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RESUMO

Rosolen DCB. Avaliacado citogenética molecular de células do liquido pleural de
pacientes com derrame pleural maligno. [Tese] Sdo Paulo: Faculdade de Medicina,
Universidade de S&o Paulo; 2014.

Introducéo O diagnostico de derrame pleural maligno (DPM) se baseia no achado de
células tumorais no liquido ou no tecido pleural. Resultados falsos positivos ou falsos
negativos influenciam na escolha da melhor conduta terapéutica a ser tomada, além
de alterar substancialmente o progndstico desses pacientes. A sensibilidade do
exame citolégico € geralmente inferior a 70%, motivo pelo qual, métodos
complementares sdo frequentemente associados. Fatores como tipo histoldgico, sitio
primario e grau de invasibilidade do tumor sdo os principais responsaveis por esta
variacdo. Dentre os exames complementares propostos, destacam-se a dosagem de
marcadores tumorais no liquido pleural (LP), as técnicas citoquimicas,
imunocitoquimicas e de marcadores de proliferacdo celular em células do LP, a
analise da ploidia de DNA por citometria de fluxo (CF) ou estatica (CE) e, mais
recentemente, as técnicas de citogenética e de biologia molecular, como a técnica de
hibridacao in situ por fluorescéncia (FISH) e a técnica de amplificacdo multiplex por
sondas ligacdo - dependentes (MLPA) estas, capazes de detectar alteracbes em
regides génicas consideradas “alvo” para o desfecho neoplasico. Objetivos 1)
Padronizar as técnicas de DNA ploidia, FISH e MLPA em amostras frescas de liquido
pleural; 2) Testar a eficiéncia diagnéstica dos métodos da DNA ploidia e da FISH no
diagndstico de derrame pleural maligno e 3) Avaliar alteracées no niumero de cépias
no gene EGFR em metastases pleurais utilizando a técnica de MLPA. Métodos
Foram incluidos 200 pacientes adultos portadores de derrame pleural (DP) com
indicacdo de toracocentese. O diagnostico histologico foi o padrdo ouro para
malignidade. Caracteristicas clinicas, radiolégicas, histologicas e de seguimento
clinico foram considerados para a exclusdo de malignidade, de maneira que 130
casos foram classificados como malignos e 70 como benignos. As 200 amostras de
LP foram submetidas ao exame citologico e a FISH utilizando sondas centroméricas
para os cromossomos 11 e 17. A analise da ploidia de DNA por CF foi realizada em
45 casos de DP e a MLPA com o kit do gene do receptor do fator de



crescimento epidérmico (EGFR) em 50 casos. Resultados A analise da ploidia de
DNA por CF apresentou sensibilidade inferior ao exame citolégico, com especificidade
proxima (57,0%vs 96,2%; 70,0% vs 66,7%, respectivamente). A FISH isoladamente
apresentou sensibilidade de 98,5% e especificidade de 98,6% e de 98,0% e 99,%
quando associada ao exame citolégico, com apenas um caso falso positivo e dois
casos falsos negativos. A técnica de MLPA, padronizada para LP, demonstrou
alteracdes na sequéncia do gene do EGFR em 28,2% dos casos malignos. Nenhuma
amostra de liquido pleural dos casos benignos (controle) apresentou alteracdo no
namero de coOpias e/ou rearranjos estruturais. Conclusdo A analise citogenética de
amostras frescas de liquido pleural por FISH € um valioso complemento ao exame
citolégico no diagndstico de derrame pleural maligno, particularmente nos casos em

que o resultado da citologia oncética é inconclusiva.

Descritores: Derrame pleural maligno, citologia, ploidia de DNA, hibridacéo in situ por

fluorescéncia, amplificagdo multiplex por sondas ligacao - dependentes



ABSTRACT

Rosolen DCB.Molecular cytogenetic evaluation of pleural fluid cells in patients
with malignant pleural effusion. [Thesis]. Sdo Paulo: “Faculdade de Medicina,
Universidade de S&o Paulo”; 2014.

Introduction The diagnosis of malignant pleural effusion (MPE) is based on the
finding of tumor cells in the pleural fluid or tissue. False positive or false negative
results influence the choice of the best therapeutic approach to be used with these
patients and substantially change their prognosis. The sensitivity of the cytology is
generally lesser than 70%, for which complementary methods are often associated.
Factors such as tumor histological type, staging, primary site and potential of
invasiveness are responsible for this variation. Among the proposed ancillary tests, we
highlight the dosage of tumor markers in pleural fluid (PF), the cytochemical and
immunocytochemical techniques, including markers of cell proliferation, DNA ploidy
analysis by flow cytometry (FC) or static cytometry (EC) and more recently, the
cytogenetics and molecular techniques, as the fluorescence in situ hybridization
(FISH) and the multiplex ligation - dependent probe amplification (MLPA), capable of
detecting changes in gene regions considered "target" for the neoplastic outcome.
Objectives 1) To standardize the techniques of DNA ploidy, FISH and MLPA in fresh
samples of pleural fluid; 2) To test the diagnosis efficiency of DNA ploidy and FISH in
the diagnosis of malignant pleural effusion and 3) To evaluate changes in the copy
number of the EGFR gene by using the MLPA technique in cases of pleural
metastases. Methods We included 200 adult patients with pleural effusion and clinical
indication for thoracentesis. The histological diagnosis was considered the gold
standard for malignancy. Clinical follow-up, radiological and histological characteristics
were considered for exclusion of malignancy, which ranked de cases as 130 malignant
effusions and 70 as benign ones. All cases were submitted to cytology and FISH using
centromeric probes for the chromosomes 11 and 17. Analysis of DNA ploidy by FC
was performed in 45 cases and the MLPA for epidermal growth factor receptor
(EGFR) gene in 50 cases. Results DNA ploidy analysis showed less sensitivity than
PF cytology, with similar specificity (57.0% vs



96.2% and 70.0% vs 66.7%, respectively). FISH alone had a sensitivity of 98.5% and
specificity of 98.6%, and of 98.0% and 99% when associated with cytology. Only one
false positive and two false negative cases were observed. The MLPA technique,
standardized for PF, showed changes in the EGFR gene in 28.2% of the malignant
cases. No samples of pleural fluid from benign cases (control) showed changes in
copy number and/or structural rearrangements. Conclusion The cytogenetic analysis
of fresh pleural fluid samples by FISH seems to be a valuable method to be associated
to cytology in the diagnosis of malignant pleural effusion, particularly in cases of

inconclusive cytological results.

Descriptors: Malignant pleural effusion, cytology, DNA ploidy, fluorescence in situ

hybridization, multiplex ligation - dependent probe amplification.



1. INTRODUCAO




1. Introducéo

O desenvolvimento neoplasico deriva de alteracbes nos processos de
proliferacéo e diferenciacdo celular e na habilidade das células neoplasicas em invadir
tecidos adjacentes e/ou vasos sendo relativamente comum, durante a progresséao, o
envolvimento das membranas serosas’?. Quando as células neoplasicas sobrevivem
a resposta imunoldgica e atingem outros 6rgaos podem induzir a proliferacdo vascular

(neoangiogénese) resultando em colénias metastaticas a distancia®.

