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RESUMO
O Aspirado transbronquico por agulha guiado por ultrassonografia endobronquica (EBUS-
TBNA) ¢ uma nova ferramente diagnodstica que possibilita a obtencdo de material para o
estadiamento mediastinal do cancer de pulmado, investigagdo de linfonodomegalias
mediastinais por neoplasia ou condi¢des benignas como sarcoidose e tuberculose. O EBUS-
TBNA ¢ uma modalidade diagnostica minimamente invasiva, segura ¢ considerada a mais
apropriada para a obten¢do de material diagnostico em pacientes com carcinoma de pulmao
avancado. Em conjunto com o uso de técnicas de emblocado celular (“cell block™) € possivel
utilizar o material das pungdes para realizar diversos testes diagndsticos auxiliares como
coloragdes especiais, imuno-histoquimica e testes de biologia molecular. A biologia
molecular, por sua vez, ¢ um campo crescente na medicina e oferece tratamentos promissores
para varias neoplasias, especialmente o cancer de pulmado. A mutagdo do EGFR e o rearranjo
do ALK sdo as principais alteragdes genéticas encontradas no carcinoma de pulmido e
oferecem possibilidades de drogas alvo com inquestionavel impacto na sobrevivéncia dos
pacientes, apesar de seu alto custo. A técnica de EBUS-TBNA desenvolve-se como a mais
apropriada para o estadiamento do cancer de pulmao obtendo alta taxa de sucesso na obtengao
de material bioldgico para fins diagnosticos e realizagao dos testes auxiliares necessarios para
defini¢do das possibilidades terapéuticas. Neste trabalho, revisaram-se os aspectos técnicos
quanto a equipamento e achados diagnoésticos, evolugdo histdrica, vantagens, seguranga e
complicagdes, uso da técnica de ultrassonografia endoscopica em outros 6rgaos. Revisaram-se
também as técnicas para obtencdo do emblocado celular e os aspectos mais pertinentes de

biologia molecular aplicada ao cancer de pulmao.

Patavras-chave: EBUS-TBNA, Cancer de Pulmao, Estadiamento Neoplasico, Linfonodos

hilares e mediastinais, Emblocado celular.



ABSTRACT
Transbronchial needle aspiration guided by endobronchial ultrasound (EBUS-TBNA) is a new
diagnostic tool that allows collection of material for mediastinal lung cancer staging,
investigation of mediastinal lymph node enlargement due to neoplasia or benign conditions
such as sarcoidosis and tuberculosis. EBUS-TBNA is a minimally invasive, safe and
considered the most appropriate diagnostic modality for obtaining diagnostic material in
patients with advanced lung carcinoma. In conjunction with the use of cell block techniques,
it is possible to use the material collected to perform various auxiliary diagnostic tests such as
special stains, immunohistochemistry and molecular biology tests. Molecular biology is a
growing field in medicine and offers promising treatments for several neoplasms, especially
lung cancer. The EGFR mutation and ALK rearrangement are the main genetic changes found
in lung carcinoma and provide possibilities for target drugs with an unquestionable impact on
patient survival, despite their high cost. The EBUS-TBNA technique is developed as the most
appropriate for lung cancer staging, resulting in a high rate of success in obtaining biological
material for diagnostic purposes and carrying out the necessary auxiliary tests to define the
therapeutic possibilities. In this work, the technical aspects were reviewed regarding
equipment and diagnostic findings, historical evolution, advantages, safety and complications,
use of the endoscopic ultrasound technique in other organs. It also reviewed the techniques for
obtaining the cell block and the most relevant aspects of molecular biology applied to lung

cancer.

Keywords: EBUS-TBNA, Lung cancer, Neoplasm staging, Mediastinal and hilar lymph
nodes, Cell block.
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1 INTRODUCAO

O cancer de pulmio permanece como o cancer mais comum do mundo, tanto em
termos de novos casos (1,8 milhdes de casos, 12,9% do total), quanto em mortes por neoplasia
(1,6 milhdes de mortes, 19,4% do total)'. Na Europa, € o quarto cancer mais diagnosticado e a
principal causa de morte por cancer®. No Brasil, o cancer de pulméo ¢ a principal causa de
morte por cancer entre os homens e a segunda entre as mulheres’. Metastases para os
linfonodos mediastinais sdo um dos fatores mais importantes em determinar a ressecabilidade
e o prognostico. O estadiamento mediastinal cuidadoso ¢ essencial para identificar candidatos
apropriados para a cirurgia e para evitar toracotomias futeis em pacientes com doenga
avangada. Como o estadiamento radioldgico ¢ limitado em sensibilidade e especificidade, faz-
se necessario amostrar os linfonodos mediastinais para confirmagdo de resultados anormais.

Tradicionalmente, a mediastinoscopia tem sido usada para a avaliacdo do mediastino,
entretanto o aspirado transbronquico por agulha guiado por ultrassonografia endobronquica
(EBUS-TBNA) oferece uma alternativa minimamente invasiva de diagnostico. O EBUS-
TBNA apresenta resultados comparaveis de sensibilidade, embora o valor preditivo negativo
(e o tamanho da amostra) da mediastinoscopia seja maior. E o EBUS-TBNA também exige
um treinamento mais complexo do broncoscopista®.

O uso do EBUS-TBNA ainda ¢ pouco difundido no Brasil, mas ja vem sendo
introduzido na pratica de hospitais universitarios e apresenta resultados diagnosticos
semelhantes aos observados em outros paises’. Naturalmente, a implementagdo e difusdo do
EBUS-TBNA no Brasil exigird planejamento; treinamento para profissionais médicos e de
enfermagem; mudancas na estrutura fisica de unidades de saude; protocolos operacionais; e
uma estratégia de cobranga apropriada para o pais®.

O uso do EBUS-TBNA segue a tendéncia da medicina moderna de buscar alternativas
menos invasivas € menos onerosas, exigindo novas capacidades dos médicos inclusive os
patologistas. A substitui¢do dos espécimes cirirgicos de linfadenectomia mediastinal por
materiais de pungOes aspirativas por agulha, usados para confeccionar esfregagos e
emblocados celulares (“cell block™), aumenta a exigéncia da habilidade diagnostica do
patologista. Porém, também oferece o espago para uma maior contribui¢do deste especialista
nos processos de diagndstico, tratamento e cuidados dos pacientes oncoldgicos, com sua
consequente valorizagao.

Os resultados obtidos apds a introducdo desta nova técnica em termos de acuracia
diagnostica e seguranga convencem os médicos que ela pode representar uma ferramenta de

diagnostico inovadora com vérios avangos incluindo abordagem minimamente invasiva,



segura, custo-efetiva, com orientagdo em tempo real, larga capacidade de amostragem e
possibilidade da realizacdo de avaliacdo rapida no local (ROSE, rapid on-site evaluation, tema
que exorbita o escopo deste trabalho). O EBUS-TBNA também adquiriu importancia em
casos em que procedimentos cirurgicos sdo contraindicados ou desnecessarios, como
pacientes com comorbidades que aumentem o risco cirirgico, € ¢ mais apropriado para
pacientes cuja doenga ndo necessite de tratamentos cirirgicos como linfomas, neoplasias de
células germinativas ou cancer de pulmao metastatico.

Assim, por avaliar a relevincia desse cendrio, seu impacto na saude publica e nas
praticas profissionais dos patologistas, foi decidido estudar, para a producdo deste Trabalho
de Conclusao de Residéncia, esse tema. Serdo revisadas as caracteristicas do EBUS-TBNA,
associadas as técnicas para confec¢ao de emblocados celulares, ferramenta necessaria para
realizar os estudos imuno-histoquimicos e de biologia molecular mais frequentemente

aplicados no diagndstico, estadiamento e tratamento do cancer de pulmao atualmente.



2 0 QUE E O EBUS-TBNA?

O EBUS-TBNA ¢ uma opg¢do minimamente invasiva para o estadiamento do
mediastino em casos suspeitos de cancer de pulmao do tipo ndo pequenas células. O aspirado
por agulha fina guiado por ultrassonografia endoscopica esofagica foi desenvolvido nos anos
1980s para avaliacdo de neoplasias gastrointestinais. Devido a proximidade do es6fago com
as estruturas mediastinais, a técnica foi adaptada para acessar linfonodos mediastinais. No
entanto, a interferéncia da via aérea e a impossibilidade de acessar algumas estagdes
estimularam o desenvolvimento do EBUS-TBNA. Entre as modifica¢des incluem-se sondas
menores € instrumentos compativeis com o canal de trabalho’.

