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Objetivos: Avaliar prospectivamente derrames pleurais benignos e malignos através de comparacdo dos resultados da
citopatologia convencional com a ploidia de DNA analisada por citometria de fluxo com o objetivo de esclarecer o valor
desta ultima na diferenciacio entre derrames benignos e malignos. Casuistica e métodos: 26 amostras de derrames
pleurais de pacientes adultos foram colhidas por toracocentese e os liquidos pleurais analisados através de citopatologia
convencional e andlise de conteudo de DNA por citometria de fluxo. O diagndstico etioldgico foi confirmado por exame
anatomopatolégico de bidpsias pleurais em todos os casos. Dez amostras foram excluidas por problemas técnicos,
restando 16 para andlise. Resultados: Havia 13 derrames malignos e 3 benignos. A citopatologia revelou 9 exames
positivos para a malignidade e 7 benignos (4 falso-negativos). A citometria de fluxo revelou conteido de DNA euploide
nos 3 derrames benignos (valor preditivo positivo e especificidade de 100%) e em 8 derrames malignos (sensibilidade
de 38,4%, valor preditivo negativo de 27,2%). A citopatologia revelou especificidade de 100%, sensibilidade de
69,2%, valores preditivos positivo de 100% e negativo de 42,8%, respectivamente. Conclusdes: Na diferenciacdo
entre derrames benignos e malignos, a baixa sensibilidade e o valor preditivo negativo da citometria de fluxo em
relagdo a citopatologia convencional nesta amostra limitaram a utilidade do método ao achado da presenca de
contetudo de DNA eupldide em derrames benignos. (J Pneumol 1999;25(3):153-158)

A prospective study of pleural effusions through
analysis of DNA ploidy by flow cytometry

This is a prospective study of benign and malignant pleural effusions carried out to determine the diagnostic yield
of standard cytopathology compared to findings of DNA ploidy obtained by flow cytometry. Twenty-six samples of
pleural effusion obtained by thoracocentesis were analyzed by cytopathology and flow cytometry. Final diagnosis
was confirmed in all instances by histopathology of pleural biopsies. Ten samples were excluded from the analysis
due to technical reasons, and the remaining 16 were used in the study. There were 13 malignant and 3 benign
pleural effusions. Cytopathology revealed 9 malignant effusions and 7 benign effusions (4 false negatives). Flow
cytometry findings have shown euploid DNA content in all 3 benign effusions (positive predictive value and
specificity of 100%) and in 8 malignant effusions (positive value and specificity of 100%) and in 8 malignant
effusions (sensitivity of 38.4% and negative predictive value of 27.2%). Cytopathology showed specificity of 100%,
sensitivity of 69.2%, and positive and negative predictive values of 100% and 42.8%, respectively. The authors
concluded that in this study the low sensitivity and negative value of flow cytometry in comparison to conventional
cytopathology have limited the usefulness of flow cytometry to the finding of euploid DNA
contents in benign pleural effusions.
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INTRODUCAO

Os derrames pleurais permanecem dentre as entidades mais
comumente encontradas na pratica da cirurgia toracica e
pneumologia. Os métodos de investigacdo diagnostica estdo
consolidados e incluem, além da anamnese, exame fisico e
radiologia, a toracocentese com analise bioquimica, bacte-
riologica, micoldgica e citopatoldgica do liquido. A bidpsia
pleural, seja por agulha, ou dirigida por via toracoscopica,
situa-se dentre os métodos mais sensiveis para o diagnéstico
etiolégico do derrame pleural. Os derrames pleurais neopla-
sicos estdo entre as formas mais comuns de derrames exsu-
dativos encontrados na pratica clinica, representando entre
449% e 77% dos casos"?. Nesse particular, a andlise citopa-
toldgica do liquido pleural desempenha papel fundamental
no diagndstico; entretanto, a positividade da citopatologia
para neoplasia pode variar entre 40% e 87% dos casos®.
Essa variabilidade depende da natureza e localizacdo do tu-
mor primario, bem como da qualidade da amostra obtida e
experiéncia do citopatologista. Portanto, mesmo em condi-
¢Oes ideais, havera derrames neoplasicos que ndo serdo diag-
nosticados pela citopatologia. Varios métodos complemen-
tares tém sido propostos para aumentar a acuracia diagnos-
tica no caso dos derrames neoplasicos. Dentre esses, a ana-
lise da ploidia de DNA através da citometria de fluxo tem sido
considerada como método complementar na diferenciacio
entre derrames benignos e malignos¥, uma vez que permite
rapida e precisa avaliagdo quantitativa de grande numero de
células tumorais, através de indices que medem o conteudo
de DNA intracelular. A utilizagdo desse método como adju-
vante da citopatologia visa aumentar a acuracia diagnostica,
sobretudo nos casos falso-positivos ou falso-negativos.