Considerando-se a baixa frequéncia de mutacdes nas células normais e as
numerosas mutacdes detectadas nas neoplasias, postula-se que as células
cancerosas exibem um fendtipo modificado, resultado das mutacdes nos genes

relacionados & manutencéo da estabilidade genémica’.

Varias evidéncias indicam que o desenvolvimento e a progressao tumoral
resultam de um processo complexo que envolve mdltiplas etapas, culminado com a
transformacao neoplasica. O desenvolvimento tumoral pode ser compreendido como
resultado da combinacdo de seis alteracdes essenciais na fisiologia celular: 1)
autossuficiéncia nos sinais de crescimento; 2) insensibilidade aos sinais inibidores de
crescimento; 3) evasao da morte celular programada; 4) ilimitado potencial replicativo;

5) exarcebacdo e manutencéo da angiogénese e 6) invasao tissular e metastase®.

A capacidade metastatica das células neoplasicas envolve alteracdes entre
diferentes moléculas; € um processo lento e progressivo, também conhecido como
cascata metastatica®. Neste processo, o primeiro passo é o desprendimento das
células do tumor primario, seguido da dissociacdo intercelular como consequéncia
das alteracdes nas moléculas de adesdo. A seguir, ocorre a invasdao do tecido
hospedeiro local, provavelmente pela interacdo entre a célula tumoral e a matriz
extracelular, mediada por glicoproteinas especificas. O terceiro passo da cascata
metastatica é a disseminacgédo vascular. Apds a invasdo da matriz, as células malignas
invadem as paredes vasculares e entram na circulagdo. O quarto passo € escapar da
resposta imune do hospedeiro e a outros fatores fisicos no interior da circulagcéo
sistémica. Ao encontrarem um local propicio, as células cancerosas extravasadas

crescem em resposta a fatores de crescimento autocrinos’.



Em sintese, a célula tumoral passaria pelos seguintes passos da cascata no
processo de metastase: parada em leito capilar de érgao distante; extravasamento do
leito capilar para o intersticio, invasdo e inducdo local de angiogénese com

consequente multiplicacdo no sitio da metastase®.

O processo metastético é o evento final das neoplasias malignas, podendo
ocorrer, desde que existam condi¢cdes adequadas, em qualquer tecido ou 6rgao do
corpo. E relativamente comum a infiltragdo tumoral das cavidades serosas,

principalmente da cavidade pleural, levando a formacéo de derrame pleural.

Do ponto de vista fisiopatoldégico, o desenvolvimento do derrame pleural
maligno estaria relacionado com a invasao de células tumorais nos pequenos
capilares do tecido submesotelial, seguido de extravasamento e migracdo das células
para a matriz extracelular da pleura visceral, com posterior implantacdo na pleura
parietal. Ademais, algumas substancias produzidas pelas células neoplasicas
parecem ser capazes de induzir danos funcionais e estruturais nas células
mesoteliais, rompendo a barreira pleural, com extravasamento celular para o interior
da cavidade. A producéo de citocinas pelas células tumorais, particularmente o fator
de crescimento do endotélio vascular (VEGF), também favorece a formacdo de

derrames®®°.

Outros mecanismos relacionados incluem a invasédo direta da membrana
pleural pela neoplasia, como observado nas neoplasias primarias de pulméao, parede
tordcica e mama, a disseminacdo hematogénica para a pleura parietal e a

disseminacéo linfatica™®**.

Maskell et al. (2003)?, em uma série de casos de necrépsia observou
acometimento da pleura visceral em 87% dos casos de tumores metastaticos,

enquanto que a pleura parietal estava comprometida em apenas 47% dos casos.

Neste contexto, derrame pleural € uma complicacdo relativamente frequente
em pacientes com céancer e geralmente representa o primeiro sinal de doenca

metastatica para a pleura.



Quando o derrame é volumoso, com repercussdo clinica, ou para
esclarecimento diagndéstico, ha indicacdo de se realizar a toracocentese, com a
finalidade de aliviar os sintomas e obter amostra de liquido pleural para realizacéo de
exames laboratoriais, Uteis para o diagnéstico etiologico e fundamentais para a
escolha da melhor opcgao terapéutica para o paciente.

1.1Derrame Pleural Neoplasico

Estima-se que a incidéncia de derrame pleural neoplésica seja de 45%,
superando os de etiologia infecciosa e mesmo os transudatos de causa cardiaca®.
Estatisticas norte-americanas reportam como superior a um milhdo, o nimero de
novos casos de derrame pleural/ano e destes, cerca de 200.000 estdo associados a
doenca maligna. A maioria das neoplasias pode cursar com derrame pleural durante

sua evolucao™.

Panadero et al. (1989)™ em uma série post-mortem observaram a presenca de
derrame pleural em 15% dos pacientes que tinham diagnostico prévio de doenca

neoplasica. Outros autores relatam incidéncia que varia de 42 a 77%".

A presenca de células tumorais no liquido ou no tecido pleural classifica o
derrame como maligno. Resultados falsos positivos ou falsos negativos influenciam
na escolha da conduta terapéutica a ser tomada com estes pacientes, além de alterar

substancialmente a avaliacdo prognostica dos mesmos.

A biépsia dirigida por videotoracoscopia (VATS) representa o padréo ouro para
a demonstracdo do comprometimento neoplasico da pleura. Entretanto, este
procedimento nem sempre é factivel, principalmente se considerarmos as condicfes
clinicas da maioria dos pacientes com doenca avancada, além do alto custo do

procedimento®’*81°.

Em aproximadamente 30% dos casos de derrames malignos o surgimento do
derrame pleural é a primeira manifestacdo do tumor e em 10 a 15% das vezes,mesmo

apos exaustiva procura, ndo é possivel se determinar o sitio primario do tumor™



Neste contexto, € evidente a importancia do diagnostico precoce de derrame pleural

maligno.

O exame citolégico e os demais exames complementares passiveis de serem
realizados no liquido pleural, representam a primeira abordagem para o diagndstico
etiolégico do derrame.

