuos sélidos e

coagulos naturais antes ou depois da centrifugacao (seta, Figura 2).
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Figura 2. Diferentes aspectos e tipos das amostras. (A) amarelo citrino, liquido ascitico. (B)
purulento, liquido de cisto muscular. (C) hemorragico, liquido ascitico. (D) opaco e acastanhado,
lavado peritoneal. (E) aquoso com muco, sangue e codgulo “natural” (na seta), lavado
broncoalveolar. (F) aquoso (liquor).
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ApGs a centrifugagéo, as amostras foram divididas em: sem sedimento,

com pequena ou com grande quantidade de sedimento (Figura 3).
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Figura 3. Amostras sem (A), com pequena (B) e com grande quantidade de sedimento (C) apds a
centrifugacéo.

5.2 METODO “PLASMA-TROMBOPLASTINA”
O método “plasma-tromboplastina” para preparo do “cell block” foi
aplicavel, tecnicamente, apenas nas amostras sem sedimento ou com pequena

quantidade de sedimento e amostra com sedimento de sangue (Figura 4).
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Figura 4. Amostra de liquido ascitico antes da centrifugacéo (A) coagulo preparado pelo método
‘plasma-tromboplastina” em formalina a 4% (B) e no cassete (C) antes do processamento

histolégico.



36

As amostras com grande quantidade de sedimento e com anticoagulante
foram preparadas pelo método “agar” (Tabela 3). O método “plasma-
tromboplastina” foi aplicado em 88,3% (264/299) das amostras: 94,3% (66/70) de
liquido pleural; 95,3% (61/64) de liquido peritoneal ou ascitico; 100% (3/3) de
liquido pericéardico; 67,1% (47/70) de lavado peritoneal; 94,8% (55/58) de lavado
broncoalveolar; 100% (19/19) de liquor e na amostra de urina; 85,7% (12/14) de

aspirados.

Tabela 3. Distribuicdo dos tipos de amostras de acordo com o método de preparo do “cell block”

Tipos de amostras

Método o o o Total
Liquido Liquido  Liquido  Lavado Lavado Liquor Urina Aspirado

pleural  ascitico pericardico peritoneal broncoalveolar

Plasma-
tromboplastina 66 61 3 47 55 19 1 12 264
Agar 4 3 0 23 3 0 0 2 35

Total 70 64 3 70 58 19 1 14 299
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Microscopicamente, foram observadas celularidade e distribuicdo celular
adequadas com preservacdo da morfologia dos agrupamentos e das células
(Figura 5A e 5B). Fragmentos de tecido com manutencdo da arquitetura
histolégica foram identificados em amostras de liquidos e lavados (Figura 5C).
Contaminacdo fungica e artefatos de degeneracdo/morte celular foram
observados em amostras com maior intervalo de tempo entre coleta e preparo do
“cell block” (Figura 5D).

‘plasma-tromboplastina”, HE.
(A) agrupamentos celulares de adenocarcinoma numerosos e bem distribuidos (40X). (B) atipias
nucleares em células dispostas em agrupamentos glandulares (200X). (C) Fragmentos de tecido
com carcinoma epidermoide (100X). (D) Estruturas fungicas (seta) e células degeneradas (cabeca
da seta) (200X).
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Nas amostras com sedimento com grande quantidade de sangue, apos a
centrifugacéo formou-se, em algumas delas, um halo esbranquicado acima da
camada de hemacias com celularidade elevada constituida por leucocitos, células

mesoteliais e células epiteliais malignas (Figura 6).