O objetivo deste estudo foi o de avaliar prospectivamente
uma seqiiéncia de derrames pleurais malignos e benignos,
comparando-se os achados da citopatologia convencional com
a citometria de fluxo, usando-se a histopatologia das bidp-
sias pleurais como padrdo aureo, no intento de esclarecer o
valor diagndstico da citometria de fluxo no que tange ao con-
teudo de DNA intracelular no liquido pleural.

MATERIAL E METODOS

Foram analisados 26 derrames pleurais de diversas etiolo-
gias, obtidos de pacientes adultos de ambos os sexos, idade
média de 43 anos, num periodo de 24 meses (entre 8/95 e
7/97). Devido a heterogeneidade dos métodos de conserva-
¢do do material, foram excluidas dez amostras que haviam
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sido testadas a fresco no mesmo dia, pois os tempos de pro-
cessamento diferiram em varias horas, causando alteracGes
significativas da morfologia celular. Portanto, foram inclui-
das nesta analise apenas as 16 amostras congeladas em ni-
trogénio liquido e preservadas a —80oC. O material foi obtido
por toracocentese, anticoagulado com heparina (1.000U/
L), rotulado e dividido para citopatologia e citometria de flu-
Xxo0. O processamento seguiu o protocolo da Becton-Dickin-
son (Cycle Test Plus DNA Reagent Kit). As amostras e pa-
drdes internos obtidos para a citometria de fluxo nao anali-
sadas no mesmo dia foram conservados a -800C, uma vez
que se tem demonstrado que as amostras podem ser conser-
vadas dessa maneira até por cinco anos, sem alterar seus
histogramas de DNA®. O liquido pleural foi centrifugado a
2.000 rotagdes/minuto em centrifuga clinica por dez minu-
tos a temperatura ambiente. A preparagido da suspensdo de
células foi feita em tampio citrato (citrato de sodio, sucrose
e dimetilsulfoxido) e congelada em tubos de polipropileno
(38 x 12,5mm), através da imersdo desta mistura em gelo
seco e etanol (-80nC). Antes do processamento, as amostras
foram descongeladas em banho-maria a 370C. Para cada
amostra, trés tubos foram assim preparados: um tubo com
padrdo interno contendo 0,5 x 10° linfécitos do sangue pe-
riférico; um tubo com a suspensdo de células do liquido pleu-
ral (0,5 x 10°) em tampdo citrato acrescido de 0,25 x 10° de
linfocitos normais do sangue periférico; um tubo com uma
aliquota de 0,5 x 10° células de liquido pleural. Todos os
tubos foram entdo incubados com tampido contendo tripsina
e espermina, seguido de incubagdo com inibidor da tripsina
e ribonuclease A e, posteriormente, com iodeto de propidio.
Todas as incubac¢des foram realizadas a temperatura ambien-
te por 10 minutos ao abrigo da luz. As leituras foram realiza-
das em citometro de fluxo B-D Facs Scan e analisadas nos
programas Ce// Fit e Multicycle AV. Os histogramas obtidos
demonstraram as populagdes celulares analisadas diferencian-
do populacdes euploides de aneupldides pela presenca de
mais de um pico e sua relacdo com o indice de DNA. Este
pode ser representado pela seguinte férmula:

taxa de GO/G1 da populacdo celular examinada

taxa de GO/G1 da populacio diploide de referéncia

As Figuras 1 e 2 representam os histogramas de popula-
¢cbes celulares eupldide e aneupldide, respectivamente.