Dentre os exames complementares sugeridos, destacam-se a dosagem de

20,21

marcadores tumorais®“", as técnicas citoquimicas e imunocitoquimicas e 0s

marcadores de proliferacdo celular???>2

, a analise da ploidia de DNA por citometria
de fluxo ou estatica®® e mais recentemente, as técnicas de citogenética e de biologia
molecular, como por exemplo, a técnica de hibridagdo in situ por fluorescéncia
(FISH)®® e a técnica de amplificacdo multiplex por sondas ligacdo - dependentes
(MLPA), capazes de detectar alteragées em regides génicas consideradas “alvo” para

o desfecho neoplasico®”%,

1.1.2 Andlise citolégica

O exame citologico do liquido pleural, parte do arsenal diagnéstico de derrames

serosos ha varias décadas®®*°

, € a primeira abordagem para o diagnostico de DPM.
Inicialmente, a citologia do liquido pleural referia-se, basicamente, a pesquisa de
células neoplasicas na amostra. Com o passar do tempo, surgiram trabalhos
propondo a sistematizacdo da andlise do liquido pleural, particularmente no que se

refere as técnicas de preparacéo e coloracdo utilizadas?3'?

e assim, comegou a se
delinear na literatura, uma terminologia de sensibilidade, especificidade e eficiéncia
diagnéstica desse exame no diagnostico de DPM. Simultaneamente, surgiram
trabalhos avaliando seu desempenho quando comparado a biopsia pleural por

agulha®=*,

BN

E consenso na literatura, a superioridade da citologia & bidpsia de pleura
parietal no diagnéstico das metéstases pleurais. Cibas et al. (2009)*°, relatam
sensibilidade de 71% e 45%, respectivamente, presumivelmente pela maior

representatividade celular que o liquido fornece. Segundo os autores, a taxa de



deteccdo de células tumorais a citologia, pode ser aumentada de 2 a 38 % quando

varias amostras sao examinadas.

Fatores como tipo histolégico do tumor, estadiamento, sitio primério da
neoplasia e a experiéncia do citologista sdo 0s principais responsaveis por esta
variacdo, enquanto que para a bidpsia de pleura, a menor sensibilidade estaria

associada ao estagio da doenca e ao grau de invasibilidade pleural®**’.

1.1.3 Andlise das populagdes poliploides por Citometria de Fluxo

A citometria de fluxo é uma técnica que permite a medida simultanea de
multiplas caracteristicas de uma Unica célula. Essas medidas sdo feitas com células
em suspensédo, sendo que as propriedades fisicas analisadas incluem o tamanho e a
complexidade da célula, além dos componentes moleculares expressos na membrana
e/ou citoplasma celular®®3%4°,

Os componentes da técnica incluem anticorpos monoclonais marcados com
fluorocromos que emitem fluorescéncia por um feixe de luz, geralmente laser,
permitindo a avaliacdo de um grande numero de células em um curto periodo de
tempo. Nesse método, os nucleos celulares provenientes de tecidos ou fluidos
corporais sdo impregnados com um corante fluorescente que se liga ao DNA. A
analise por citometria de fluxo possibilita que sejam definidas as varias fases do ciclo
celular. A aneuploidia é avaliada a partir do conteudo de DNA das células “alvo” nas
fases GO/G1 do ciclo celular em relacdo ao contetdo de DNA das células normais,
dipléides. A populacédo aneupldide é representada graficamente por histograma que
se diferencia do histograma normal, dipldide, obtido a partir de células controles
utilizadas simultaneamente na analise.

A ploidia de DNA é considerada uma técnica complementar ao exame
citolégico na diferenciacéao entre derrames benignos e malignos, uma vez que permite
a avaliacdo quantitativa do conteiddo de DNA intracelular, geralmente anormal em
células tumorais®>*!. Entretanto, como esta técnica pressupde a andlise de células em

suspensao, é indispensavel que a amostra apresente uma boa representacédo celular



e que as células estejam integras e viaveis, condicio nem sempre obtida com
amostras frescas de liquido pleural, principalmente pelo tempo
transcorrido entre a toracocentese e a preparacdo da amostra para a leitura no

citbmetro.

1.1.4 Identificacdo de alteracdes citogenéticas e génicas

A instabilidade cromossémica é uma caracteristica comum das células
neoplasicas, envolvendo mecanismos como 0S rearranjos humericos e estruturais e a
instabilidade telomérica e de reparo de DNA, entre outras. Considerando-se que a
instabilidade cromossémica é uma das principais causas de resisténcia de tumores a
certos tratamentos quimioterapicos, o entendimento dos mecanismos que levam a
essa instabilidade é de grande relevancia clinica®’. Estima-se que desequilibrios no
namero de cromossomos seja a alteracdo genética mais comumente observada em
tumores sélidos*®, principalmente por envolverem regides de oncogenes e genes
supressores de tumor**,

Como os rearranjos numericos sao consistentemente observados nas células
tumorais, varios autores trabalham com a hipétese de que as aneuploidias sao
frequentemente causadas por um tipo particular de instabilidade genética, chamada
instabilidade cromossémica, a qual pode refletir defeitos na segregacéo mitdtica®.

Um principio fundamental na compreensdo da génese de tumores € que 0O
cancer surge a partir de aquisicfes sequenciais de alteracbes cromossémicas em
genes especificos*. Estas altera¢des (mutacdes e amplificacdes) ocorrem em células
individuais e cada mudanca atinge uma onda de expansao clonal, sendo necessarias
de 6 a 10 eventos clonais para se atingir a maturacdo neoplasica. Ao contrario das
células normais, que contém um numero regular de 46 cromossomos, as células
neoplasicas frequentemente apresentam um numero maior de cromossomos, cerca

de 60 a 90, podendo diferir em nimero e estrutura em células de um mesmo tumor*®.



e Hibridagé&o in situ por fluorescéncia (FISH)

No final dos anos 80, a introdugcédo da hibridacdo in situ por fluorescéncia
(FISH) como uma técnica capaz de detectar trissomias e translocacdes em células em
metéfase e nucleos interfasicos utilizando bibliotecas de DNA especificas de
cromossomos inteiros, foi uma revolucdo na andlise citogenética*’. A FISH funde os
métodos da citogenética convencional com as tecnologias moleculares®®. E uma
técnica bastante empregada em diagndstico oncolégico e detecta a presenca de
células com anormalidades cromoss6micas numéricas e/ou estruturais e alteracdes
génicas em regides consideradas “alvo” para o desfecho neoplasico, podendo ser

realizada em amostras teciduais ou em outras amostras biolégicas, como o liquido
pIeural28'49'5°'51'52.