o AT

Figura 6. Amostra hemorragica antes da centrifugacéo (A), apés a centrifugacéo (B) e ap6s a
retirada do sobrenadante (C) com halo (seta) e camada de hemacias abaixo do halo (asterisco). (D)
(E) e (F) cortes histolégicos do “cell block” preparado pelo método “plasma-tromboplastina’, HE
(100X): (D) halo; (E) camada de hemacias e (F) precipitado.
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Residuos solidos e coagulos naturais encontrados foram separados para
inclusdo e, geralmente, apresentaram maior celularidade que o coagulo formado

pelo método “plasma-tromboplastina” da mesma amostra (Figura 7).
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Figura 7. Coagulo “natural” em amostra de liquido pleural (A) coagulo no frasco (seta) e (B) coagulo
no cassete). (C) e (D) cortes histoldgicos do “cell block” preparado pelo método “plasma-
tromboplastina”, HE (100X): (C) coagulo “natural” com numerosos agrupamentos glandulares de
adenocarcinoma; (D) coagulo preparado pelo método “plasma-tromboplastina” com escassos
agrupamentos glandulares de adenocarcinoma.
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O padrédo de marcacgdo imunocitoquimica foi semelhante ao geralmente

observado em citocentrifugados (Figura 8)

Figura 8. (A) e (B) imunocitoquimica, expressdo de MOC-31, 200X. Agrupamentos de
adenocarcinoma com células coradas em marrom no citoplasma e membrana. (A) amostra fixada
com formol. (B) amostra fixada com élcool. (C) e (D) imunocitoquimica, expressao de receptor de
estrégeno, 200X. Agrupamentos de adenocarcinoma com células coradas em marrom no ndcleo.
(C) amostra fixada com formol. (D) amostra fixada com élcool. (E) e (F) imunocitoquimica,
expressao de ki67, 200X. Agrupamentos de adenocarcinoma com células coradas em marrom no
nucleo. (E) amostra fixada com formol. (F) amostra fixada com alcool.
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5.3 METODO “AGAR”

O método “agar” para preparo do “cell block” foi usado em amostras com
grande quantidade de sedimento e com anticoagulante, sendo que 11,7%
(35/299) do total das amostras: 5,7% (4/70) das amostras de liquido pleural; 4,7%
(3/64) das amostras de liquido peritoneal ou ascitico; 0% (0/3) das amostras de
liquido pericardico; 32,9% (23/70) das amostras de lavado peritoneal; 5,2% (3/58)
das amostras de lavado brénquico, 0% (0/19) das amostras de liquor, nenhuma
amostra urina e 14,3% (2/14) das amostras de aspirados. Na figura 9, amostra de
lavado peritoneal antes e depois da centrifugacdo e do codgulo antes e apos o

processamento.

A

Figura 9. Amostra de lavado peritoneal com grande quantidade de sedimento antes (A) e ap6s (B) a
centrifugagéo. Gel formado pelo método “4gar” em formalina (C) e no cassete antes (D) e apos (E) 0
processamento histoldgico.
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Celularidade, distribuicdo celular e preservacdo da morfologia da célula
adequadas foram observadas nas amostras preparadas pelo método “agar”
(Figura 10). A coloracado HE apresentou uma intensidade mais fraca nas amostras

preparadas por este método.

Figura 10. Cortes histolégicos de “cell block” preparados pelo método “agar”, HE (coloragéo com
intensidade fraca). (A) agrupamentos celulares de adenocarcinoma numerosos e bem distribuidos
(40X). (B) agrupamentos glandulares de adenocarcinoma com atipias celulares e corpo de
psammoma (seta) (100X).
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O padrédo de marcacgdo imunocitoquimica foi semelhante ao geralmente

observado em citocentrifugados (Figura 11).

®

T B

A . g ’
Figura 11. Imunocitoquimica, expressdo de MOC-31 (A) e Ki67 (B), 200X. (A) agrupamentos de
adenocarcinoma com células coradas em marrom no citoplasma e membrana (amostra fixada com
formalina). (B) agrupamentos de adenocarcinoma com células coradas em marrom no nucleo
(amostra fixada com formalina).

Concordancia (positivo e negativo para malignidade) entre o diagndstico
do “cell block” e o diagnédstico do citocentrifugado foi observada em 96,9%
(290/299), kappa =0,88.

Tabela 4. Frequéncia de resultados concordantes e discordantes entre citocentrifugado e “cell block” nas
amostras preparadas pelo método “plasma-tromboplastina” e “agar”.