A histopatologia da pleura foi obtida em todos os casos e
o diagnostico etioldgico esclarecido com base na anatomo-
patologia e demais evidéncias clinicas e exames complemen-
tares.
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Figura 1 - Histograma representando populacdo celular com conteu-
do de DNA eupldide

Andlise estatistica computadorizada dos resultados obti-
dos no citdbmetro foi realizada automaticamente pelo progra-
ma Verify (Software House Inc., EUA). Sensibilidade, espe-
cificidade e valor preditivo positivo e negativo foram calcula-
dos para citopatologia e citometria de fluxo com ploidia de
DNA.

es estudados, 13 apresentavam neo-
histopatologia das bidpsias pleurais,
© outros locais (e.g., linfonodos e ou-
5). Os trés derrames ndo neoplasicos
tuberculose, um derrame secundario

a cinjdse hepatica com ascite (cuja histopa-
tolodip revelfira pleurite cronica inespecifi-
ca) e[ gm pr disso inflamatorio pleural ines-

T Tpediticd. ATrddjograflaTdo torax em posigdo

Figura 2 - Histograma representando populacdo celular com conteu-
do de DNA aneupldide

sugestivas de mesotelioma, impressdo esta que nao se con-
firmou apos nova coleta e reandlise citopatoldgica, que afir-
mou o diagndstico de benignidade. As mesmas amostras
analisadas por citometria de fluxo revelaram conteudo eu-
pléide. Quanto aos métodos diagnosticos, dentre os 16 pa-
cientes submetidos a citopatologia convencional, 9 apresen-
taram exame citopatoldgico positivo para células malignas e
7 foram negativos. Nesse mesmo grupo, as amostras anali-
sadas pela citometria de fluxo revelaram 5 aneuploidias e 11
apresentaram-se eupldides. Os achados da citopatologia, bidp-
sias e citometria estdo descritos na Tabela 1. Nos trés derra-
mes ndo neoplasicos, a citometria de fluxo demonstrou con-
teudo de DNA eupldide em todos. Na deteccdo de neoplasia,
a sensibilidade e especificidade, bem como valores preditivos

TABELA 1

Resultados da citopatologia, citometria de fluxo e histopatologia das biopsias

ortditatica id&Mificou Herrame pleural em

todos os pacientes. Os derrames foram uni- Caso Citopatologia Citom. fluxo Histopatologia
laterais em 13 e bilaterais em trés casos. - , - .
. 1 Positivo céls. malignas Aneuploide Sarcoma

Apenas um paciente apresentava derrame 2 Benigno Aneuploide Carcinoma epidermdide
septado. Dentre as neoplasias malignas diag- 3 Positivo céls. malignas Aneupldide Adenocarcinoma
nosticadas, o adenocarcinoma e o carcino- 4 Benigno Eupléide Carcinoma epidermoide
ma epidermc’)ide de pu]méo foram as mais 5 Benigno Euploide Carcinoma epiderméide
freqiientes. O adenocarcinoma de mama foi 6 Positivo céls. malignas Euploide Carcinoma epidermdide
encontrado em dois casos e houve um caso 7 Positivo céls. malignas Euploide Adenocarcinoma
de sarcoma de pulméio. Dentre os diagnds- 8 Ben.igno , . EUpk:)?de Caminoma.epidﬂméide
R . 9 Positivo céls. malignas Euploide Adenocarcinoma
ticos de derrame benigno, houve um caso 10 Benigno Eupldide Pleurite cronica inespecifica
de tuberculose, um de cirrose criptogénica 1 Benigno Eupléide Tuberculose
(cuja bidpsia pleural revelou pleurite croni- 12 Positivo céls. malignas Aneuploide Adenocarcinoma
ca inespecifica) e um infiltrado inflamatdrio 13 Positivo céls. malignas Aneuploide Adenocarcinoma
inespecifico na biépsia pleural, cuja citopa- 14 Positivo céls. malignas Euploide Adenocarcinoma
tologia num primeiro exame havia sugerido 15 Positivo céls. malignas Euploide Adenocarcinoma

16 Benigno Euploide Infiltrado inflamatorio

a presenca de células mesoteliais atipicas
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TABELA 2
Sensibilidade, especificidade e valores preditivos positivos e
negativos da citopatologia e citometria de fluxo (ploidia de DNA)

Avaliacio/método Citopatologia Citometria fluxo
Sensibilidade 69,2% 38,4%
Especificidade 100% 100%
Valor preditivo positivo 100% 100%

Valor preditivo negativo 42,8% 27,2%

Sensibilidade = (positivos verdadeiros/positivos verdadeiros + falso-negativos) x 100
Especificidade = (negativos verdadeiros/negativos verdadeiros + falso-positivos) x 100

Valor preditivo positivo = (positivos verdadeiros/positivos verdadeiros + falso-positivos) x 100
Valor preditivo negativo = (negativos verdadeiros/negativos verdadeiros + falso-negativos) x 100

positivo e negativo da citopatologia e citometria de fluxo,
estdo descritos na Tabela 2.