A FISH é essencialmente baseada no principio da analise de Southern blot,
que explora a capacidade do DNA de cadeia simples de hibridar com seu DNA
complementar, com a particularidade que seu alvo é o DNA nuclear de células em
interfase ou em metéfase, fixadas em lamina de microscopio. Uma vez fixadas a
lamina e apos desnaturacdo, as células sdo submetidas a hibridacdo com uma sonda
de &cido nucléico. A sonda hibridiza na sequéncia complementar de DNA e pode ser
marcada com fluorocromo especifico, com deteccdo direta em microscopia de
fluorescéncia ou, através de hapteno, com deteccéo indireta®. Considerando-se que
a maioria dos derrames malignos resulta de metastases pleurais de tumores de
diversos sitios primarios, nos ultimos anos, varios estudos tém avaliado isoladamente,
ou em combinacdo, sondas de hibridizacdo in situ que detectem, com maior
sensibilidade, a presenca de células aneupléides no liquido pleural, condicéo

comumente associada com malignidade®®>*,

Na revisdo da literatura, os cromossomos 11 e 17 constam da maioria dos
painéis que avaliam a presenca de células aneuploides em amostras de liquidos
cavitarios®®*®*, por conterem genes associados com o desenvolvimento de
neoplasias, como por exemplo o HRAS, MMP1, MMP12, p53, Her2, ERBB2 , BRCA1,

STAT3 e AKAP10, entre outros.


http://geneticassociationdb.nih.gov/cgi-bin/tableview.cgi?table=allview&cond=gene='MMP1'
http://geneticassociationdb.nih.gov/cgi-bin/tableview.cgi?table=allview&cond=gene='ERBB2'

As mutacdes menores, como as microdele¢des e as microduplicacdes, também
podem ser investigadas por FISH. Entretanto, técnicas como a amplificagcdo multiplex
por sondas ligacdo-dependentes (MLPA) ou a array-CGH (hibridacdo genbmica
comparativa) podem ser mais sensiveis para detectar essas alteragdes. Atualmente,
todas estas metodologias sao reconhecidamente capazes de detectar anormalidades

cromossomicas e génicas em linhagens tumorais presentes no liquido pleural®.

e Técnica multiplex de amplificacdo de sondas ligacdo- dependentes
(MLPA)

A amplificacdo multiplex por sondas ligacdo - dependentes (MLPA) € uma
ferramenta molecular semi-quantitativa inicialmente desenvolvida por Schouten et al.>®
em 2002 que tem como base, uma reacdo de polimerase em cadeia (PCR) multipla.
Esta técnica molecular utiliza simultaneamente mais de 40 sondas especificas para
sequéncias diferentes de DNA (principalmente exons de genes especificos de
interesse), permitindo a avaliacdo do niamero de copias relativo a cada sequéncia de
DNA. Cada sonda de MLPA se constitui de duas sondas de oligonucleotideos
individuais (oligonucleotideos 5’ e 3’), cada uma com uma sequéncia especifica do
DNA alvo (sequéncia de hibridagdo) e uma sequéncia primer universal. De maneira
similar, uma ou ambas as sondas de oligonucleotideos contém uma sequéncia stuffer,
que € responsavel durante a eletroforese, pela diferenca de tamanho entre as sondas
e, como consequéncia, pelo tamanho do produto de amplificacdo®’. A vantagem desta
técnica € a utilizacdo de pequena quantidade de DNA e, com somente um par de
primers, ser capaz de detectar um niumero anormal de sequéncias do DNA genémico
e mutacdes de ponto. Os produtos gerados pela PCR sao separados por eletroforese
capilar adaptada a um sequenciador automatizado e analisados através de softwares
especificos. Até 96 amostras podem ser analisadas simultaneamente e os resultados

podem ser obtidos em 24-48 horas.
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Em sintese, o exame citologico do liquido pleural associado a andlise
citogenética molecular pode ser um importante recurso diagnostico no
reconhecimento dos derrames pleurais malignos, auxiliando os oncologistas na
decisdo da melhor conduta terapéutica, além de estimar, com maior precisdo, o
prognoéstico desses pacientes.

No presente estudo avaliaremos métodos complementares ao exame citolégico
convencional no diagndstico de derrame pleural maligno, incorporando técnicas que
permitam identificar populac¢des celulares aneuploides (citometria de fluxo e FISH) e a
técnica de MLPA que reconhece, em um Unico experimento, alteracbes no nimero de

copias de genes envolvidos em neoplasias.
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2. OBJETIVOS
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2. Objetivos

Em amostras frescas de liquido pleural:

e Padronizar a técnica de FISH, de DNA ploidia e de amplificagdo multiplex por
sondas ligacao- dependentes (MLPA);

e Testar a eficiéncia diagnoéstica dos métodos de FISH e de DNA ploidia no

diagnostico de derrame pleural maligno;

e Avaliar alteracbes no numero de coOpias génicas no gene do EGFR em
metastases pleurais utilizando o método de amplificacdo multiplex por sondas

ligacdo- dependentes (MLPA);
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3. CASUISTICA E METODOS
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3. Casuistica e Métodos

3.1 Casuistica

Um total de 200 pacientes adultos portadores de derrame pleural foi incluido no
estudo. Os pacientes eram provenientes dos ambulatérios de Pneumologia e de

Cirurgia Toréacica do Hospital das Clinicas da Universidade de Séo Paulo.

O projeto foi previamente aprovado pela Comissdo de Etica para analise de
projetos de pesquisa — CAPPesq (protocolo SDC no 998/05) e fez parte do Projeto
Tematico intitulado “Incurséo Clinica e Experimental na Cavidade Pleural” — FAPESP
(protocolo n°2005/55599-8).

Todos o0s pacientes ou responsaveis legais assinaram o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido, que constava de exposicdao clara dos
procedimentos, ressaltando a possibilidade de abandono da participacéo no protocolo

por iniciativa do paciente, sem qualquer prejuizo ao seu tratamento.

O trabalho foi desenvolvido na Disciplina de Pneumologia e no Laboratoério

Clinico, ambos do Hospital das Clinicas da Universidade de Sdo Paulo.

3.2 Critérios de Inclusao

Foram incluidos pacientes portadores de derrame pleural com indicacéo clinica

de toracocentese para alivio da dispnéia e/ou com finalidade diagndstica.

3.3 Coleta e preparacao das amostras

As amostras de liquido pleural (cerca de 60 mL) foram acondicionadas em
tubos contendo o anticoagulante EDTA. Com uma aliquota das amostras foi realizado
o0 exame citolégico convencional (citologia quantitativa, qualitativa e citologia
oncotica); as demais aliquotas foram utilizadas para o estudo da ploidia de DNA,
citogenética molecular (FISH) e extracdo de DNA para a técnica de MLPA. O

fluxograma das amostras esta representado na figura 1.
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Derrame Pleural

(n=200)
Derrame Pleural Maligno Derrame Pleural Benigno
(n=130) (n=70)
C't,:"l's"lf’]'a Ploidia de DNA MLPA C'f:c;'s"Hg'a Ploidia de DNA MLPA
(n= 130) (n=36) (n= 46) (= 70) (n=09) (n=04)

Figura 1- Fluxograma das amostras de liquido pleural para andlise pelas diferentes
metodologias.

3.4 Exame Citoldgico

A andlise citologica iniciou-se com a contagem total de células nucleadas do
liquido pleural em camara de Neubauer, sendo os célculos realizados de acordo com

as diluicbes utilizadas:

; 3, 2 . R -
Células mm = células/mm x profundidade da camara x diluicdo da amostra

Depois de realizada a contagem global de células nucleadas, as amostras foram
citocentrifugadas a 2000+/- 200 rpm por 10 minutos para preparacdo das laminas. As
laminas, secas ao ar, foram coradas com o corante hematolégico de Leishman. Em
todos os casos foi realizado exame citoldégico quantitativo (% de diferencial de leucécitos;

% de células mesoteliais e % de macréfagos) e citologia oncotica.

