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RESUMO

O cancro do pulmao ¢é a neoplasia mais frequente no sexo masculino
nos paises da U.E., mostrando actualmente tendéncia crescente em todos
0s paises. O cancro do pulmao ¢ a maior causa de morte por neoplasia,
tanto na E.U. como nos E.U.A. A sobrevida é geralmente curta, sendo a
maioria dos doentes diagnosticados em fases avan¢adas da doenca,
dificultando a decisao terapéutica. Para estabelecer a opgao terapéutica
héd necessidade de conhecimento mais aprofundado dos factores que
podem influenciar a sobrevida, néo s6 relativos ao doente, mas também
em relagio ao proprio tumor.

O presente estudo insere-se numa avaliacao prognéstica global,
incluindo caracteristicas do doente e do tumor. Na avaliacido das
caracteristicas do tumor utilizamos citometria de fluxo (FCM) que
permite avaliar o conteiido e o indice do ADN e a fracgao de células em
Fase-S. As amostras a processar sao colhidas por técnicas diagndsticas
(biopsia, escovagem e lavagem bronquicas, biopsia aspirativa transtora-
cica - BAT e aspirado ganglionar), sendo utilizado no processamento o
material restante, apos ter sido obtido o diagnéstico. Pretendemos nesta
investigacio preliminar definir um controlo de qualidade dos espécimes
a processar por FCM em relacio 4 presenca ou nao de células neopldsi-
cas, através de um rastreio citolégico. Por outro lado, verificar se é
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exequivel utilizando amostras tio exiguas obter resultados de FCM
fidveis. Estuddmos 78 doentes suspeitos de terem neoplasia maligna do
pulmio. S6 nos 43 em que se provou existir neoplasia maligna se
procedeu a realizagdo de FCM. Obtivemos resultados avalidveis de FCM
em 62% (27/43). As técnicas de colheita mais rentdveis, apés rastreio
citolégico, foram a biopsia brénquica (76%) e a escovagem bronquica
(100%). Encontramos uma deficiente rentabilidade utilizando a BAT
(31%). A citologia é um bom método de selecgio para espécimes colhidos
por biopsia bronquica e escovagem brénquica. A utilizacdo desta
metodologia parece-nos um bom método de controlo de qualidade para

seleccionar amostras para realiza¢do de FCM.

INTRODUCAO

O cancro do pulmado (CP) € no sexo masculino, a
neoplasia maligna mais frequente nos paises da Unido
Europeia (UE); no feminino, ¢ muito inferior, embora
mostre tendéncia crescente em todos os paises (1).

A sobrevida é na generalidade curta, encontrando-
se a maioria dos doentes em estadios avangados na
altura do diagnéstico. Esta situagdo dificulta a escolha
da opgdo terapéutica. S6 30% dos doentes s3o potenciais
candidatos a cirurgia, e s6 um numero significativa-
mente inferior serd considerado como "curado" apos
tratamento cirtirgico (2). Os restantes doentes, que sdo
a maioria, tém limitadas perspectivas terapéuticas e
portanto prognoéstico mais sombrio. Ha necessidade
de definir o risco-beneficio dos tratamentos disponi-
veis, de forma a determinar qual a sua adequagao a
cada doente em particular. O conhecimento dos
factores prognosticos ¢ elemento importante na, por
vezes dificil, decisdo terapéutica. Os estudos efectua-
dos nesta drea tém, na generalidade, sido sectoriais,
analisando separadamente caracteristicas clinicas ou
biolégicas (3). O estudo global das caracteristicas do
doente e do proprio tumor ¢ do maior interesse pois
permite determinar com mais exactiddo a importancia
de cada caracteristica no prognéstico global.
Reportando-nos a estudos ja efectuados no servigo de
Pneumologia, verificamos que, num grupo de 411
doentes com carcinoma de ndo pequenas células (4) e
idéntico estadiamento, se encontram 25% dos doentes
a sobreviver menos de dois meses (ndo permitindo
avaliar o efeito da terapéutica), 20% a sobreviver dez
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meses e os restantes entre 3 a 7 meses. Esta verifica-
¢ao leva-nos a pensar que caracteristicas clinicas do
doente ¢ biologicas do tumor (para além do tipo
histologio) deverao desempenhar um papel crucial na
histéria natural destas neoplasias pulmonares. O
estudo destas caracteristicas podera assim contribuir
para a avaliagdo dos doentes com carcinoma pulmo-
nar e das respectivas neoplasias e influenciar conse-
quentemente tanto a decisdo terapéutica como o
aconselhamento individualizado.