DiscussAo

Do mesmo modo que o gene supressor p53 ¢ a anomalia
de DNA mais comum nas células tumorais, as aneuploidias
(qualquer niimero de cromossomos que ndo seja multiplo de
23) séo o achado citogenético usual. A determinacdo do con-
teudo de DNA de células é feita por citometria de fluxo. A
citometria de fluxo consiste na medida de algum parametro
intracelular, por exemplo, o conteido de DNA ou de outra
proteina, célula a célula, de uma populacdo de células em
suspensdo. Os componentes dessa técnica incluem: um fei-
xe de luz /aser que permite a dosagem de grande numero de
células em um periodo curto de tempo e de anticorpos mo-
noclonais marcados com fluorocromos. Nesse método, os
nucleos preparados de tecidos tumorais sdo impregnados com
um corante fluorescente que se liga ao DNA, tal como o iode-
to de propidio. A andlise da citometria de fluxo possibilita
que sejam definidas as varias fases do ciclo celular. A aneu-
ploidia é avaliada pelo conteudo de DNA das fases GO/G1 da
célula em relacdo ao contetido de DNA das células normais
dipldides. As populacdes aneupldides sdo representadas gra-
ficamente como picos separados do pico normal dipldide
durante o processo de leitura dos resultados no computador.

A andlise do conteudo de DNA por citometria de fluxo ¢é
realizada em uma suspensao de nucleos celulares. Para tan-
to, € indispensavel que os componentes celulares estejam
intactos, o que nem sempre ocorre com amostras frescas, na
dependéncia do intervalo de tempo que transcorre entre a
obtencdo das amostras e sua preparagdo para a leitura no
citdbmetro. No inicio de nossa experiéncia com o método,
observamos que o fator tempo em amostras de liquido pleu-
ral frescas alterava significativamente a qualidade e uniformi-
dade dos resultados e, a exemplo de andlise de liquido asciti-
co, optamos pelo congelamento imediato das amostras e
analise ulterior. No processamento do material, os nucleos
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limpos foram obtidos na primeira etapa pela combinacdo de
um detergente nao idnico a tripsina. Para complementar, a
tripsinizagdo aumenta a fluorescéncia de nucleos com densa
cromatina, como granuldcitos, provavelmente por eliminar
algumas proteinas cromossémicas. A espermina foi essen-
cial para a estabilidade de nucleos néo fixados durante a trip-
sinizacdo. A segunda etapa do processo envolve o tratamen-
to com RNAase evitando a ligacdo com a dupla fita de RNA.
Nessa etapa adiciona-se um inibidor da tripsina, porque a
atividade da tripsina apds a adicdo do iodeto de propidio (P1)
resulta em nucleos instaveis. Na Ultima etapa adiciona-se o Pi
e aumenta-se a concentracdo de espermina para melhorar a
estabilidade dos nucleos. O I liga-se a fita dupla de acido
nucléico por intercalacdo®.

As aplicagdes da citometria de fluxo em oncologia clinica
sdo multiplas, podendo ser utilizada para diagnostico e prog-
nostico dos tumores, expressio de receptores hormonais,
de fatores de crescimento ou diferenciagdo, bem como para
a avaliagdo de diferentes modalidades de tratamento.

Os tumores sdo divididos, em geral, em dois grupos em
relacdo a sua ploidia: os tumores com quantidade normal ou
“diploide de DNA”, e os tumores com conteudo anormal ou
“aneuploide (ndo dipldide) de DNA" Verifica-se, pois, que a
ploidia dos tumores é definida pela quantidade de DNA relati-
va a quantidade normal. O indice de DNA pode ser definido
pela relacdo descrita anteriormente.