Os casos foram revisados por dois médicos patologistas (LA e ETN) que

finalizavam a interpretacdo quantitativa do exame e realizavam a citologia oncotica.

Com base nos resultados da citologia oncotica, as amostras foram classificadas

em trés categorias: positiva, negativa e suspeita para malignidade.
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3.5 Avaliacédo da ploidia de DNA por Citometria de Fluxo

Com aliquotas de pelo menos 10 mL de liquido pleural foi realizada a avaliacao
do contetido de DNA por citometria de fluxo (CF) utilizando o CycleTest'"Plus DNA
Reagent, seguindo as orientacbes do fabricante (BectonDickinson® Mississauga,
Ontério, CA).

Linfocitos do sangue periférico foram utilizados como padrdo normal do
contetdo de DNA (padrao 2n). Para a obtencédo dos linfocitos, adicionamos 2 mL de
sangue a 2 mL de tampdo PBS (tampédo fosfato-salino) em tubo falcon. Apds
homogeneizacédo, adicionou-se 3 mL de ficol a este conteddo e a amostra foi
centrifugada a 2.300 rpm por trinta minutos com desaceleracédo lenta para favorecer o

isolamento dos linfécitos.

O preparo do liquido pleural seguiu o seguinte protocolo: inicialmente o liquido
foi centrifugado a 2.000 rpm por dez minutos, com suspensao de células em tampéao
citrato (citrato de sodio, sacarose e dimetilsulféxido). Para cada amostra, trés tubos
foram preparados: 1) tubo com padr&o interno contendo 0,5 x 10° de linfécitos do
sangue periférico; 2) tubo com a suspenséo de células do liquido pleural (0,5 x 10°)
em tampao citrato acrescida de 0,25 x 10° de linfécitos normais do sangue periférico e
3) tubo com 0,5 x 10° células de liquido pleural. Os tubos foram incubados com
tampéao contendo tripsina e espermina, seguidos de incubac¢édo com inibidor da tripsina

e ribonuclease A e posteriormente, com iodeto de propidio.

As leituras foram realizadas em citbmetro de fluxo B-D FacsScanCalibur
(BectonDickinson® San Jose, CA) e analisadas com os programas Cell Fit e
Multicycle AV (BectonDickinson® San Jose, CA).

Os histogramas obtidos demonstram as populacbes celulares analisadas,
diferenciando as euploides (conteudo normal de DNA), das aneuploides (conteudo
anormal de DNA) pela presenca de mais de um pico no histograma e pela relacao

com o indice de DNA, este ultimo representado pela férmula:

indice de DNA = taxa de G0/G1 da populacio celular examinada
taxa de GO/G1 da populacéo diploide de referéncia
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Os indices de DNA (ID) obtidos foram avaliados de acordo com os valores

definidos em literatura (Rosin et al., 1994)°® como se segue:

DNA diploides: ID: 0,95 -1,05

DNA tetraploides: ID: 1,90 -2,10

DNA aneuploides: ID dos valores acima:

- quase-diploides: - hipodiploides: ID <0,95
- hiperdiploides: ID: entre 1,05 — 1,90
- hipertetraploides: ID>2,10

Como exemplo de interpretacao, a Figuras 2 A e B representam histogramas de

populacdes celulares euploides e aneuploides, respectivamente.

T T
i} a0 A0 B0 AN 1000

L L LI L I
i) a0 am E00 RON 1000

Figura A Figura B

Figura 2. A) Histograma representando populacdo celular com conteudo de DNA
euploide (conteudo normal); Figura B) Histograma representando populagéo celular

com contetudo de DNA aneuploide (conteudo anormal).
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3.6 Técnica de Hibridacao in situ por Fluorescéncia (FISH)

A FISH consiste em marcar os cromossomos com fluorescéncia através de
sondas de DNA (&cido desoxirribonucléico) especificas para os cromossomos em
estudo. Com o auxilio de um microscépio de fluorescéncia podemos identificar,
através de sinais de fluorescéncia, o numero de coépias para um determinado

cromossomo.

Para a técnica de FISH, 20 mL de liquido pleural foram transferidos para tubo
falcon e centrifugados a 1400 rpm por 5 minutos. O sedimento foi fixado em solucéao
de Carnoy fresco (metanol: acido acético, 3:1) para a preparacdo das laminas, que

foram mantidas a temperatura ambiente até a analise.

As laminas ja fixadas foram colocadas em solucdo 2xSSC (solucdo salina
citratada) por 60 minutos a temperatura ambiente. Em seguida realizou-se a
desidratacdo com uma série de alcool etanol (Merck®) 70%, 85% e 100%, com

secagem a temperatura ambiente.

Para a hibridag&o, foram utilizadas sondas centroméricas para o cromossomo 11
(a-satellite spectrum red, Aquarius Probes® Cytocell, UK) e para o cromossomo 17
(a-satellite spectrum green, Aquarius Probes® Cytocell, UK), de acordo com as
instrucdes do fabricante com modificagbes adaptadas, principalmente de temperatura
e tempo, de maneira a aperfeicoar a padronizacao da técnica. Considerando-se uma
area de hibridacdo de 22 x 22 mm, foram utilizados 1,5 uL de sonda Green, 1,5 uL de
sonda Red e 2uL de solucdo de hibridacdo (componentes do kit) em laminas
preaquecidas a 37°C por 5 minutos. Em seguida, aplicou-se 5uL da sonda na lamina,
vedou-se com parafilme e iniciou-se a desnaturacdo por aquecimento a 75°C por 2
minutos. Para a hibridacdo, a lamina foi incubada a 37°C “overnight” dentro de um

recipiente imido.

No dia seguinte, as laminas foram lavadas em solucdo de 0,4xSSC (solugéo
salina citratada) a 72°C por 2 minutos e em 2xSSC (solucdo salina citratada) com
0,05% Tween 20 a temperatura ambiente por 30 segundos. A seguir, aplicamos 5 uL

do corante DAPI (Aquarius Probes® Cytocell, UK) para contra coloracéo, recobrimos
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com laminulas de vidro e as laminas estavam prontas para serem observadas ao

microscopio de fluorescéncia.

As imagens digitais com os resultados das hibridacbes foram analisadas
usando o0 microscopio Olympus BX41 equipado com lampada de 100 W,
epiiluminagéo e jogo de filtros fluoresceina - iodeto de propidio FITC-PI, BP 450-490,
FI 510 e BP 520 (Cat.#487709) e pelo sistema CytovisionApplied ® (San Jose, CA,
EUA). Apenas células que apresentassem sinais claramente distinguiveis na
microscopia de fluorescéncia foram computadas, condicdo fundamental para se
estabelecer valores de corte discriminantes para a classificagdo dos derrames
pleurais como malignos ou benignos. As imagens foram armazenadas para analise

posterior.