Ao analisarmos a situagdo geral do cancro do
pulmao, verificamos um crescente aumento da inci-
déncia acompanhado paralelamente pela elevagio da
taxa de mortalidade em face da reduzida eficacia dos
meios terapéuticos disponiveis. Dado que a grande
maioria dos doentes € diagnosticada em fases avanga-
das, foi tentada a detecgdo precoce, contudo, sem
éxito (5). Ha portanto que investir na detecgdo e
estudo dos factores de risco, identificando-os e
tentanto minimizar os seus efeitos. Uma vez instalada
a doenga ¢ necessario decidir qual a melhor op¢io de
tratamento para cada doente tendo em conta as
caracteristicas, tanto do hospedeiro como da neopla-
sia.

Este estudo foi executado na sequéncia de uma

investigagao prospectiva cujo principal objectivo é a

avaliagdo da importincia prognostica de um grande
nimero de caracteristicas clinicas, anatdmicas,
laboratoriais e biol6gicas em doentes com cancro do
pulmdo. As caracteristicas biologicas em estudo sdo
o contetido de ADN das células tumorais, a fracgdo de
células em fase de sintese e a presenga do P, avalia-
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dos por citometria de fluxo (FCM) multiparamétrica.
A contribui¢ao prognostica da FCM esta ainda mal
definida. Problemas de padronizagdo entre os labora-
torios torna dificil comparar os resultados obtidos nas
diferentes séries ja publicadas (6.7,8.9).

Este estudo preliminar resulta da necessidade de
certificar a existéncia: de células neoplésicas em
niimero suficiente nos espécimes a processar. por
citometria ‘de ‘fluxe (FCM). A FCM processara
indiferentemente nicleos de células neoplasicas ou de
células de tecidos normais podendo dai resultar erros
de avaliagio decisivos para a validade da investigagio
em curso.

OBJECTIVOS

Neste estudo pretendemos determinar a eficicia da
CITOLOGIA como método de controlo de qualidade
‘dos espécimes a processar por FCM, relativamente
presenga ou ndo de células neoplasicas. Na colheita
‘das amostras a processar por FCM utilizamos técnicas
de diagnostico correntes: biopsia bronquica (BBR),
lavagem bronquica (LB), escovagem bronquica (EB);
biopsia aspirativa. transtorécica (BAT) ¢ aspiracdo
ganglionar por agulha (AG).

DOENTES E METODOS

Estuddmos 78 doentes com suspeita de cancro do
pulmao de Margo a Dezembro de 1993:

Estes doentes foram submetidos a uma ot mais
técnicas diagnosticas com o objectivo de despistar a
existéncia de neoplasia maligna ‘do pulmao
(BBR.LB,EBBAT ¢ AG), para colheita de espécimes
para diagnostico.

A citologia ¢ utilizada como: procedimento de
rofina no rastreio de células malignas na avaliagao
diagnostica do LB,EB,BAT e AG, pelo que apos ter
sido definido o diagnostico de malignidade usamos o
material restante, ndo preciso para diagnostico, para
ulterior processamento por FCM. No processamento
dos fragmentos de mucosa obtidos por biopsia bron-
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quica incluimos uma técnica de rastreio nao usada na
rotina, o "IMPRINT" em lamina, que permite avaliar
s¢ existem células neoplésicas no material restante
apos estabelecido o diagnéstico e decidir ou ndo o seu
processamento por FCM. O fragmento de tecido
utilizado para efectuar o "IMPRINT" era seleccionas-

‘do do material restante, apésassegmadoedmgnésn-

€. O material a processar por FCM era suspenso
niuma solugao de dimetilsulfoxido a 11% ¢ criopreser-
vado.