Antes da disponibilidade das técnicas endoscOpicas minimamente invasivas o
estadiamento era feito por vias cirirgicas: a mediastinoscopia cervical e a mediastinotomia
anterior [Figura 1]. Este estadiamento ¢ importante porque o envolvimento de linfonodos
mediastinais correlaciona-se com metéastases extratoracicas®.

O ganho diagnéstico do EBUS-TBNA estd relacionado aos nddulos mediastinais e
hilares localizados imediatamente adjacentes a traqueia e as vias aéreas mais largas. Estes
compreendem as estacdes 2L, 2R 4L, 4R e estacdio 7. Apenas a ultrassonografia
endobronquica pode amostrar tecido dos noddulos hilares (estagdo 10) e dos nddulos
intrapulmonares (estagdes 11 e 12)°.

O EBUS-TBNA também ¢ usado para investigagdo de linfadenopatias mediastinais
inexplicadas acessiveis pelas vias aéreas maiores, incluindo condi¢des benignas como
sarcoidose e tuberculose. Outro uso, também, ¢ como ferramenta de pesquisa para a
amostragem para bancos de tecido, visando estudos posteriores.

Observa-se que o procedimento de EBUS-TBNA exige um treinamento mais
complexo dos profissionais médicos e da equipe de apoio, € o equipamento, bem como sua
manutengio, e as agulhas apresentam alto custo’. Assim, o principal obstaculo para a difusdo
da técnica € o financiamento do treinamento dos operadores, da aquisicdo do equipamento e

de seus insumos.
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Figura 1 - Mapa de linfonodos regionais.

@ 1 Highest Mediastinal
@ 2 Upper Paratracheal
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@ 11 Interlobar
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@ 13 Segmental
@ 14 Subsegmental

Fonte: Mountain e Dresler, 1997.

2.1 CARACTERISTICAS DO EQUIPAMENTO

O sistema ¢ dedicado para o EBUS-TBNA, tendo um didmetro distal de 6,3-6,9 mm
(dependendo da marca) e um canal de trabalho de 2 mm, capaz de acomodar uma agulha de
19G a 22G. A visdo broncoscopica ¢ obliqua e nao frontal. A sonda de ultrassom esta

integrada a extremidade distal. A fungdo doppler do sistema prové a identificagdo de
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estruturas vasculares, garantindo maior seguranca durante a aspiragdo. A fungdo “picture-in-
picture” do processador do broncoscopio permite a exibi¢do lado a lado das imagens
broncoscopica e ultrassonografica na mesma tela®.

A sonda localizada na extremidade distal do sistema deve ser inserida dentro de um
baldo de latex. Durante o procedimento, este baldo deve ser inflado com agua destilada no

momento da visualizagio ultrassonografica da estrutura que sera aspirada® [Figura 2].

Figura 2 - Ecobroncoscopio Olympus, com o baldo de latex acoplado e inflado.

Fonte: Figueiredo, et al., 2013.

A agulha de EBUS-TBNA ¢ dedicada, descartavel e especifica para o sistema usado.
Ela apresenta ondulagdes na extremidade distal que possibilitam sua visualizagdo no
ultrassom. Com a agulha, tem uma seringa a vacuo e uma valvula dedicada que conecta a

agulha ao canal de trabalho do sistema EBUS®.

2.2 CARACTERISTICAS DA AVALIACAO ULTRASSONOGRAFICA

O equipamento ultrassonografico usado para o procedimento de EBUS-TBNA ¢ capaz
de detectar pequenos linfonodos a partir de 2 mm, que ndo sdo visiveis em exames de
tomografia computadorizada. Linfonodos a partir de 3 mm no menor eixo podem ser
puncionados sobre orientacdo ultrassonografica em tempo real. A avaliagdo cuidadosa das
caracteristicas ultrassonograficas dos linfonodos ajudam a predizer a presenca de metéstase,
orientando a realizacdao de aspiracao por agulha em linfonodos suspeitos ou evitando bidpsias
desnecessarias naqueles com aspecto benigno.

Os linfonodos devem ser caracterizados ultrassonograficamente quanto a pelo menos
seis aspectos: (1) menor eixo (medida maior ou menor que 1,0 cm), (2) forma (oval ou

redonda), (3) margens (distintas ou indistintas), (4) ecogenicidade (homogénea ou
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heterogénea), (5) presenca ou auséncia de estrutura hilar central e (6) presencga ou auséncia de
sinais de necrose de coagulacdo. A forma ¢ definida a partir da razdo entre o maior € o menor
eixo, se menor que 1,5 ¢ redondo, se maior ¢ oval. As margens sao avaliadas em relacao a
diferenca de ecogenicidade entre o linfonodo e a estrutura de tecido conjuntivo ao redor. Se
forem claramente visualizadas bordas hiperecoicas em mais de 50% da margem, ela ¢
definida como distinta, se, por outro lado, ndo for clara é indistinta. A presenca de estrutura
hilar central ¢ definida como uma area linear, plana e hiperecoica no centro do linfonodo. O
sinal de necrose de coagulagdo ¢ a presenca de uma 4area hipoecoica, sem fluxo sanguineo,
dentro do linfonodo.

Estudos consideram fatores preditivos de metdstase nodal mais significativos a forma
redonda, margem distinta, ecogenicidade heterogénea e presenca de sinais de necrose de
coagulag¢do'®. Por outro lado, sdo consideradas caracteristicas de benignidade a forma oval,
margens indistintas, ecogenicidade homogénea e auséncia de sinais de necrose de
coagulagdo''. Outros estudos sugerem avaliar também aspectos como presenca de
calcificagdo, padrao de entrelagamento com o tecido conjuntivo adjacente, que poderia indicar
disseminagdo extracapsular, e o padrdo vascular, classificado como avascular, hilar e ndo-

hilar, este Gltimo sendo considerado suspeito para metastase'’[Figura 3].
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Figura 3- Caracteristicas sonograficas representativas da ultrassonografia endobronquica (EBUS). Seta mostra
o0 achado descrito abaixo.

Shape Central hilar structure

Round Crval Present or not

Margin Echogenicity Mecrosis signa

Distinct Indistinct Homogeneous Hetarogeneous

S i
Present or not Avascular Hilar Monhilar

Fonte: Yamamichi, et al., 2020.

2.3 ASPIRADO TRANSBRONQUICO POR AGULHA (TBNA) CONVENCIONAL

A técnica de TBNA foi primeiramente proposta na década de 80 do século passado,
ainda com o uso de broncoscopia rigida'?. Guiada por imagens estéticas de tomografia
computadorizada e dependente do conhecimento anatomico para realizar as pungdes “as
cegas”, tende a ser menos utilizada para o estadiamento do cancer de pulmao por apresentar
baixa sensibilidade'!. Mas pode ser usada como uma alternativa de menor custo e menor
exigéncia de treinamento, por tanto mais facilmente adotavel por pneumologistas, para a

investigacao de outras doengas pulmonares como sarcoidose e tuberculose.

2.4 A BIOPSIA INTRANODAL POR FORCEPS (IFB)

Considerada um metodologia complementar ao EBUS-TBNA, a biopsia intranodal por
forceps (EBUS-IFB), foi desenvolvida para atender a demanda pela aquisi¢ao de tecidos e

mais material tumoral para os testes diagndsticos largamente empregados em biologia
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molecular e sequenciamento genético de nova geragdo'. A técnica utiliza o mesmo

broncoscopio padrao para EBUS, a agulha de TBNA e um miniférceps [Figura 4] de 1,0 mm.

Figura 4- Miniférceps para a realizacdo da bidpsia intranodal por forceps (IFB).

) S

e Yy

Fonte: Cheng, et al., 2019.