“Cell block”
Citocentrifugado — - Total
Positivo Negativo
Positivo 43 ) 45
Negativo 7 247 254

Total 50 249 299




44

6 DISCUSSAO

O “cell block” € um método complementar ao citocentrifugado na analise de
amostras citologicas enviadas para o laboratorio de Anatomia Patoldgica para
pesquisa de células neoplésicas. Este estudo foi avaliar a aplicabilidade do
método “plasma-tromboplastina” no preparo do “cell block” considerando, as
caracteristicas da amostra, a viabilidade técnica e financeira e, principalmente, a
qualidade e a concordancia dos resultados quando se compara com O

citocentrifugado.

6.1 Caracteristicas da amostra

As amostras citologicas, mais frequentemente enviadas para o laboratoério
de Anatomia Patolégica, nas quais o método “plasma-tromboplastina” é
potencialmente aplicavel sdo as efusdes (liquido pleural, ascitico e pericardico),
lavados (peritoneal e broncoalveolar), liquor, aspirados de lesdes cisticas, urina e
amostras citolégicas em meio liquido. Este método ja foi descrito em amostras de

efusdes'™*®  lavado peritoneal™,

aspirados™ e em amostras em meio
liquido'®*®. A aplicacdo deste método em amostras de lavado broncoalveolar,
liquor e urina ndo foi encontrada. No presente estudo foram usadas amostras de
efusbes (liquido pleural, ascitico e pericardico), lavados (peritoneal e
broncoalveolar), liquor, urina e aspirados. Dentre as limitacbes deste estudo
destaca-se a ndo obtencdo de amostras de citologia em meio liquido e a
aplicacdo do método em um nimero pequeno de amostras de urina e de aspirado

de lesdes cisticas.

O aspecto das amostras foi variavel com relacdo a densidade (sem, com
pequena ou grande quantidade de sedimento) e coloracdo (aquosa, amarelo-
citrino, esverdeada, acastanhada, hemorragica, etc.), sendo as amostras
hemorragicas as mais propensas a formacdo de codgulo. A caracteristica da
amostra mais importante na determinacdo da aplicabilidade da técnica foi a
quantidade de sedimento/precipitado. O método “plasma-tromboplastina” para
preparo do “cell block” demonstrou-se aplicavel principalmente nas amostras sem
sedimento ou com pequena quantidade de sedimento identificado, antes e/ou
depois da centrifugacdo. As amostras de lavado peritoneal foram as que
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apresentaram com maior frequéncia grande quantidade de sedimento. As de
liquor, geralmente, teve o aspecto aquoso e todas se apresentaram sem
sedimento. Com isso, pode-se dizer que o método € aplicavel em todas as
amostras deste tipo. Uma caracteristica importante de algumas amostras foi a
presenca de residuos solidos e coagulos naturais que foram incluidos
separadamente. Estes coagulos naturais, geralmente, apresentaram maior

celularidade que o coagulo formado pelo método “plasma-tromboplastina”.

Portanto, com relacdo as caracteristicas da amostra, a principio, o método
‘plasma-tromboplastina” € aplicavel em qualquer tipo de amostra citoldgica,
principalmente naquelas com aspecto hemorragico, sem ou com pequena

guantidade de sedimento.

6.2 Viabilidade técnica do método “plasma-tromboplastina”

O método “plasma-tromboplastina” consiste, basicamente, em centrifugar a
amostra, desprezar o sobrenadante, inserir plasma e tromboplastina no frasco e
misturar com o precipitado do centrifugado, possibilitando a formacdo de um
coagulo que contém células da amostra e que pode ser incluido em parafina. Séo
descritas na literatura até duas tentativas adicionais sucessivas para a formacao
do coagulo. Um dos fatores que podem dificultar a formacdo do coagulo é a

prévia fixacdo da amostra com alcool ou formalina e uso de anticoagulantes™?.