Para cada amostra, um total de 200 células em interfase foi analisado e células
com sinais de monossomia ou polissomia (consideradas aneupldides) foram
computadas. Como o mesotélio reativo benigno pode ser tetraploide (4n), as células
com estas caracteristicas foram excluidas da andlise, seguindo critério estabelecido
por Flores-Staino et al. (2010)*. Dois observadores independentes (DR e GB)
examinaram as laminas e os resultados foram reportados como a média dos

observadores.

Ressaltamos que para se classificar um caso como aneupldide, é necessario
gue cada laboratério estabeleca o valor de corte para as sondas utilizadas e para as
alteracBes genéticas investigadas. Desta maneira, foram considerados positivos, 0s
derrames pleurais cujo numero de células aneupléides foi superior ao valor de corte
estabelecido e negativo, quando o niumero de células aneupldides foi inferior a este
valor. Para se estabelecer o valor de corte foram analisados os sinais diploides
(normais) e nao dipléides (anormais) emitidos pelas células presentes no liquido
pleural de pacientes reconhecidamente ndo portadores de neoplasia. Utilizamos o

teste estatistico da fungdo B inversa (probabilidade em decimal), sendo o = 1 + 0

maior numero de sinais positivos obtidos na leitura entre os observadores e 3

nimero de células analisadas®™.

A andlise foi realizada utilizando-se o programa Microsoft Office Excel
(Redmond, Washington, EUA).
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3.7 Técnica de amplificacdo multiplex por sondas ligacdo- dependentes (MLPA)

3.7.1 Extragc&do de DNA

O DNA do liquido pleural foi extraido utilizando-se o kit de extragédo
GentraPuregene (Qiagen-Sciences, Maryland, USA) de acordo com as instru¢des do
fabricante. A qualidade e concentracdo de DNA gendmico obtidos foram avaliadas em
espectrofotometro (NanoDrop ND-1000, Thermo Technologies, Wilmington, DE,
USA).

3.7.2 Protocolo MLPA

Neste estudo, utilizamos o kit de MLPA que avalia amplificacbes e delecdes do
gene EGFR - receptor do fator de crescimento epidérmico (P315- MRC- Holland,
Amsterdan, The Netherlands), que € um receptor de tirosina quinase localizado no
cromossomo 7pll1.2 e que estd envolvido com o controle de crescimento celular. As
reacoes foram realizadas de acordo com protocolos estabelecidos pelo fabricante,

com adaptacdes para o tipo de amostra bioldgica.

Aproximadamente 250 ng de DNA genbmico (5 pL) acondicionado em
microtubo foi levado ao termociclador (Veriti® ThermalCycler — Life Thechnologies,
Grandlsland, NY, USA) para denaturacdo a 98°C por 15 minutos. Em seguida, uma
mistura das sondas (especificas para cada kit) e solucdo tamponada foi adicionada ao
DNA denaturado para a hibridacdo das sondas de MLPA (60°C por 3 horas).

Sem retirar os tubos do termociclador, solu¢gées tamponadas juntamente com a
enzima ligase foram adicionadas a solucéo de hibridacdo para a ligacdo das sondas
em cada regido alvo especifica (54°C por 15 minutos). Na dltima etapa, em
temperatura ambiente (devido & Taq Polimerase ser termoestavel), os reagentes para
a reacdo de PCR foram adicionados a solucdo de ligacdo para a amplificacéo

somente dos fragmentos que foram unidos pela ligase.
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Por se tratar de um teste citogendmico comparativo, em toda reagéo utilizou-se
pelo menos trés controles normais, ou seja, os controles utilizados correspondiam a

casos de derrame pleural benigno.

Os dados gerados pelo sequenciador automatico ABI3500 (Life Technologies,
Grand Island, NY, USA) foram analisados utilizando-se o Software GeneMarker®
(Softgenetics, LLC, StateCollege, PA — www.softgenetics.com). Os resultados séo
considerados alterados quando no histograma, o tamanho do pico da amostra
analisada foi menor do que 0,75 (dele¢cé&o) ou maior do que 1,25 (duplicagdo) quando

comparados aos de amostras normais.

O resultado final da analise gera um grafico com os valores limites para
normalidade e uma tabela do niUmero de copias gendmicas para 0 grupo de sondas

utilizado no kit especifico.

3.8 Analise Estatistica

Para a avaliacdo de concordancia entre os observadores utilizou-se o teste

Kappa de Cohen®.

Os resultados obtidos com os diferentes métodos sdo apresentados de forma
descritiva, utilizando-se média e desvio padrdo. A partir de tabela contingéncia foram
calculadas sensibilidade, especificidade, acuracia e valores preditivos positivos e

negativos para os métodos realizados.
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4. RESULTADOS
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4. Resultados

Foram estudados 200 casos consecutivos de derrame pleural. Destes, 130

(65%) casos correspondiam a derrame pleural de etiologia neoplasica e 70 (35%) a

derrames pleurais ndo neoplasicos. A etiologia dos derrames pleurais esta

apresentada na tabela 1.

Dos pacientes com derrame pleural neoplasico, 72 (55,4%) pertenciam ao sexo

feminino e 58 (44,6%) pertenciam ao sexo masculino. Entre os pacientes com

derrame pleural benigno, o sexo masculino foi predominante em 46 (65,7%),

enguanto o sexo feminino prevaleceu em 24 (34,3%) dos casos.

Tabelal. Diagnéstico etiologico dos derrames pleurais incluidos no estudo.

Derrame Pleural Neoplasico
Mama

Pulméo

Cdlon

Neoplasias Hematolégicas
(07 linfomas e 02 leucemias)
Ovario

Sitio primério indefinido

Outros

n= 130 (65%)

39 (30,0%)
36 (27,7%)
15 (11,5%)

09 (7,0%)

05 (3,8%)
14 (10,7%)
13 (10,0%)

Derrame Pleural N&o
Neoplasico
Tuberculose
Pneumonia
Insuficiéncia Cardiaca
Empiema
Indeterminado
Insuficiéncia Renal

Insuficiéncia Hepatica

n= 70 (35%)

27 (38,5%)
15 (21,4%)
13 (18,6%)
06 (8,6%)
04 (5,7%)
03 (4,3%)
02 (2,8%)




24

4.1 Resultados obtidos pelo Exame Citolégico

O exame citolégico com citologia oncdtica, realizado nas 200 amostras de
liguido pleural, classificou os derrames em trés categorias: citologia positiva
(82/41,0%); negativa (51/25,5%) e citologia suspeita (67/33,5%). As figuras abaixo

exemplificam os casos de acordo com a classificagao citoldgica (Figuras 3 A, B e C).

Figura 3. A: LP com citologia positiva; B: LP com citologia negativa e C: LP com

citologia suspeita.

Os resultados de sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo, valor
preditivo negativo e acuracia do exame citolégico no diagnostico de derrame pleural

maligno estdo representados na tabela 2.