Tumores com populagdo dipléide em DNA tém o valor do
indice de DNA de 1,00 por convengdo, ao passo que os tu-
mores com valores menores que 1,00 sdo ditos hipodipldi-
des e os tumores com valores em excesso sdo designados
hiperdipléides”. Mais recentemente, determinou-se que nio
mais seria utilizada a terminologia acima descrita (hipodiploi-
de, etc.) em estudos citométricos, substituindo-a pelas deno-
minacdes “eupldide” e “aneupldide” apenas®. O método imu-
nocitoquimico em lamina de microscopia tem melhores pro-
babilidades de identificar heterogeneidade de diferentes areas
de um mesmo tumor®. Ja o método de citometria de fluxo
avalia um nimero muito maior de células, propiciando a con-
tagem aleatdria das mesmas e a ploidia dos tumores(.

Até recentemente, o fator que detinha o avango da cito-
metria era a necessidade de lidar com o tecido fresco nao
fixado. Entretanto, Hedley ef a. desenvolveram um méto-
do de citometria de fluxo com uso de material fixado em
parafina, em vez de tecido fresco. Outra contribuicdo essen-
cial foi o uso da tripsina, para que ocorra maior dissociagdo
na populacdo celular do tumor('?, Esses fatores associados
possibilitaram o uso da citometria de fluxo no auxilio do diag-
nostico patoldgico. A associacdo entre anormalidades cro-
mossdmicas na presenga de neoplasias malignas ¢ hoje bem
estabelecida. A aneuploidia consiste em pardametro funda-
mental para o prognostico de alguns tumores sélidos. A lite-
ratura tem demonstrado a correlagdo entre o indice de DNA e
a sobrevida em pacientes portadores de carcinoma brénqui-
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co de pequenas células. Estudos de Trindelli-Danesi ef a/("
demonstraram que os tumores malignos de pulmio sdo es-
sencialmente aneuploides em DNA (96% dos 101 casos estu-
dados). Ao estudar 77 pacientes submetidos a ressecgio, esses
autores encontraram correlacdo entre o indice de DNA e a
sobrevida pds-operatdria, que era superior em casos com
indice de DNA entre 1 e 2, quando comparados com os com
1 ou maiores do que 2. Filderman et alU'”? observaram que
os tumores dipldides em carcinoma brénquico estagio 1 pos-
suiam sobrevida em cinco anos superior a dos tumores aneu-
ploides do mesmo estagio (77% versus 42%, respectivamen-
te). Outros trabalhos que analisaram retrospectivamente pe-
cas em parafina também demonstraram que a maioria das
neoplasias pulmonares era de aneupldides em DNA e que,
neste casos, relacionavam-se a uma sobrevida menor quan-
do comparadas com os tumores de conteudo dipldide('’3),
Estudos utilizando tecido fresco (ndo fixado ou incluido) de-
monstraram que pacientes portadores de carcinoma brén-
quico de pequenas células com contetudo diploide apresenta-
vam sobrevida mais longa quando comparados com os pa-
cientes com o mesmo tipo histolégico, porém cujo contetido
era aneupldide(*', O valor diagnostico da ploidia de DNA
nos derrames pleurais foi considerado impreciso em estudo
anterior'), Mais recentemente, seu rendimento melhorou
consideravelmente com a modernizacdo dos equipamentos
e software para analise, tendo sido utilizada com sucesso
por alguns autores®'” na diferenciacdo entre derrames neo-
plasicos com citopatologia falso-negativa.