Nestas situacbes citadas anteriormente, ha indicacdo de lavagem com
solugdo salina ou PBS antes de adicionar o plasma e a tromboplastina. No
presente estudo, tentou-se aplicar o método em amostras com anticoagulantes e
fixadas em alcool sem a lavagem. Nas amostras com anticoagulante, foi
necessaria mais de uma tentativa para a formacdo de coagulo e as amostras
fixadas com alcool apresentaram um precipitado apds a centrifugacdo, que
dificultou a formacgéo do coagulo. Portanto, a amostra ideal para a aplicacao do
método “plasma-tromboplastina” n&do deve ser submetida a fixacdo e

anticoagulacao.

O volume da amostra usado para o preparo do “cell block” variou de 2 a

50mL. Os menores volumes disponiveis foram das amostras de liquor. A técnica
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ndo € descrita ou € descrita apenas parcialmente em estudos prévios e com
variacbes entre eles com relagdo a velocidade e tempo de centrifugacao,

quantidades de plasma trombina e tromboplastina®*°.

No presente estudo, padronizou-se centrifugar as amostras por 5 minutos a
1500 rpm e usar 50pL de “plasma-tromboplastina”. Com relagédo ao volume foram
testados de 30 a 300 pL de “plasma-tromboplastina” e optou-se por um volume
pequeno (50 uL) visando a maior concentracdo de células. Contudo, este volume
pode ser definido de acordo com a celularidade da amostra observada no

citocentrifugado e quantidade de sedimento.

Para amostras de liquor, devido a celularidade baixa, o ideal seria optar
pelo menor volume possivel, mas observamos que volumes menores que 50 pL
resultavam em coagulos de dificil manuseio, principalmente apdés o
processamento. Volumes maiores (50 a 300uL) de plasma e tromboplastina
foram testados para se conseguir obter formacao do coagulo nas amostras com
grande quantidade de sedimento. Contudo, na maioria das vezes, mesmo com

volumes maiores, varias tentativas foram necessarias.

A perda celular consequente as sucessivas tentativas e maior diluicdo do
precipitado resultou em celularidade escassa. A maioria das amostras com
grande sedimento foi do tipo lavado peritoneal, a qual, geralmente, ja apresentam
celularidade baixa no citocentrifugado e no “cell block”, o que contribuiu ainda
mais para a escassez de células. Devido a essa dificuldade na execuc¢édo, maior
tempo de preparo e qualidade menor dos resultados optou-se pelo método do
agar para as amostras com essa caracteristica. O tempo para a formacao do
coagulo descrito em estudo prévio foi de até 5 min, mas no presente estudo a
formacdo do coagulo foi observada até 5 min e notou se que quando o coagulo

nao se formava em até 2 minutos, uma nova tentativa seria necessaria®®.

A formalina foi o fixador usado em estudos prévios**3*

e no presente
estudo. A fixagdo em alcool foi testada e provocou fragmentagdo do coagulo em

algumas amostras.

A presenca de muco, observada principalmente nas amostras de lavado

broncoalveolar, dificultou a aplicacdo da técnica. O muco precipitado no fundo do
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frasco apods a centrifugacdo impedia a formacdo do coagulo. Portanto, a retirada
do muco antes da centrifugagéo é recomendada.

Um aspecto interessante, observado nas amostras hemorragicas, foi a
formacdo, apos a centrifugacdo, de um halo esbranquicado acima da camada de
hemacias. Leucocitos, células mesoteliais, células epiteliais malignas foram
encontradas neste halo o que sugere que ele ndo deve ser desprezado junto com

a camada de hemacias.

O custo adicional e especifico do emprego do método “plasma-
tromboplastina” se refere a aquisicdo da tromboplastina (cerca de 25 centavos,
por exame), jA que o plasma pode ser adquirido gratuitamente no setor de
Hematologia do Hospital. Os equipamentos e outros materiais de consumo
empregados na técnica sdo usualmente utilizados no processamento das
amostras de bidpsias e, portanto, presentes em qualquer laboratério de Anatomia
Patoldgica.

Em resumo, com relacdo a viabilidade técnica e financeira do método
“plasma-tromboplastina”, trata-se de um método de preparo de “cell block” de
execucao facil e rapida e de baixo custo, aplicavel em laboratérios publicos e

privados de Anatomia Patoldgica.