>

Em seguida a realizagdo do EBUS-TBNA, a mucosa da via aérea ¢ perfurada 4 ou 5
vezes no mesmo ponto, usando a agulha de EBUS-TBNA guiada pelo ultrassom. Isto criara
um defeito na mucosa da via aérea, bem como um caminho para a introdu¢do do miniforceps
dentro do linfonodo almejado. Uma vez dentro da lesdo alvo o minifoérceps € aberto e

espécimes de biopsia sdo coletados e podem ser processados como bidpsia rotineiras'’.

2.5 VANTAGENS DO EBUS-TBNA

O uso do EBUS-TBNA como método de estadiamento do cancer de pulmdo tem
demonstrado maior sensibilidade, especificidade e acuracia em relagdo as outras alternativas
diagnosticas disponiveis. A possibilidade de coleta de material bioldgico para confirmagao
diagndstica, sua maior precisdo e seu carater mais seguro o tornam o procedimento de escolha
em relacdo ao estadiamento radioldgico, por tomografia computadorizada e tomografia por
emissdo de positrons; o aspirado transbronquico por agulha (TBNA) convencional e a
mediastinoscopia.

Estudos comparando o EBUS-TBNA ao estadiamento radioldgico por tomografia
computadorizada e tomografia por emissdo de positrons demonstraram superioridade
diagnostica em sensibilidade (92,3% vs 76,9% e 80%, respectivamente), especificidade
(100% vs 55% e 70%, respectivamente) e acuracia (98% vs 61% e 73%, respectivamente) no
estadiamento pré-operatério em pacientes com cancer de pulmio potencialmente operavel’.
Essa superioridade ¢ devida a possibilidade de identificar linfonodos, menores que 10 mm,
ndo visualizdveis por tomografia, além da possibilidade de coletar material bioldgico para
confirmagdo do diagnostico'.

O EBUS-TBNA apresenta acuracia diagnostica superior ao TBNA convencional nas

estacdes paratraqueais (2 e 4), nas hilares (10) e interlobares (11), acessiveis por ambas as
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técnicas (84% vs 58%)’, exceto na estagdo subcarinal (7), na qual sdo semelhantes (86% vs
74%)’. O uso da visdo direta da lesdo alvo no momento da amostra permite a coleta de mais
material e a identificagdo de vasos, evitando sua perfuracdo, reduz as complicagdes’.

Em relagdo a mediastinoscopia, podemos observar que o procedimento de EBUS-
TBNA ¢ mais seguro e menos invasivo, ¢ um procedimento ambulatorial, geralmente usando
sedacdo consciente (midazolam) e anestesia local, sem necessidade de anestesia geral ou
internacdo prolongada. Desvantagens importantes da mediastinoscopia sdo o risco de 1-2% de
complicagdes importantes, o risco de 0,5% de complicacdes maiores, inclusive morte, a
cicatriz cervical e a fibrose cicatricial do mediastino. Isso ocorre porque ¢ necessario extensas
disseccdes de tecidos adjacentes aos grandes vasos, € o risco de hemorragia sempre existe. A
mediastinoscopia também nao consegue avaliar as estacdes hilares, algo util para o
diagndstico de sarcoidose e tuberculose. Por fim, a mediastinoscopia ¢ um procedimento mais
demorado, levando cerca de 2 a 3 horas em centros de referéncia contra uma média de 30

minutos para o EBUS-TBNA feito por operadores experientes’.

2.6 SEGURANCA E COMPLICACOES

EBUS-TBNA ¢ tolerado tdo bem quanto a broncoscopia flexivel, com um risco similar
de complicagdes. E, portanto, um procedimento seguro ¢ minimamente invasivo quando
realizado por um operador experiente em um paciente apropriado. Existem registros raros de
pneumomediastino, pneumotdrax e hemomediastino, mas uma radiografia de torax nao ¢ feita
de rotina apés o procedimento. Complicagdes infecciosas também tem sido raramente
reportadas'”'®. A taxa de complicagdes do procedimento ¢ de cerca de 1,4%'". Néo se observa
diferenga significativa da incidéncia de complicagdes em pacientes maiores de 70 anos
daqueles mais jovens'.

Uma complicagdo incomum, mas que os broncoscopistas devem estar alerta, ¢ a
quebra da ponta da agulha de aspira¢ao dentro da via aérea. A ponta pode ser recuperada com
o uso da broncoscopia flexivel [Figura 5], mas a complicacdo ¢ potencialmente severa caso a

agulha mova-se para um brénquio periférico, ou seja engolida®.
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Figura 5- Complicagdo rara: quebra da agulha.(A) A ponta quebrada da agulha (seta) e o forceps "alligator". (B)
Remogdo bem sucedida da ponta quebrada da agulha (seta) com o forceps "alligator".

Fonte: Uchimura, et al., 2019.

Por causa do risco de sangramento para o mediastino, ndo se deve fazer amostragem
de linfonodos mediastinais de pacientes em uso de varfarina (INR deve ser menor que 1,4,
idealmente) ou clopidogrel (ambos devem ser descontinuados por uma semana antes do
procedimento), ou que tenham desordens conhecidas da coagulagao ou da funcao plaquetaria.
O paciente tem que estar em condigdes clinicas suficientes para realizar uma broncoscopia
flexivel e poder ficar deitado reto. Em caso de infarto do miocérdio, o procedimento deve ser
postergado por no minimo seis semanas.

E contraindicado na presenca de isquemia miocardica, arritmias ou hipoxemia severa
ao decubito. Por outro lado, assim como a broncoscopia flexivel, se somente o controle
sintomatico e cuidados paliativos sd@o propostos, entdo o procedimento ndo ¢ apropriado

simplesmente para confirmar um diagndstico clinico.

2.7 USOS EM OUTROS ORGAOS

O uso da ultrassonografia endoscopica para coleta de material bioldgico tem sido
empregada para o diagndstico de neoplasias em outras topografias. Praticamente qualquer
orgdo localizado proximo a uma viscera oca do trato gastrointestinal permite a puncao
aspirativa guiada por ecografia, ou pela via endoscopica alta, ou pela via colonoscopica,

destacando-se lesdes esofagicas, hepaticas, em glandulas adrenais e pancreaticas.
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Complicagdes maiores sdo raras € as menores, s30 muitas vezes as mesmas relacionadas ao
procedimento de endoscopia alta, ou aquelas imediatamente apos o procedimento como
sedacdo excessiva e hipdxia, ou tardias, como dor de garganta, dor abdominal e nduseas e
vOomitos®'.

Existe o risco de disseminagdo de células neoplésicas pelo trajeto da agulha [Figura 6].
Esta ¢ uma complicagdo encontrada em poucos casos de grandes casuisticas de pungdes e
biopsias percutaneas e, visto que o trajeto na biopsia ou puncao endoscoOpica € menor, O risco

também deve ser menor. Porém, alguns poucos casos ja foram relatados®.

Figura 6 - Disseminagdo neoplasica pelo trajeto da agulha. (a) Achado intraoperatorio de pequena massa rigida
detectada na parede gastrica posterior, como indicado pelo forceps. (b) Resseccao parcial da parede gastrica
posterior. (¢) O espécime do estomago parcialmente ressecado mostrava um adenocarcinoma distribuido
linearmente na camada muscular gastrica (setas amarelas) (hematoxilina e eosina, imagem da lupa). (d) Os
aspectos do tumor no estdmago eram similares aqueles do cancer pancreatico primario, indicando uma
semeadura de células neoplasicas no trajeto da agulha a partir da neoplasia pancreatica (hematoxilina e eosina).

il

Fonte: Matsui, et él., 2019.

No esbdfago, o cancer geralmente apresenta-se com graus variaveis de invasao e dano a

mucosa, entretanto, raramente, existem lesdes que ndo atingem a mucosa, vendo-se apenas
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projecoes de submucosa ou estreitamentos esofdgicos. Nesses casos, 0 exame
ultrassonografico permite identificar lesdes presentes nas camadas internas, mas que ndo sio
visualizaveis e acessiveis pelos métodos convencionais de bidpsia pela superficie mucosa®.
Além disso, 0 método permite o estadiamento nodal mais acurado®, informagdo importante
para o planejamento cirirgico.