0 derrame pleural é uma patologia freqliente na pratica
médica, necessitando elucidacido diagnostica para definigcdo
da conduta terapéutica. O exame citopatologico dos derra-
mes pleurais foi e tem sido o método de escolha, por ser
pratico e objetivo, e cujo rendimento se traduz em positivida-
de média situada em torno de 60 a 80%. Resultados falso-
negativos e ocasionalmente falso-positivos podem ocorrer
devido a dificuldades na diferenciacdo entre células neoplasi-
cas de células mesoteliais anormais e macréfagos sedimenta-
dos. A andlise do conteudo cromossdmico das células conti-
das no liquido pleural através de estudo de ploidia de DNA
pela citometria de fluxo tem sido apontada por alguns auto-
res como um importante recurso adjuvante no diagndstico
dessas anormalidades(>'®19, O diagnostico de derrames pleu-
rais neoplasicos, através da citometria de fluxo em combina-
¢do com a citopatologia, como demonstrado por Huang et
al¥, possuia especificidade de 100%, sensibilidade de 94%
e valor preditivo positivo de 100%. Mais recentemente, os
mesmos autores('” analisaram 71 derrames pleurais (38 com
doengas benignas e 33 com adenocarcinoma de pulmio) e
demonstraram que todos os derrames benignos possuiam
conteudo nuclear eupldide de DNA, fato este que se confir-
mou em nosso estudo. Ja com respeito aos derrames malig-
nos, os mesmos autores encontraram 52% de aneuploidia,
enquanto nosso estudo apresentou 38,4% de derrames aneu-
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ploides (5 em 13 casos) dentre as neoplasias malignas diag-
nosticadas histopatologicamente. Carrilo ef a.?” também
encontraram conteudo eupldide em todos os derrames be-
nignos analisados. Quando esses autores analisaram os der-
rames malignos diagnosticados pela citopatologia, a cifra de
aneuploidia foi de 35%, algo inferior ao que encontramos no
presente estudo nas mesmas condicoes (44%, ou seja, 4 em
9 casos). Nossos resultados falso-negativos com a citometria
de fluxo (72%, ou seja, 8 em 11 casos) sdo similares aos
achados de Hedley et a/.”. O indice elevado de falso-negati-
vos torna evidente que a citometria de fluxo ndo constitui
método de escolha para a triagem no diagndstico de derra-
mes pleurais, cujo padrdo aureo permanece sendo a citopa-
tologia. Em contrapartida, a especificidade de 100% que en-
contramos nesta pequena amostra analisada, a qual € repro-
duzida por outros autores na literatural”.'®2) corrobora o
fato de que, na auséncia de resultados falso-positivos, o mé-
todo é mais confidvel quando o conteudo de DNA no material
for eupldide na presenga de derrame benigno. No caso 16 o
achado citopatoldgico inicial de atipia mesotelial sugestiva
de mesotelioma, cuja andlise de uma segunda amostra foi
diagndstica para benignidade, possuia conteudo de DNA eu-
pléide em ambas. A bidpsia pleural por toracoscopia confir-
mou tratar-se de processo inflamatdrio benigno. A utilidade
da citometria de fluxo nos mesoteliomas € limitada, uma vez
que foi demonstrado por Burmer et a/.?? que 65% dos 46
casos de mesoteliomas estudados pelos autores continham
DNA eupldide em contraposicdo aos 85% dos casos de tumo-
res malignos ndo mesoteliais cujo contetido fora aneupldide.
Recentemente, outros métodos tém sido propostos para
aumentar o rendimento da citometria de fluxo nos derrames
pleurais. Sikora ef al?® encontraram aneuploidia em 640
dos casos de derrames neoplasicos e contetdo dipldide em
todos os derrames benignos, perfazendo especificidade tam-
bém de 100%. Os autores testaram parametros adicionais a
ploidia de DNA na citometria de fluxo, tais como a determi-
nacdo da fase S, indice de DNA e a expressdo de antigeno Ki-
67. Concluiram que este uUltimo possuia a melhor sensibilida-
de (929%, comparado com os 80% da citopatologia) e manti-
nha correlacdo fortemente positiva com a presenca de popu-
lacdo aneupldide, sugerindo sua utilizagdo como adjuvante a
ploidia de DNA para incrementar o rendimento do método
na deteccdo de malignidade nos derrames pleurais.
Concluimos que, nesta pequena amostra estudada, a cito-
metria de fluxo pode representar um recurso adicional na
avaliagcdo diagnostica dos derrames pleurais. Entretanto, no
que tange a diferenciacdo entre derrames benignos e malig-
nos, a baixa sensibilidade da andlise de ploidia de DNA por
citometria de fluxo em relagdo a citopatologia convencional
nesta amostra limita a utilidade do método. Atualmente, ao
contrario do que alguns autores tém demonstrado na litera-
tura, a utilidade do método restringe-se a presenca de eu-
ploidia em derrames benignos. Estudos futuros com amos-
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tras mais expressivas se fazem necessarios para que essas
impressoes se confirmem.
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