6.3 Qualidade dos resultados das amostras preparadas pelo método

“plasma-tromboplastina”

A qualidade dos preparados citologicos (citocentrifugado e “cell block”)
depende do numero, arranjo, distribuicio e preservacdo das ceélulas. Os
resultados das amostras preparadas pelo método “plasma-tromboplastina” foram
satisfatérios quando se analisou comparativamente com o0s resultados do

citocentifugado.

As células do precipitado ficaram diluidas na estrutura tridimensional do
coagulo, mas ndao houve comprometimento da celularidade porque o volume de
amostra usado no preparo do “cell block” (2-50mL) foi sempre maior que volume o
do citocentrifugado (1mL). Contudo, nas amostras de liquor, o volume disponivel

para o preparo do “cell block” foi pequeno (maximo de 2mL). Por isso, as células,
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que geralmente ja sdo escassas neste tipo de amostra, se diluem no codgulo e
varios cortes foram necessarios em alguns casos para se detectar a célula

neoplasica.

Os arranjos das células foram similares aos observados em
citocentrifugados. A presenca de ocasionais fragmentos de tecido, possibilitando
a avaliacdo da arquitetura, foi, em algumas amostras, importante na concluséo
diagnoéstica. A homogeneizacéo do plasma e da tromboplastina com o precipitado,
por cerca de 1 minuto, contribuiu para a distribuicdo das células em toda a

extensdo do coagulo e sem sobreposicgéo.

As amostras preparadas varios dias apos a coleta apresentaram artefatos
de degeneracdo e morte celular similarmente ao que ocorre nos citocentrifugados.
Contaminacdo fungica foi observada em algumas amostras e também esteve

associada ao maior intervalo de tempo entre a coleta e o preparo do “cell block”.

A expressdo de marcadores imunocitoquimicos, usualmente utilizados na
rotina diagndstica, foi analisada e os resultados similares aos observados no

citocentrifugado.

A fixacdo com alcool, usada em citocentrifugados e em alguns tipos de “cell
block”, tem como vantagem a preservacdo dos detalhes celulares e os &cidos
nucleicos*. Contudo, com este tipo de fixacdo, alguns autores obtiveram
resultados da imunocitoquima inconsistentes, com comprometimento da
expressdo de marcadores para receptores nucleares®. No presente estudo, 0s
resultados da imunocitoquimica realizados em citocentrifugados e em “cell block”
fixado em alcool foram consistentes. Por tanto, testes em maior nimero de

amostras seriam necessarios para uma conclusao definitiva.

A presenca de sedimento rico em proteinas causa reagdes inespecificas na
imunocitoquimica dificultando a interpretacdo nos preparados citoldgicos
(citocentrifugados, citologia em meio liquido e “cell block”)*®. Em concordancia
com estudos prévios, observou-se neste estudo que o uso do “cell block”
preparado pelo método “plasma-tromboplastina” associado ao citocentrifugado

aumenta potencialmente a especificidade e, consequentemente, diminui o0s
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resultados falso-positivos na imunocitoquimica decorrentes de possiveis reacdes

inespecificas 3%,

Concluindo, a presenca de fragmentos de tecido e a facilidade na
interpretagdo morfolégica e imunocitoquimica podem ser consideradas as
principais vantagens do “cell block” preparado pelo método “plasma-

tromboplastina” em relacdo ao citocentrifugado.

6.4 Concordancia entre o “cell block” preparado pelo método “plasma-
tromboplastina” e o citocentrifugado para a pesquisa de células
neoplésicas.

A concordancia entre os resultados do “cell block” e do citocentrifugado foi
significativa (Kappa= 0,88). Em sete amostras o diagndstico de malignidade foi
obtido apenas no “cell block”. A presenca de fragmentos de tecido com
preservacao da arquitetura e o volume maior usado da amostra contribuiu para a

definigao diagnéstica do “cell block”.

Pode-se concluir, portanto, que a concordancia elevada entre o
citocentrifugado e o “cell block” preparado pelo método “plasma-tromboplastina”
para o diagndstico de cancer e, principalmente, a deteccdo de cancer apenas no
“cell block” em algumas amostras sugere que o método pode diminuir oS

resultados falsos-negativos do citocentrifugado.