Um outro uso importante do exame endoscdpico esofagico que deve ser destacado é o
seu uso em complementaridade a ultrassonografia endobronquica para um estadiamento
mediastinal mais completo. O ganho diagnostico do EBUS-TBNA esta relacionado aos
nddulos mediastinais e hilares localizados imediatamente adjacentes a traqueia e as vias
a¢reas mais largas. Estes compreendem as estagdes 2L, 2R 4L, 4R e estacdo 7. Apenas a
ultrassonografia endobronquica pode amostrar tecido dos nddulos hilares (estagao 10) e dos
nodulos intrapulmonares (estagdes 11 e 12)°.

No que lhe concerne, a ultrassonografia endoscopica esofagica pode acessar as
seguintes localizagdes relevantes para o diagndstico e estadiamento do cancer de pulmaio:
tumores proximos do esofago; linfonodos mediastinais nas estagdes 2L e 4L (linfonodos
paratraqueais esquerdos superiores e inferiores); estacdo 7 (nodo subcarinal); estacdes 8 e 9
(nodulos localizados no mediastino inferior); e estruturas localizadas abaixo do diafragma, ou
seja, linfonodos retroperitoneais proximos a aorta € ao tronco celiaco, e tumores no lobo
hepatico esquerdo e glandula adrenal esquerda. As estagdes 2R e 4R (paratraqueais a direita)
sdo dificeis de alcangar, pois, a traqueia fica entre o transdutor e o linfonodo, limitando a
visualiza¢do nesta area. A visualizagdo e posterior amostragem pode ser possivel em casos
selecionados com linfonodos alargados (>2,0 cm)’.

As estagdes 5 e 6 podem ser visualizadas pela ultrassonografia endoscopica esofagica,
mas raramente podem ser amostradas sem a transfixacdo da artéria pulmonar ou da aorta.
Estas estacdes sdo predominantemente afetadas por tumores no lobo superior esquerdo e o
método de escolha para o estadiamento destas estagdes € a cirurgia tordcica videoassistida. As
regioes hilares e intrapulmonares (estacdes 10, 11 e 12) ndo podem ser acessadas pela
ultrassonografia endoscopica esofagica, mas, como ja foi dito acima, sdo acessiveis pela
ultrassonografia endobronquica. A combinacdo destas duas técnicas garante virtualmente a
amostragem de todas as esta¢des nodais’[Figura 7].

No figado, para o diagndstico de lesdes hepaticas suspeitas, geralmente opta-se pela
realizacdo de bidpsias percutdneas guiadas por tomografia computadorizada ou ecografia, mas
também pode-se realizar bidpsias pela via transjugular ou por ressecc¢ao cirirgica. Entretanto,

a via endoscopica emerge como uma alternativa interessante, apresentando acesso a diferentes
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locais do figado e menor incidéncia de complicagdes®, especialmente as hemorragicas,

potencialmente fatais em pacientes que muitas vezes apresentam disturbios de coagulagao.

Figura 7 - A natureza complementar da ultrassonografia endobronquica (EBUS) ¢ da
ultrassonografia endoscopica esofagica (EUS) para o estadiamento nodal.
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Fonte: Vilmann, et al., 2015.

Nas glandulas adrenais, o desenvolvimento das modernas técnicas de imagem
(tomografia computadorizada e ressonancia nuclear magnética) levaram ao aumento da
identificacdo de massas adrenais. A maioria dessas lesdes encontradas incidentalmente
costumam ser adenomas nao-funcionantes, porém uma pequena porcentagem ¢ composta de
lesOes metastaticas. Entretanto, a maioria das massas adrenais identificadas no estadiamento
de pacientes com cancer sdo lesdes metastaticas, mais comumente de pulmao, mama,
estdbmago e rim, assim como melanomas e linfomas. A sensibilidade e a acuréacia das técnicas
de imagem atuais sdo insuficientes para diferenciar massas benignas das malignas, sendo
necessario biopsiar os casos suspeitos de malignidade. Contudo, as técnicas percutaneas
tradicionalmente usadas para amostragem das glandulas adrenais, muitas vezes, trazem
material ndo-diagnostico e estdo associadas a eventos adversos. Assim, a puncdo aspirativa
por agulha fina, guiada por ultrassonografia endoscépica das adrenais oferece um método
minimamente invasivo e acurado, com um perfil de baixo risco®. Quanto aos aspectos
técnicos, observa-se que a adrenal esquerda ¢ acessada pela via transgastrica e a adrenal

direita, pela via transduodenal.
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No pancreas, o ultrassom endoscopico prové uma visualizagdo excelente, tanto da
cabecga e processo uncinado, através do duodeno, bem como do corpo e cauda a partir do
estobmago. Ele tem se mostrado um método altamente sensivel para a deteccdo de massas
pancredticas, superior a ultrassonografia extracorporea e a tomografia computadorizada,
especialmente em lesdes menores que 2,0 cm. Porém, apesar de sensivel, o ultrassom
endoscopico apresenta limitada habilidade para diferenciar entre massas inflamatorias e
cancer.

Entretanto, o manejo correto de pacientes com lesdes pancreaticas depende do
diagnostico correto e diferencias as malignas das benignas ¢ muito importante. Lesdes
malignas tem mau progndstico e a melhor chance de sobrevivéncia do paciente ¢ a resseccao
cirirgica imediata. Pacientes com tumores irressecaveis também precisam de amostragem
tumoral para definir o diagnoéstico e o tratamento quimioterapico. Por outro lado, o
diagnostico de uma lesdo benigna previne morbidade adicional devido a procedimentos
terapéuticos desnecessarios.

O material da lesdo pode ser preparado de duas formas: ou como um esfregaco [Figura
8] de células obtidas por aspirado e colocadas em uma lamina para interpretagao citologica,
ou em secgdes de um emblocado celular (“cell block™) [Figura 9] fixado em formalina para
interpretagdo histologica. A escolha depende da quantidade e qualidade do material, mas, em
geral, opta-se pelo emprego das duas técnicas em conjunto, para aumentar a acuracia
diagndstica, devido a ambos possuirem caracteristicas que se complementam.

Entre as complicagdes, além das também observadas nos demais procedimentos de
endoscopia alta, pode-se citar a pancreatite aguda. O quadro em geral tem intensidade leve,
respondendo ao manejo clinico € ocorre em menos de 4% dos pacientes®.

A literatura demonstra que a citologia e as sec¢oes de emblocado celular (“cell block™)
tem um alto desempenho na avaliagdo de lesdes pancreaticas solidas com taxas de 75-95% de
sensibilidade e 88-100% de especificidade**"*. Assim é bem aceito que antes de referir
pacientes para cirurgia ou terapia oncologica, um aspirado por agulha fina guiado por

ultrassonografia endoscopica deve ser considerado como a melhor estratégia terapéutica.



21

Figura 8 - Citologia preparada a partir de um aspirado por agulha fina guiado por ultrassonografia
endoscopica mostrando um adenocarcinoma bem diferenciado, atipia nuclear leve, aglomeragdo nuclear e
alguma dissociacdo de células (papanicolaou, X200).

Figura 9 - Emblocado celular ("cell block") confeccionado a partir de um aspirado por agulha fina guiado por
ultrassonografia endoscopica evidénciando glandulas malignas em um fundo de tecido necrético e
inflamatério (hematoxilina e eosina, x200).

[ ¥

Fonte: Kopelman, et al., 2011.
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3 CELL BLOCK

“Cell Blocks”ou emblocados celulares sdo versdes incluidas em parafina de espécimes
citoldgicos comparaveis a tecidos fixados em formalina e incluidos em parafina de espécimes
de patologia cirurgica. Eles permitem varios estudos auxiliares que ampliam a interpretacao
citopatoldgica, incluindo a possibilidade da realizacdo de testes moleculares e imuno-
histoquimicos. Os emblocados celulares também sao reconhecidos por sua semelhanga com a
histologia, inclusive com potencial para identificacdo de caracteristicas arquiteturais similares
aquelas observadas em cortes histologicos, especialmente na presenga de fragmentos de
tecido. Por exemplo, a presenca de queratinizacdo, pérolas corneas, pontes intercelulares,
células de formas bizarras, citoplasma denso, necrose sao caracteristicas associadas a
diferenciacdo escamosa. Da mesma forma, caracteristicas arquiteturais (lengois, agregados,
acinos e papilas) e celulares (citoplasma espumoso, rendado ou vacuolado; fendas
intranucleares; inclusdes intranucleares e nucléolos) podem favorecer o diagndstico de
adenocarcinoma®.