Tabela 2. Resultados da sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo, valor

preditivo negativo e acuracia do exame citolégico no diagnostico de DPM.

Citoldgico S (%) E (%) VPP (%) VPN (%) Acurécia (%)

96,2% 66,7% 84,5% 90,2% 86,0%

S: sensibilidade; E: especificidade; VPP: valor preditivo positivo; VPN: valor preditivo negativo.
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4.2 Resultados obtidos pela ploidia de DNA

A andlise da ploidia de DNA foi realizada em 45 amostras de liquido pleural
provenientes de 36 (80%) pacientes portadores de neoplasia, sendo: pulméo
(12/33,3%), mama (11/30,5%), colon (3/8,3%), sitio primario indefinido (3/8,3%),
ovario (2/5,6%), linfoma (1/2,8%), outros sitios (4/11,2%) e de 9 (20%) portadores de
derrames pleurais benignos, sendo: derrame parapneumoénico (4/44,4%), empiema
(1/11,1%), insuficiéncia cardiaca congestiva (2/22,2%), derrame indeterminado
(1/11,1%) e tuberculose (1/11,1%).

Estas 45 amostras fazem parte das 200 amostras avaliadas pela citologia e
pela FISH. As figuras abaixo exemplificam os resultados da ploidia de DNA em caso
de derrame pleural benigno (figura 4 Al e A2) e derrame pleural maligno (figura 4B1 e
4B2).

Figura 4. Al: Histograma de populacdo aneuploide por citometria de fluxo em caso de
derrame pleural benigno; A2: Agrupamento de macréfagos e células mesoteliais em

caso de citologia negativa (Leishman, 1000x).
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Figura 4 B1: Histograma de populacdo aneuploide por citometria de fluxo em caso de
DPM; B2: Agrupamento de células tumorais em caso de citologia positiva (Leishman,
1000x).

A partir dos indices de DNA obtidos, os casos de derrames pleurais malignos e
benignos foram classificados como euploides ou aneuploides, conforme demonstrado

na figura abaixo.

20
18
16
14
12
10

Lo R R O = N

mDOMNA Aneuploide

Meoplgsico Mo
neoplasico mDNA Euploide

Figura 5. Representacdo dos resultados de indices de DNA obtidos por citometria de

fluxo nas amostras de liquido pleural dos casos neoplasicos e ndo neoplasicos.
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Considerando-se os diagnésticos definitivos dos derrames pleurais, calculou-se
a sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo, valor preditivo negativo e

acuracia da técnica de DNA ploidia por citometria de fluxo (tabela 3).

Tabela 3: Resultados da sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo, valor
preditivo negativo e acuracia da ploidia de DNA por citometria de fluxo no diagndstico
de DPM.

Método S (%) E (%) VPP (%) VPN (%) Acurécia (%)
Ploidia de
DNA 57,0% 70,0% 87,0% 32,0% 60,0%

S: sensibilidade; E: especificidade; VPP: valor preditivo positivo; VPN: valor preditivo
negativo.

4.3 Resultados obtidos pela técnica de FISH

A técnica de FISH foi realizada nas 200 amostras de liquido pleural. Utilizando-
se o critério estabelecido por Wolff et al., 2007°°, os valores de corte obtidos para a
classificacdo dos casos como malignos, isoladamente para o cromossomo 11 e 17

estdao demonstrados na tabela 4.

O coeficiente kappa entre os observadores (DCBR e GB) foi de 0,86.

Tabela 4- Valores de corte obtidos para classificagdo dos derrames pleurais de

acordo com a sonda utilizada (Cr 11 ou Cr 17).

Sinais de

9 0
fluorescéncia Cr 11 (%) Cr 17 (%)
1 7,9 7.9
3 8,5 5,7

5 3,1 2,3
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Na figura 6 (A e B) exemplificamos um caso de derrame pleural com
agrupamento de células sem caracteristicas de malignidade ao exame citolégico
(caso de transudato secundario a insuficiéncia cardiaca congestiva- ICC) cujas

células apresentam contetdo normal de DNA (euploide) a técnica de FISH.

Figura 6. A) Agrupamento de macrofagos e células mesoteliais em caso de derrame
pleural benigno (Leishman, 1000x) e B) Célula em interfase com contetdo euploide
(2n) para o cromossomo 11 (vermelho) e o 17 (verde) pela técnica de FISH

(microscopia de fluorescéncia, 1000x).

Na figura 7 (A e B) demonstramos um caso de derrame pleural maligno com

citologia positiva e FISH com células aneuploides para os cromossomos 11 e 17.
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Figura 7. A) Agrupamento de células tumorais em caso de derrame pleural maligno
(Leishman, 1000x) e B) células aneuploides para o cromossomo 11 (vermelho) e 17

(verde) pela técnica de FISH (microscopia de fluorescéncia, 1000x).

De acordo com o exame citoldgico, 82 (41,0%) amostras de liquido pleural
apresentaram citologia positiva para células tumorais; 51 (25,5%) foram classificadas
como benignas e 67 (33,5%) apresentaram citologia suspeita para malignidade. As
avaliacdes histoldgicas e radioldgicas associadas ao seguimento clinico dos pacientes
confirmaram os 82 casos de derrame pleural maligno. A FISH foi positiva nos 82
casos. Dos 51 casos com citologia negativa, trés (5,9%) apresentaram resultado
positivo para malignidade na biépsia pleural dirigida por videotoracoscopia (dois casos
correspondiam a metastase pleural de tumor de mama e um de tumor renal). Nos trés
casos foi possivel demonstrar a presenca de células aneupléides pela técnica de
FISH. Dos 67 casos com citologia suspeita, portanto inconclusiva, 43 (64,2%) tiveram
diagnéstico de malignidade confirmado através da histologia e da técnica de FISH; 23
casos (34,3%) ndo apresentaram evidéncia histolégica, radiolégica, clinica ou
genética de malignidade e um caso (1,5%) que correspondia a um derrame
parapneumonico com intensa reatividade de células mesoteliais apresentou FISH
positiva, porém sem evidéncia clinica de malignidade no seguimento clinico do

paciente.
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Embora tenham sido observadas células aneuploides em casos de derrames
pleurais benignos, o numero de células foi inferior ao valor de corte previamente
estabelecido. A tabela 5 mostra o numero de células aneuploides (média e desvio
padrao) para ambas as sondas analisadas em todos os casos de derrame pleural. As
tabelas 6 e 7 demonstram o nimero de células aneuploides (média e desvio padrao)
para cada sonda utilizada. Interessante ressaltar que ndo observamos diferencas
significativas no numero de células aneuploides nos casos de derrame pleural

maligno, independentemente do resultado da citologia (positiva, negativa ou suspeita).

Tabela 5. Comparacdo do numero de células aneuploides (média + DP), em casos de

derrame pleural com citologia positiva, negativa ou suspeita.