6.5 Aplicacdo do método “agar”

(194

O método “agar” foi aplicado em amostras com sedimento abundante, que
geralmente é friavel, rico em proteinas e de baixa celularidade. Similarmente ao
meétodo “plasma-tromboplastina”, o0 método “agar” é mais indicado para amostras
com pequena quantidade de sedimento. A técnica consiste em adicionar ao
precipitado uma solugdo aquecida de agar, homogeneizar até a formacédo de um
gel (abaixo de 50 °C). A concentracdo e o volume de agar usado no preparo do
“cell block” sdo variaveis na literatura. Kersten e col. (2000) utilizaram 1mL de

agarose a 2%°2. Choi e col. (2014) usaram 50 a 100pL, de acordo com a
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quantidade de sedimento, de agarose a 3% do tipo padréo e do tipo “ultra-low
24

gelling temperature” (ULGT)
No presente estudo, concentracdes de 1 a 5% de agar foram testadas e
observou-se que quanto maior a concentracdo maior a dificuldade de
homogeneizacdo do agar com o precipitado e concluiu-se que o 4gar a 1% seria o
mais adequado para execucdo da técnica. O volume da solucédo de &gar usado
variou de 200 a 500 pL, de acordo com a quantidade de sedimento. Optou-se pelo
menor volume possivel para obtencédo de maior concentracdo das células no “cell
block”, principalmente porque a maioria das amostras era do tipo lavado
peritoneal que, geralmente, apresenta celularidade baixa no citocentrifugado.

A técnica apresenta uma relacdo de custo-efetividade satisfatéria®*?°. O

custo adicional e especifico do emprego do método se refere a aquisicao do agar
bacteriol6gico. Os equipamentos e outros materiais de consumo empregados na
técnica sdo usualmente utilizados no processamento das amostras de biopsias e,

portanto, presentes em qualquer laboratério de Anatomia Patoldgica.

A principal desvantagem no emprego do agar no preparo do “cell block” é a
dificuldade na manutencdo da solugdo aquecida (50-60°) para evitar a sua
solidificacdo até que a homogeneizacdo com o precipitado seja concluida. No
meétodo “agar” modificado por Choi e col. 2014, dois tipos de agarose foram
usados em cada amostra: primeiro a tipo ULGT, que nao solidifica a temperatura
ambiente e facilita a homogeneizacdo e, em seguida, a agarose padrdo?. A
modificacdo proposta neste estudo prévio, apesar de melhorar a distribuicao
celular e, consequentemente a qualidade dos resultados, aumenta o tempo e

custo da execucao.

A distribuicdo e a morfologia dos agrupamentos e das células foram
adequadas no presente estudo. Jain e col. (2014) destacaram possiveis artefatos
técnicos relacionados ao aquecimento: grandes vacuolos citoplasmaticos,

citoplasma denso e retracdo celular®.

No presente estudo, as amostras com grande quantidade de sedimento

geralmente sdo ricas em proteinas as quais causam reac¢des inespecificas na
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imunocitoquimica dificultando a interpretacdo nos preparados citolégicos. Os

resultados da imunocitoquimica foram satisfatérios.

6.6 Perspectivas

Além da sua aplicacdo na rotina diagnostica para pesquisa de cancer em
laboratorios de Anatomia patologica, o método “plasma-tromboplastina” tém sido
recentemente descrito em estudos experimentais para formagéao de “cell block” de
células cultivadas em aderéncia e em suspensao. O “cell block” formado é
subsequentemente usado para a construcdo tissue micro arrays (TMA) e analise

citologica e imunocitoquimica das linhagens celulares.
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CONCLUSOES

O método “plasma-tromboplastina” se aplica em amostras de liquido
pleural, peritoneal e pericardico, lavados peritoneal e broncoalveolar e
liquor, principalmente em amostras sem sedimento ou com peguena
quantidade de sedimento e em amostra com sedimento de sangue. O
método “4gar”’ pode ser empregado como uma alternativa para amostras
com mais sedimento e com anticoagulante.