Além disso, os emblocados celulares permitem a confeccdo de multiplos cortes para
testes auxiliares, como coloragdes especiais, imuno-histoquimica e diagnosticos
moleculares®. Vdrios avangos em outros ramos da medicina elevam a conscientiza¢do da
utilidade dos emblocados celulares. Existe uma forte tendéncia para o uso clinico de
procedimentos minimamente invasivos. Nao apenas eles sdo menos invasivos que as
alternativas cirargicas, como podem ser realizados ambulatorialmente com menos recursos.
Para pacientes com suspeita de cancer de pulmdo em particular, o aspirado por agulha fina
guiado por ultrassonografia endobronquica pode prover o diagndstico € o estadiamento
simultaneamente. Com as possibilidades dos procedimentos minimamente invasivos € a
énfase concorrente em medicina personalizada e diagndsticos moleculares, o tamanho do
espécime fornecido tem diminuido enquanto a informacao requerida a partir da amostra tem
aumentado. Assim, apenas o diagndstico morfoldgico nao ¢ mais suficiente.

A identificacdo de novos marcadores preditivos e prognésticos faz o manejo dos
pacientes ser ditado pela combinacdo de aspectos morfologicos e de resultados de testes
auxiliares, especialmente para pacientes com cancer de pulmio. Eles ndo sdo apenas usados
para escolhas terapéuticas, mas também representam os padrdes correntes de cuidado. Para
pacientes com cancer localmente avangado ou metastatico, espécimes citopatoldgicos, como
fluidos pleurais ou peritoneais ou aspirados por agulha fina, podem ser a tnica fonte de

material diagndstico sobre o qual decisdes terapéuticas sdo tomadas ¢ a selecdo para ensaios
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clinicos é determinada. Além disso, os emblocados celulares servem como uma fonte de
material adicional, de forma que as preparacdes diagnodsticas, como os esfregagos, nao
precisam ser comprometidos para testagens auxiliares, o que do contrario poderia ter
implicagdes médico-legais.

Assim como os blocos histologicos fixados em parafina, os emblocados celulares
permitem a preservacdo do espécime por longo tempo e o arquivamento de DNA para futuros
estudos diagndsticos e pesquisa. Os cortes histologicos de emblocados celulares também
provéem de material fixado em formalina tamponada, na qual a maioria dos ensaios
moleculares tem sido otimizados e validados em espécimes de patologia cirurgica. Logo,
podem ser processados como cortes de material parafinado, sendo facilmente integrados aos
métodos existentes para histoquimica, imuno-histoquimica e testes moleculares com
resultados similares aos obtidos pelos espécimes cirurgicos.

Apesar das numerosas vantagens dos emblocados celulares, a quantidade de células
deles ¢ inconsistente e varia largamente. Essa variabilidade muitas vezes traz resultados sub-
Otimos, um problema especialmente importante para a realizagdo de testes moleculares.
Geralmente, varidveis pré-analiticas como aquisi¢do inadequada de amostra, espécime
necroético, triagem inapropriada, habilidade técnica inconsistente, e técnicas ndo padronizadas
contribuem para diminuir a qualidade e celularidade dos emblocados celulares®’. Essa
variabilidade costuma frustrar as expectativas dos patologistas, particularmente aqueles
praticantes da citopatologia que esperam realizar um arranjo crescente de testes auxiliares em
espécimes citologicos cada vez menores, mas provendo resultados satisfatorios para guiar
decisdes terapéuticas’?. Também ¢ importante lembrar que a rotina de preparagdo de
emblocados celulares aumenta significativamente a carga de trabalho, o custo operacional e o

tempo de processamento das amostras no laboratorio®.

3.1 TECNICAS PARA CONFECCAO DE “CELL BLOCK”

Existem varias técnicas para confeccionar o emblocado celular®, o protocolo basico
permanece o mesmo em todos os métodos, incluindo uma etapa de concentragdo celular
seguida pelo processamento como se fosse um tecido de biopsia histologica.

Tradicionalmente, o emblocado celular ¢ preparado pela coleta de varias lavagens com
agulha a partir de um espécime obtido de uma pungdo aspirativa por agulha fina e entao
concentrando a solu¢do por centrifugagdo para formar um “pellet” celular. Este “pellet”

celular entdo ¢ enrijecido usando plasma-trombina ou gel-agarose, transferido para um cassete
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histologico, fixado em formalina tamponada a 10% e posteriormente processado em um bloco
de parafina. Apesar deste método ser bem-sucedido em muitos casos, a eficiéncia da
recuperacdo celular nem sempre é Otima, variando entre 60% a 90%*. Vérios fatores
contribuem para a perda de material celular durante o preparo do emblocado celular. O
espécime da pungdo aspirativa por agulha fina ¢ diluido no meio liquido e uma porcentagem
substancial de células isoladas permanece no fluido sobrenadante ap6s a centrifugacdo e sio
descartadas. Além disso, os “pellets” celulares formados pela centrifugacao sao frageis e
fragmentam-se facilmente em pequenas partes e perdem-se durante o processamento.

Os métodos mais frequentemente usados serdo descritos brevemente abaixo:

Meétodo da lavagem com solucdo salina normal: o método comumente usado para
preparagdo do emblocado celular ¢ a lavagem da agulha de aspiracdo com 20-30 ml de
solugdo salina normal, centrifugacdo imediata ou coleta do material em meio RPMI (Roswell
Park Medical Institute) para futura centrifuga¢do e coleta do material para processamento
como uma biopsia de tecido. Alternativamente, a lavagem pode ser feita diretamente com 10
ml de formalina e preparado para os meios histoldgicos rotineiros.*

Método da coagulagdo tecidual: este método ¢ usado para aumentar a celularidade em
cortes histologicos do emblocado celular, sem diluir o material em solu¢do salina, permitindo
a coagulacdo da mistura de tecido e sangue se formar no limen da agulha. Assim que o
coagulo flui para fora da ponta da agulha, ¢ coletado em um pedago de papel filtro e seco ao
ar. O coagulo ¢ levemente seco ao ar de modo a preservar a morfologia celular e ndo pode ser
usado para avaliagdo da amostra no local [Figura 10]. O codgulo entdo ¢ transferido para a
formalina e depois processado no laboratério de histologia. Essa técnica ¢ considerada
superior a técnica convencional de lavagem quanto a recuperacdo de material celular e
prevencdo de perda de material diagnostico. Além disso, ndo héd diferencas identificaveis
quanto a caracterizag¢ao nuclear e citoplasmatica das células ou quanto a resultados de imuno-
histoquimica™.

Uma variacao deste método ¢ a técnica do autocoagulo, ou seja, ao invés de despejar o
material para que ele coagule em papel filtro, o que pode ser trabalhoso, dificil de manusear e
gerar sujeira, o material ¢ despejado diretamente no tubo plastico para secar ao ar e formar o
coagulo, e entdo a formalina ou o0 meio RPMI (Roswell Park Medical Institute) é adicionado®”.
[Figura 11]

Método da plasmina-trombina ou do codgulo de trombina: o emblocado celular pode
ser preparado a partir do “pellet” de qualquer suspensdo celular centrifugada pela adigdo de

plasma e trombina para aglomerar o material celular em um codgulo [Figura 12]. A
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imprevisibilidade da formac¢ao do coagulo e do tamanho do codgulo e do tamanho do coagulo
podem causar uma concentracao desigual de células, problema que pode ser minimizado pela
agitacdo continua durante a formagao do coagulo para dispersar equilibradamente a populacao
celular na malha de fibrina. Algumas formas comerciais disponiveis dos reagentes de
tromboplastina preparadas com cérebro ou pulmado de coelho podem conter células epiteliais,
que podem levar, ainda que raramente, a interpretacdo incorreta. Porém, este problema pode
ser resolvido pela escolha de tromboplastina livre de células. Mesmo assim, os problemas
associados a essa técnica sdo minimos e se tornam insignificantes na comparacdo com o0s

resultados alcancados®.