Nao foi realizada qualquer técnica invasiva unica-
mente para colhieita de material para processar por
FCM.

Na realizagio da FCM utilizimos um citémetro
Coulter Epic.

A suspensdo nuclear obtida ‘de cada amostra
processada era adicionada de uma referéncia interna
(nticleos de eritréeitos de galinha) do laboratério e era
corada com iodeto de propideo.

Obtiveram-se histogramas representandoo ADN
que foram analisados utilizando um' “software"
especifico de forma a poder determinar o indice do
ADN (ID), divisdo da moda da razao G,/G, as amos-
tras da populagdo em estudo pela moda da razio
Gy/G, da referéncia interna (contetdo corrigido de
ADN da referéncia interna — niicleos de eritrocitos de
galinha), & a fraccao de células em fase-S. Um tumor
dipléide tera um ID=1.0£0.1, se ID for superiora 1.1

'sera considerado aneuploide.

As amostras foram colhidas utilizando a técnica
mais adequada para atingir o diagnostico, em cada
caso. Realizdmos 35 biopsias bronquicas, 22 escova-

TOTAL DE DOENTES (78)

Fig. 1= Técnicas diagnosticas
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dos bronquicos, 17 biopsias aspirativas transtoracicas,
3 lavados bronquicos e 1 -aspirado ganglionar:

RESULTADOS

Utilizando: a CITOLOGIA. como método 'de
rastreio de malignidade nos espécimes obtidos pelas
diferentes técnicas «diagndsticas encontrdmos 45
(55%) espécimes com caracteristicas de malignidade;

nos restantes 35 (45%) nao fo1 identificada maligni-
dade. Nos 43 espécimes ‘com neoplasia ‘maligna
encontramos um predominio de carcinoma de nao
pequenas células - 36 (adenocarcinomas - 18, carcino-
ma epidermoides - 16, carcinoma = 2) e 7 carcinomas
de pequenas células.

TOTAL DE DOENTES (43)
ADN ;

; CARC
42% 5%

EPD

PC
37%

16%
Fig. 2 = Tipos histologicos

Fig. 3~ Malignidade de acordo com anélise citologica~ BBR
17/35 (49%); EB 722 (32%); BAT 16/17 (94%),
OUTROS 3/4 (75%):

Sempre que o rastreio de malignidade foi conside-
rado positivo por analise citoldgica 43/78 (55%), 0s
espécimes foram  processados por FCM. Das 43
amostras processadas s6/27 permitiram obter histo-
gramas avaliaveis para andlise.

De acordo com as téenicas de colheita dos espéci-
mes processados por FCM encontramos diferentes
rentabilidades:

Encontrdmos uma predominancia de carcinomas
de nao pequenas células 20/27(74%), o ‘adeniocarci-
noma foi o tipo histologico: predominante 11/27
(41%), seguido: pelo:carcinoma epiderméide 7/27
(26%) ¢ carcinoma de pequenas’célilas 7/27 (26%):
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Fig: 4 = Histograma aneupléide.‘
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afigura-se-nos ainda mais significativa se pensarmos
que as amostras utilizadas foram o restante dos
exames histologicos e citologicos realizados para
atingir o diagnéstico e que ndo foram realizadas
quaisquer técnicas invasivas unicamente para colheita
de espécimes para FCM. Baseados nestes resultados,
pensamos ser possivel desenvolver o estudo global
que permitira uma melhor avaliagdo do progndstico

dos doentes com carcinomas do pulmdo assim como
uma orientagdo terapéutica mais adequada.
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