O método “plasma-tromboplastina” se aplica na rotina diagnéstica do
laboratério de Anatomia Patolégica por ser um método é tecnicamente
viavel.

Foram observadas nas amostras preparadas pelo método “plasma-
tromboplastina” celularidade e distribuicdo celular adequadas com
preservacdo da morfologia dos agrupamentos e das células. O padrédo de
marcacdo imunocitoquimica foi semelhante ao observado em
citocentrifugados. A presenca de fragmentos de tecido e a facilidade na
interpretagdo morfologica e imunocitoquimica podem ser consideradas as
principais vantagens do “cell block” preparado pelo método “plasma-
tromboplastina” em relacéo ao citocentrifugado.

A concordancia elevada entre o citocentrifugado e o “cell block” preparado
pelo método “plasma-tromboplastina” para o diagndstico de céancer e,
principalmente, a detec¢cdo de cancer apenas no “cell block” em algumas
amostras sugere que o metodo pode diminuir os resultados falsos-

negativos do citocentrifugado.
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APENDICE A

Anticorpos primarios usados na imunocitoquimica e seus respectivos, clones, diluicdes, controles e

padrdes de marcacao.

Anticorpo Marca Anti-Corpo Clone Diluicéo Controle

Anti-Célula Mesotelial CELL MARQUE HBME-1 1:50 Carcinoma papilifero
(tireoide)

Calretinin DAKO DAK-Calret 1 1:50 Carcinoma de adrenal

CD68 BIOCARE KP1 1:100 Amigdala

CDx2 Abcam AMT28 1:50 Carcinoma de colon

Chromogranin A DAKO DAK-A3 1:50 Tumor endécrino

Cytokeratin (PANCK) DAKO AE1/AE3 1:50 Epitélio

DESMINA DAKO D33 1:80 Hemorroidas

Epithelial Related Atigen DAKO MOC-31 1:100 Mucosa intestinal

Estrogen Receptor LEICA/ NOVOCASTRA | 6F11 1:100 Mama

IMP3 DAKO 69.1 1:500 Carcinoma gastrico

K167 BIOCARE SP6 1:50 Amidala

Melan-A DAKO A103 1:25 Pele

Receptor Estrogen DAKO 6F11 1:50 Mama

Wilms’ Tumor 1 (WT1) DAKO 6F-H2 1:300 Rim




APENDICE B

Diagnosticos histopatolégicos e clinicos, obtidos dos prontuéarios dos pacientes, de acordo com o tipo de amostra

DIAGNOTICO Liquido | Liquido Liquido Lavado Lavado Liquor | Urina | aspirado

pleural | ascitico | pericardico | broncoalveolar | peritoneal

Adenocarcinoma de pulméo 1 2 1

Carcinoma epidermoide de
pulméo

Carcinoma de pequenas
células de pulméo

Carcinoma de pulméo sem
outras especificacfes

Carcinoma de mama 4

Carcinoma de ovario 2 2

Carcinoma de endométrio

Carcinoma de colo uterino

Carcinoma de c6lon 1 3 1

Wik (NN |B™DN

Carcinoma de estdmago 7

Carcinoma de pancreas

Carcinoma de vesicula

biliar

Carcinoma em pleura 7

Carcinoma em periténio 8 2

Carcinoma neuroendocrino
de pulméo

Carcinoma papilifero da
tiredide

Melanoma 1

GIST 1

Linfoma 3 3

Tumor borderline de ovario 1 3

Teratoma ovariano

~

Cistadenoma de ovario 1 16

Tumor de Brenner

Abscesso ovariano

Cisto ovariano

Endometriose 1

Duplicagéo intestinal

Leiomioma uterino

RlRr|lw|N|R|-

Adenoma intestinal 3

Pneumonia 1 1

Tuberculose 1 1

Hidronefrose 1

Fibroadenoma 3

Pleurite 1

Neoplasia urotelial
papilifera de baixo potencial 1
de malignidade

Diagnostico indefinido 44 32 3 51 2 6 0 10

Total 70 64 3 70 58 19 1 14

GIST (gastrointestinal stromal tumor)