Figura 10 - A preparacdo do emblocado celular usando o método da coagulagdo tecidual ¢ exibido. (A) Imagem
de ultrassonografia endobronquica de linfonodo da estagdo 7 (subcarinal) mostrando um adenocarcinoma pouco
diferenciado metastatico. (B) O tecido coagulado é mostrado sobre o papel filtro. (C) O tamanho real do tecido
coagulado é mostrado. (D) Coloragdo de hematoxilina e eosina do corte histologico obtido do emblocado celular
por coagulagdo tecidual da amostra do mesmo linfonodo mostrado nos painéis A a C, com um adenocarcinoma
pouco diferenciado, metastatico ¢ mostrado (X200).
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Fonte: Yun, Yung, etal., 2012

Implantagdo em agar e outros métodos: as dificuldades para recuperar e processar
pequenos fragmentos de tecido resultaram em métodos que usam adjuvantes celulares, tais
como agar, Histogel, albumina gelatinosa, amido pré-gelatinizado, espuma gelatinosa, entre
outros métodos menos praticos. Em principio, os sedimentos concentrados sdo apoiados em
uma substancia como o agar ou o Histogel [Figura 13]. O &gar solidifica em temperatura

abaixo de 50° C e esta propriedade ¢ utilizada para formar o “pellet” celular. O botdo celular ¢
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entdo incluido em parafina apds processamento como um espécime histopatologico®.

Figura 11- Exemplos de preparagdo de emblocado celular usando o método da autocoagulagao tecidual. (A e B)
Exemplos de coagulos sanguineos naturalmente formados pela secagem ao ar nos tubos. (C) Adi¢ao da solugéo
de meio RPMI (Roswell Park Memorial Institute) para destacar os coagulos sanguineos do fundo ou da parede
do tubo de teste. (D) corte histologico do emblocado celular demonstrando células tumorais implantadas dentro

do coagulo sanguineo (hematoxilina e eosina, X100).

Observa-se que além do processo de aquecimento ser inconveniente e tedioso, ele
pode gerar artefatos se o resfriamento ndo for adequado. Os principais artefatos sdo vactiolos
exagerados, citoplasma denso, fragmentacao do citoplasma e redugdo do volume celular.

Sistemas Automatizados: para reduzir a demanda por trabalho intensivo € minimizar a
variabilidade de resultados relacionada a diferentes graus de habilidade dos técnicos de
citologia, vém-se desenvolvendo alternativas automatizadas e menos dependentes de trabalho
manual, entre estas, o sistema Cellient ¢ o mais comumente utilizado. O sistema Cellient
funciona através de filtracdo assistida por vacuo. O sistema automaticamente recupera
pequenos fragmentos de tecido de um “container” para o espécime e rapidamente os entrega
em parafina, pronta para cortes histologicos em menos de uma hora [Figura 14]. O beneficio
proposto para este sistema ¢ aumentar o ganho celular de amostras citolégicas com baixa
celularidade®™®. Entretanto, os estudos ndo tém visto um aumento significativo do ganho
celular em comparag¢do com as técnicas tradicionais de emblocado celular. Além disso, por
utilizar um fixador a base de metanol pode apresentar resultados falso negativos em alguns

marcadores imuno-histoquimicos, como o receptor de progesterona. Como uma tecnologia
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nova, seu emprego ainda passa pela necessidade de validacdo de resultados. Outras principais
desvantagens do método sdo o alto custo de aquisi¢do ou “leasing” do equipamento ¢ a
impossibilidade de confeccionar mais de um emblocado celular simultaneamente por

maquina®.

Figura 12- Etapas de procedimento do método da plasma-trombina para efusdes simples.
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Fonte: Jain, et al., 2014.

Outro aspecto importante a ser avaliado ¢ a escolha do fixador para ao emblocado
celular, visto que existe uma vasta gama disponivel. Os principais sdo a formalina e os
fixadores alcoolicos, como etanol, metanol, isopropanol ou misturas destes. A formalina ¢
largamente utilizada, ndo necessitando de equipamentos ou reagentes especiais e apresenta
resultados conhecidos em morfologia e imuno-histoquimica, embora as técnicas para a
extragdo de DNA em material fixado em formalina sejam mais complexas e obtenham

resultados menos satisfatorios. Por outro lado, embora marcadores imuno-histoquimicos e
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analises moleculares possam ser realizados em amostras fixadas em 4alcool, o laboratorio

precisa validar os testes apropriadamente para evitar resultados falsos, especialmente na

imuno-histoquimica®.

Figura 13- Etapas do método de agar para preparagdo de emblocado celular.
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Convém citar um fixador que utiliza uma mistura de etanol e formalina (nove partes de

etanol a 100% e uma parte de formaldeido a 40%), também conhecido como NAFS (Nathan

Alcohol Formalin Substitute). Seu uso tem obtido bons detalhes citologicos semelhantes a

coloragdo de Papanicolaou, bons resultados em imuno-histoquimica, mas com menor risco de

toxicidade durante o processamento™®.

3.2 LIMITACOES APRESENTADAS PELOS “CELL BLOCK”

A maior desvantagem apresentada pela técnica de emblocado celular ¢ o atraso no

diagndstico, devido ao aumento no tempo de processamento. Excesso de material ¢ necessario

para obter um “pellet” celular de boa qualidade, o que nem sempre ¢ possivel, especialmente
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em 6rgdos de localizagdo profunda.

Figura 14- Passos basicos do sistema de emblocado celular automatizado
Cellient.
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Fonte: Jain, et al., 2014.

O risco de perder material citologico durante o processamento do espécime ou durante
o corte do bloco de parafina, devido ao pequeno tamanho da amostra, ¢ outro problema.
Observa-se que nem todas as amostras sdo apropriadas para preparagdo de emblocado celular,
um volume significativo de emblocados celulares preparados carecem de celularidade tumoral
suficiente para a futura realizagdo de testes auxiliares.

A maioria das técnicas de emblocado celular s3o demandantes de trabalho intensivo: o
seu uso restrito € possivel em todos os laboratorios, porém a ado¢do do emblocado celular
como pratica rotineira pode ser dificil devido a falta de mao-de-obra, especialmente em
contextos de recursos limitados. Os métodos automatizados, além de caros, por usarem outros
fixadores que nao a formalina, precisam de mais estudos para a validagdio em imuno-

histoquimica e testes moleculares. Finalmente, em comparagao com a citologia tradicional de
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esfregacos, o método de emblocado celular implica um custo extra para o manejo do

paciente®*.

3.3 A EXPERIENCIA DO HOSPITAL DE CLINICAS DE PORTO ALEGRE COM O
USO DA TECNICA DE “CELL BLOCK” PARA AUXILIO DIAGNOSTICO EM
CITOPATOLOGIA

No Hospital de Clinicas de Porto Alegre, até recentemente, a técnica de emblocado
celular era empregada majoritariamente como parte da investigacdo de nodulos de tireoide de
pacientes atendidos na Unidade de Tireoide do Centro de Pronto Diagndstico Ambulatorial
(CPDA). A técnica era, e ainda ¢, realizada em materiais coletados por pun¢ao aspirativa por
agulha fina guiadas por ultrassonografia.

Imediatamente apds a aspiracdo, seis laminas citologicas sdo preparadas para cada
paciente, quatro sdo secas ao ar e coradas, no local, pela técnica de MGG (May-Griinewald-
Giemsa) e as outras duas sdo fixadas rapidamente em etanol 96%, para posterior coloracao
pela técnica de Papanicolaou. O aspirado hemorréagico residual na seringa ¢ despejado em um
frasco vazio, permite-se a sua coagulagdo por 1 a 5 segundos e, entdo, o frasco ¢ preenchido
com formalina tamponada a 10% para fixagdo do material. Este procedimento ¢ realizado no
mesmo ambiente em que foi realizada a pungdo. Posteriormente, ja no laboratorio, os
coagulos sdo avaliados quanto ao seu volume, os grandes sdo transferidos para papel filtro,
colocados em cassetes histologicos e fixados em formalina por 24 horas. Se os codgulos
forem pequenos ou imperceptiveis, o material ¢ transferido para um tubo de teste e submetido
a centrifugacao, 600 rpm por 30 minutos. O “pellet” celular obtido apds a centrifugagao &,
também, transferido para papel filtro, colocado em cassete histologico, fixado em formalina
por 24 horas. Depois, ambos sdo submetidos a0 mesmo processamento rotineiramente
utilizado para inclusdo em parafina e corte, como qualquer outra biopsia™®.