APENDICE C

REVISTA BRASILEIRA DE CIENCIAS DA SAUDE (RBCS/UFPB)
ROTEIRO DE AVALIAGCAO
ID27002

Titulo APLICACAO DO METODO PLASMA-TROMBOPLASTINA NO PREPARO DE AMOSTRAS
CITOLOGICAS PARA PESQUISA DE CANCER NO LABORATORIO DE ANATOMIA PATOLOGICA

1. AVALIAGAO GERAL: O tema abordado é relevante, apresenta importancia metodoldgica para
atividades laboratoriais Uteis em diagnostico de doencas de impacto epidemiolégico.

2. AVALIAGAO ESPECIFICA: Avalie o manuscrito em relacdo aos seguintes itens:

A) Titulo: descreve adequadamente o que foi investigado? SIM
¢ Resumo: O resumo necessita de adequacgdes estruturais, atualizacdo de tempo verbal
quando se refere aos objetivos, uma vez que o estudo ja foi realizado (e nao
“sera”)
B) Introducéo:
e O autor faz uma problematizagcdo adequada do tema investigado, salientando a
relevancia do estudo em relacéo ao corpo de conhecimento existente? SIM

e Utiliza literatura atualizada para justificar o estudo? De 20 artigos utilizados, 6 sdo dos
altimos 5 anos. A especificidade do método pode justificar essa apresentacdo de
artigos.

o Os objetivos estao redigidos de forma clara, objetiva e traduzem integralmente o que
foi investigado? SIM

e C. Método: Os métodos e procedimentos de coleta e de andlise de dados estdo
descritos com clareza e sdo adequados? SIM

e D. Resultados: Os resultados foram apresentados com clareza no texto e
disponibilizados adequadamente em tabelas e figuras (se aplicavel), sem duplicacéo
da informacgéo? SIM

e E. Discussdo e conclusdo: O autor discute os resultados encontrados no estudo e
relaciona-os com evidéncias de outros estudos da é&rea, utilizando argumentacao
adequada para subsidiar a interpretacdo dos dados do estudo? SIM

e S&o identificadas e justificadas algumas limitagées do estudo? SIM

e Sdao identificadas as implicacbes/aplicacbes do estudo para a area de Ciéncias da




Saude? SIM

e O autor conclui o estudo de forma adequada, baseado no que foi investigado e nos
resultados obtidos? SIM

F. Referéncias: as referéncias bibliogréficas utilizadas sdo adequadas (Vancouver) e atuais?
SIM

3. CONCLUSAOQ: Assinale uma das opgdes abaixo e, se possivel, justifique sua deciso.

() Aceitagdo sem modificagoes;

( X ) Aceitagdo com pequenas modificagdes, sem necessidade de nova reviséo;

() Aceitagéo condicional, com necessidade de grandes modificagdes e nova revisao;

() Rejeicdo com a possibilidade de uma grande revisdo do texto e submissdo como um
NOVO manuscrito, e portanto, iniciando um novo processo de avaliagéo;

() N&o adequado para publicacéo.

Observacoes:
Ha necessidade de adequacdes na formatacao (espagcamentos)

Ha autor citado no corpo do texto sem a identificacdo por nimero

Dimensodes

O texto completo (titulo, autores, resumo, abstract, corpo do trabalho com figuras e
referencias) deve estar contido em 15 paginas, digitadas em word com margens de
2,5, espaco 1,5 e fonte arial 11.

O resumo necessita de adequacdes estruturais, atualizacdo de tempo verbal quando se refere aos
objetivos, uma vez que o estudo ja foi realizado (e ndo “sera”)

Observar o seguinte:

Ha necessidade de adequac¢fes na formatacdo (espagamentos)

Ha autor citado no corpo do texto sem a identificacdo por nimero

Dimens0bes

O texto completo (titulo, autores, resumo, abstract, corpo do trabalho com figuras e referencias) deve estar
contido em 15 paginas, digitadas em word com margens de 2,5, espaco 1,5 e fonte arial 11.
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