Claramente, percebemos que estd sendo aplicado um método semelhante aos métodos
de autocoagulacdo previamente descritos. Essa estratégia funciona com bons resultados por
causa que a tireoide ¢ um oOrgdo altamente vascularizado e as pungdes costumam ser
acompanhadas de razoavel quantidade de sangue. A avaliacdo da contribuicdo dos
emblocados celulares para aumentar a eficiéncia diagnostica dos exames de tireoide no
Hospital de Clinicas de Porto Alegre ja foi estudada. Em acompanhamento de um periodo de
22 meses (margo de 2012 a dezembro de 2013), 358 pacientes com nddulos de tireoide foram

submetidos a punc¢do aspirativa por agulha fina guiada por ultrassonografia, destes, 328
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(91,6%) tiveram suas amostras analisadas através de esfregacos citologicos, conforme
descrito, e também, por emblocados celulares. Destaca-se que ndo foram observadas
diferencas significativas de género, idade média ou tamanho do nddulo, entre os pacientes
com emblocado celular confeccionado e aqueles sem este.

A comparacdo entre as taxas de insatisfatoriedade entre as duas técnicas, citologia e
emblocado celular, mostrou uma redugdo significativa na taxa de insatisfatoriedade (17,1%
vs. 4,3%, p<0,001)* . No geral, o nimero de casos que teve o diagndstico alterado apos a
analise do emblocado celular foi de 44/328 (13,4%). A maioria dos casos pertencia a categoria
Bethesda I — insatisfatorio — (40/44 ou 91%) e, foi alterada para a categoria Bethesda II —
benigno — (36/44 ou 81%), ou menos frequentemente, para a categoria Bethesda III — atipias
de significado indeterminado — (4/44 ou 9%). Dois casos da categoria Bethesda II (2/44 ou
4,5) foram alterados para a categoria Bethesda III. Um caso, da categoria Bethesda III (1/44
ou 2,2%) foi alterado para a categoria Bethesda II.

Apenas um caso, originalmente classificado na categoria Bethesda II pelo exame da
citologia, tornou-se categoria Bethesda VI — compativel com neoplasia — apds a analise do
emblocado celular. Neste caso a cirurgia foi indicada pelo médico assistente depois que o
estudo do emblocado celular revelou fragmentos papilares com atipia nuclear e
pseudoinclusdes nucleares, sugestivas de carcinoma papilar de tireoide. Subsequentemente, o
exame anatomopatologico diagnosticou carcinoma papilar®®. Assim, o trabalho calculou que a
acuracia diagnostica do exame em conjunto de citologia e emblocado celular aumenta de 91%
examinando somente a citologia, para 94% com o exame de ambos.”

Atualmente, a equipe da citologia vem estendendo o rol de materiais que sao
submetidos a técnica de emblocado celular previamente descrita. Essa ampliagdo ¢ motivada
tanto pela necessidade dos citopatologistas explorarem essa ferramenta para superar
dificuldades diagnoésticas encontradas nos esfregagos convencionais, quanto por demandas
diagndsticas especificas das equipes médicas assistentes.

Embora ainda nao se tenha feito estudos voltados para quantificar o impacto da técnica
de emblocado celular no rendimento diagnodstico dos exames do laboratorio, € perceptivel que
o resultado ¢, quantitativamente, inferior ao obtido nos exames de tireoide. Observa-se que o
método depende, além de uma celularidade moderada a alta, das proprias propriedades
coagulativas das amostras, que costumam ser insuficientes ou praticamente ausentes em
muitos dos liquidos que o laboratorio recebe. Por exemplo, lavados broncoalveolares estdo
diluidos em soro no proprio ato da coleta, pungdes liquoéricas tem celularidade extremamente

escassa ¢ amostras de urina também sao diluidas. Estes materiais ndo produzem resultados
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minimamente satisfatorios com a técnica disponivel.

Por outro lado, espécimes com algum grau de contaminagdo hematica ou purulenta
costumam produzir resultados melhores. Felizmente, em varias efusdes serosas neoplasicas
costuma-se observar caracteristicas sanguinolentas, sendo estes espécimes 0s que apresentam
melhores resultados tanto em termos de formacdo do “pellet” celular para melhor
processamento histologico, como em quantidade de material celular tumoral para a realizagdo
de estudos imuno-histoquimicos e testes moleculares. Convém lembrar, entretanto, que
espécimes excessivamente hemorragicos podem produzir “pellets” adequados para a inclusao
e corte histologicos, mas ndo apresentarem celularidade epitelial ou mesenquimal adequadas
para diagnoéstico, constituidos exclusivamente por numerosas hemacias e plaquetas, além de
outros elementos hematicos como ocasionais neutrofilos ou linfocitos. Ou seja, liquidos de
ascite, derrames pleurais ou pericardicos apresentando a famosa coloracdo amarelo-citrino
ndo produzem um “pellet” adequado, mesmo apds duas ou trés repeti¢des do processo de
centrifugacao.

Mesmo com todas essas dificuldades para sua adequada obtencdo, o emblocado celular
vem oportunizando um auxilio importante, mesmo que em casos isolados. A confirmacdo de
neoplasia em casos que o esfregaco ¢ inconclusivo; a defini¢cdo de sitio primario, através de
estudo imuno-histoquimico, em emblocados celulares de derrames pleurais ou asciticos
neoplasicos em pacientes que ndo podem ser submetidos a investigacdes mais invasivas
(inclusive a determinagdo do sitio primario em um caso de paciente com derrame pleural
metastatico cuja lesdo e seu carater neoplasico eram ignorados e que ndo poderia prosseguir a
investigacdo por ter evoluido a 6bito); um emblocado celular de um paciente com carcinoma
de pulmao que foi utilizado para testes moleculares por causa que as bidpsias cirargicas de
tecido tumoral coletadas ndo ofereciam celularidade adequada; entre outras, foram situacdes
que demonstraram a utilidade diagnostica da técnica, ndo s6 para os citopatologistas, mas
também para as equipes assistenciais clinicas e cirtirgicas. Mesmo assim, em muitos casos,
por conhecer as dificuldades técnicas e a necessidade de tempo para confeccionar o
emblocado celular, as equipes assistentes optam por prosseguir a investiga¢do por meios mais
invasivos, principalmente com o objetivo de acelerar a obtencdo do diagndstico.

Infelizmente, a confecc¢do de emblocados celulares ndo pode se tornar rotina por
motivos de ordem financeira também. O SUS e os convénios pagam pelo emblocado celular,
cujo processamento demanda um trabalho complexo e bastante demorado, o mesmo valor
pago por uma bidpsia cujo processamento ¢ extremamente simples e rapido, demandando

muito menos esforgo.
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4 USOS PARA IMUNO-HISTOQUIMICA E BIOLOGIA MOLECULAR

A grande maioria dos pacientes com carcinoma de pulmao de células nao-pequenas
(NSCLC) nao requer dissecgao cirtirgica por causa do estadio avangado em que a doenca esta
no surgimento de sintomas ou outros achados clinicos que levantem a suspeita e possibilitem
a investigagdo para o diagndstico. Por esta razdo, os unicos espécimes disponiveis para estes
pacientes sdao frequentemente representados por pequenas amostras citoldgicas ou
microbidpsias histologicas. Por outro lado, um diagndstico acurado e preciso (isto ¢, o
reconhecimento se ¢ benigno ou maligno, se lesdo primaria ou metastatica, e o subtipo do
NSCLC), junto a determinagdo dos marcadores preditivos, ¢ mandatério para a selegdo do
tratamento. Ou seja, a principal preocupacdo ¢ maximizar a coleta de informacdes do
espécime disponivel.

Embora fazer diagnosticos em amostras pequenas possa ser facil (em casos com
caracteristicas morfoldgicas de adenocarcinoma ou carcinoma de células escamosas), em
muitos casos de cancer pouco diferenciados ou indiferenciados, a morfologia ndo permite uma
classificagdo mais precisa e o termo, desencorajado, carcinoma de pulmdo de células ndo
pequenas, sem outras especificagdes precisa ser usado. Entretanto, os avangos terapéuticos
requerem uma precisa subtipagem histologica. Nesses casos o uso de imuno-histoquimica ¢é
recomendada, pois, alguma diferencia¢ao residual escamosa ou adenoide pode permitir o

refinamento diagnostico.

4.1 IMUNO-HISTOQUIMICA PARA CARCINOMAS DE PULMAO DE CELULAS
NAO-PEQUENAS

Virios biomarcadores e algoritmos diagnosticos tem sido descritos e sugeridos para a
subtipagem do NSCLC, mas observa-se que o uso de um pequeno painel de 2 a 4 marcadores
(TTF1, Napsin A, p40 e CK5/6 ou CK7) reduzem largamente a proporcao de casos em que o
diagnodstico da subtipagem pode ser definido®. Esta é uma redugdo importante, pois se sabe
que os carcinomas pouco diferenciados morfologicamente com um perfil imuno-histoquimico
de adenocarcinoma apresentam a mesma sobrevivéncia geral que os demais casos de
adenocarcinoma® .Estudos demonstram que emblocados celulares produzidos com material
obtido por EBUS-TBNA tem fornecido material suficiente para a obtengdo do subtipo

histologico bem como para a realizagdo dos testes moleculares®.
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4.2 TESTES DE BIOLOGIA MOLECULAR PARA CARCINOMAS DE PULMAO
DE CELULAS NAO-PEQUENAS

Além disso, o aumento na precisdo da caracterizagdo do perfil molecular do cancer de
pulmdo tem levado a descoberta de varios genes que podem ser alvos de drogas. E ¢ uma
questdo de fato, pacientes com mutagdes oncogénicas que receberam terapia alvo tem maior
sobrevida do que aqueles que nao receberam ou que ndo possuiam mutacdes identificaveis
nos testes empregados. Entretanto, sabe-se que apds um periodo inicial de resposta a terapia, a
neoplasia desenvolve mecanismos de resisténcia, através de novas alteragdes genéticas®.
Atualmente, ja se observa que agentes com alvo em moléculas especificas ou células de
sinalizagdo de cascatas moleculares, como os inibidores da tirosinaquinase do receptor do
fator de crescimento epidérmico (EGFR) e os inibidores da quinase do linfoma anaplésico
(ALK), ja& se tornaram padrdo no tratamento dos pacientes com carcinoma de pulmado
avancado.

A terapia de primeira linha com inibidores da tirosinaquinase do EGFR (erlotinib,
gefitinib e afatinib, entre outros) significativamente prolongam a sobrevivéncia livre de
progressdo de doenga e estdo associados a maior taxa de resposta tumoral, quando
comparados a quimioterapia, em pacientes com mutagdo para EGFR*. Resultados similares
tem sido relatados com terapias de inibidores do ALK (crizotinib, ceritinib e alectinib, entre
outros), para pacientes com rearranjo do ALK* [Figura 15].

A taxa de adequa¢do do EBUS-TBNA para andlise molecular depende de alguns
fatores: pequeno tamanho da amostra, necrose tumoral, amostragem de micrometéstases
nodais e contamina¢ao de amostras com sangue ou células bronquicas. Porém, varios estudos
tém demonstrado que a maioria das andlises moleculares podem ser feitas rotineiramente de

amostras obtidas por EBUS-TBNA com taxas de sucesso entre 89-98%".
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Figura 15 - Caso de adenocarcinoma de pulmao com determinagdo de ALK. (A) Esfregacodo espécime
mostrando células epiteliais neoplasicas arranjadas em estruturas pseudo-papilares (MGG, X200). (B) Imagem
do emblocado celular exibindo grande quantidade de tecido neoplasico de adenocarcinoma (hematoxilina e
eosina, X100). (C) Imuno-histoquimica para ALK mostrando maioria de células com escore de intensidade
moderado (2+) e algumas células com intensidade alta(3+) (Imunocoloragdo, X200). (D) rearranjo do ALK foi

B B confirmado 'Pela andlise do FISH (FLUOrocromo, X1000).
A X f‘-;_ 'ﬁ’o :‘nﬁrﬂ.” o, u' ".:

Fonte: Righi, et al., 2017.

4.3 0 CUSTO E A ACESSIBILIDADE AS TECNICAS DE DIAGNOSTICO
MOLECULAR E AS DROGAS ALVO

Numericamente, observa-se que em muitos paises, inclusive de terceiro mundo, tem-se
difundido o acesso aos testes moleculares, variando de 43%, Brasil, até 85%, Taiwan*
Entretanto, identifica-se significativa variacdo nos padrdes de tratamento e desfechos de
sobrevivéncia®.

Os tratamentos sistémicos com drogas alvo estdo integradas ao cuidado clinico do
cancer e apresentam comprovado efeito terapéutico. Mas seu alto custo, que pode superar cem
mil dolares norte-americanos por ano, por paciente, aliados a alta prevaléncia das doengas e a

expansdo das indicagdes implicam um custo cada vez mais elevado. Este custo tem alto
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impacto na sustentabilidade dos sistemas de saude e, naqueles paises que ndo oferecem um
sistema de saude acessivel para a populag¢do, nas finangas pessoais dos pacientes™.

Assim, o alto custo das novas terapias implicam um importante obstaculo para garantir
o0 acesso equitativo dos testes moleculares e das drogas alvo para o maximo de pacientes que
delas possam se beneficiar. Enfrentar a desigualdade de acesso e garantir a sustentabilidade
dos sistemas de saude, ou minorar o impacto nas financas pessoais dos pacientes, ¢ um
desafio a ser superado pelo esfor¢o conjunto da classe médica, empresas, pacientes e gestores,

e cuja solugdo ainda nao ¢ vislumbrada no horizonte.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

O cancer de pulmao ¢ uma das neoplasias mais frequentes e mais agressivas, sendo
normalmente diagnosticado em estadios avancados quando os tratamentos cirurgicos sao
fateis e até nocivos. O uso do EBUS-TBNA, por sua vez, ¢ um método coerente com os
novos paradigmas da medicina atual, que busca diagndsticos e tratamentos com intervencdes
menos invasivas, com menor custo € mais seguras, sendo assim o mais adequado para o
diagndstico e estadiamento do cancer de pulmao. As principais dificuldades para a
popularizagdo da técnica sdo de ordem financeira, ou seja, o pagamento adequado dos
profissionais envolvidos, a compra e manutencao da aparelhagem e a compra de insumos,
especialmente as agulhas.

O numero de testes, imuno-histoquimicos e de biologia molecular, aplicaveis ao
carcinoma de pulmdo ¢ crescente, transformando a pratica do patologista, que devera obter
mais resultados diagndsticos € moleculares, com cada vez menos material. Nesse contexto, o
uso do EBUS-TBNA e do emblocado celular pode satisfazer essa exigéncia com seguranga ¢
eficiéncia. Entretanto, como ja foi discutido no texto, o alto custo das novas drogas impede
um acesso igualitario a elas. Portanto, essa deve ser uma preocupagdo ndo s6 da classe médica
como de toda a sociedade.

Certamente, as demandas das equipes assistentes do Hospital de Clinicas de Porto
Alegre estimulardo esforcos para a introducdo de novas técnicas para a confec¢do do
emblocado celular que contemplem as dificuldades atualmente enfrentadas principalmente
quanto a tempo de processamento, demanda de mao-de-obra, melhor rendimento em amostras
com menor celularidade e aplicabilidade em liquidos que ndo possuam propriedades
coagulativas proprias. Ao mesmo tempo, o emblocado celular necessitard de codificacio
propria nas tabelas de procedimentos médicos, visando o pagamento proporcional ao seu
custo e a economia em procedimentos mais invasivos que sua aplicacdo permite. Essa medida
¢ essencial para justificar o investimento em técnicas mais rapidas e confidveis, ndo s6 em
hospitais universitarios, mas também em laboratdrios de patologia privados.

Entre as possibilidades de trabalhos futuros que o desenvolvimento desta pesquisa nos
permitiu enxergar, podemos citar a avaliagdo do ganho diagnodstico obtido no Hospital de
Clinicas de Porto Alegre, com a ampliagdao da confeccao e uso de emblocados celulares. Outro
trabalho importante ¢ avaliar impacto da avaliagdo rapida no local (ROSE) em diferentes

cenarios de coleta de materiais diagndsticos para citologia.
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