Citologia

Células (n = 200)
Aneuploides Positivo Negativo Suspeito
(%) (n =82) (n =51) (n = 67)

FISH Positivo

Céancer 61,3+9.7 62,0 £ 5,7 57,2+ 10,6

(n =82) (n=3) (n =43)
Benigno 33,2+0,0
(n=1)
FISH Negativo
Céancer ---- 75+35 -
(n=2)
Benigno 59+29 10,9+9,1

(n = 46) (n=23)
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Tabela 6. Numero de células aneuploides (média £ DP) em amostras de liquido

pleural utilizando sonda de FISH para o cromossomo 11.

Cromossomo 11 Citologia
%) Sinais (n=200)
Positivo Negativo Suspeito
FISH Positivo
1 15,7+ 7,9 9,3+4,9 14,7+ 7,0
Cancer 3 26,6+91 | (n=82) 18,8+6,6 | (n=3) 26,8+7,7 | (n=43)
5 33+45 1,0+0,9 29+4,1
R e 35+0,0
Benigno 3 e (n=0) - (n=0) 85+0,0 (n=1)
S e 4,0+0,0
FISH Negativo
i 12+03 | e
Cancer 3 - (n=0) 30+0,7 | (n=2) - (n=0)
- J— 20+£07 | e
 A— 1,9+1,3 21+1,1
Benigno 3 (n=0) 1,7+1,6 | (n=46) 25+19 (n=23)
- S— 0,0+0,3 0,7+1,2
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Tabela 7. Namero de células aneuploides (média + DP) em amostras de liquido pleural

utilizando sonda de FISH para o cromossomo 17.

Citologia
0,
Cromossomo 17 (%) Sinais (n=200)
Positivo Negativo Suspeito
FISH Positivo
1 16,3 + 11,6 13,2 +2,3 17,7 +11,6
Céancer 3 18,5+9,3 | (n=82) 16,2+ 1,2 | (n=3) 19,4 + 10,1 | (n=43)
5 19+34 6,5+5,2 29+4,6
1 e e 45+0,0
Benigno 3 (n=0) - (n=0) 50+0,0 | (n=1)
5 e e 15+20
FISH Negativo
s [— 1,5+07 | =
Céancer 3 e (n=0) 0,0+£0,0 |[(n=2) - (n=0)
5 e 00+00 |
i E— 24+15 25+08
Benigno 3 e (n=0) 1,0+1,2 | (n=46) 21+21 (n=23)
5 e 0,0+0,3 0,3+0,5

A partir dos resultados obtidos, os casos foram classificados como euploides

ou aneuploides e considerando-se os diagnosticos definitivos (derrame pleurais

benignos ou malignos), calculou-se a sensibilidade, especificidade, valor preditivo

positivo (VPP), valor preditivo negativo (VPN) e acuracia diagnostica da técnica de

FISH (tabela 8).
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Tabela 8. Resultados da sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo, valor

preditivo negativo e acuracia da técnica de FISH no diagndéstico de DPM.

Método S (%) E (%) VPP (%) VPN (%) Acuracia (%)
FISH 98,5% 98,6% 99,2% 98,6% 98,5 %

S: sensibilidade; E: especificidade; VPP: valor preditivo positivo; VPN: valor preditivo
negativo

4.4 Resultados obtidos pela técnica de amplificacdo multiplex por sondas

ligacdo- dependentes (MLPA) para o gene do EGFR

A técnica de MLPA foi realizada em 50 amostras de liquido pleural, 46
provenientes de pacientes com cancer: pulmao (19), mama (15), célon (6) e sitio
primario indefinido (6). Os derrames pleurais benignos, utilizados como controle
negativo, correspondiam a quatro casos de tuberculose pleural. Estas amostras fazem

parte das 200 amostras avaliadas por citologia e pela técnica de FISH.

Nos derrames pleurais malignos, alteracdes na sequéncia do EGFR foram
observadas em 13 casos (28,2%). Em 19 casos (41,3%) foram detectadas copias
andmalas nas sondas dos controles internos da reacdo. As amostras de liquido
pleural dos casos de tuberculose (controle normal) ndo apresentaram numero de

copias amplificado e/ou rearranjo do gene estrutural.

A figura 8 representa os resultados de MLPA nos casos de derrame pleural

maligno de acordo com o sitio primario da neoplasia.
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Figura 8. Resultados de MLPA para o gene do EGFR nos casos derrame pleural

maligno de acordo com o sitio primario das neoplasias.

As figuras 9 e 10 exemplificam resultados de MLPA em caso de derrame pleural
benigno e maligno, respectivamente. Notar que no caso de derrame pleural benigno,
os picos de amplificacdo do controle e do caso teste sdo semelhantes e dispostos na
faixa considerada normal. No caso maligno, observamos 2 picos com alteracdo de
contelido genético.
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Figura 9. Histograma do resultado de MLPA em um caso de derrame pleural benigno.

Figura 10. Histograma do resultado de MLPA em um caso de derrame pleural

maligno.
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A tabela 9 resume os achados de sensibilidade, especificidade e acuracia das
técnicas de Citologia, ploidia de DNA e FISH no diagnostico de DPM, isoladas ou em

combinagao.

Tabela 9: Resultado da sensibilidade, especificidade e acuracia das técnicas de

Citologia, ploidia de DNA e FISH no diagndstico de DPM, isoladas ou em combinacéo.

Método S (%) E (%) VPP (%) VPN (%) Acurécia (%)
Citologia 96,2% 66,7% 84,5% 90,2% 86,0%
Ploidia de 57,0% 70,0% 87,0% 32,0% 60,0%

DNA
Citologia 81,0% 75,0% 94,0% 46,0% 80,0%
+
ploidia DNA
Citologia 98,0% 99,0% 99,0% 97,0% 98,0%
+
FISH

Os resultados obtidos com a técnica de MLPA néo constam da tabela, uma vez
qgue esta técnica foi padronizada em amostras frescas de liquido pleural utilizando

sondas para o gene EGFR e néo tinha o propdésito diagnéstico.
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5. DISCUSSAO
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5. Discusséao

A incidéncia estimada de derrame pleural maligno € de 45%, superando os de
etiologia infecciosa e mesmo os transudatos de causa cardiaca’®. Estatisticas norte-
americanas reportam como superior a um milhdo, o nimero de novos casos de
derrame pleural/ano e destes, cerca de 200.000 estdo associados a doenga maligna,
uma vez que a maioria das neoplasias pode cursar com derrame durante sua

evolucao*>1°.

A toracocentese € a primeira e a menos invasiva abordagem diagndstica
destes pacientes e o liquido pleural obtido representa importante potencial como
amostra biolégica para o diagndstico etiologico do derrame, particularmente quando
consideramos a realizacdo do exame citoldégico com citologia oncética em laboratorios
clinicos, que tém prazos encurtados para a liberacéo de resultados.

Entretanto, o diagnostico citologico de derrame pleural maligno €
frequentemente desafiador, particularmente pela dificuldade na diferenciacao entre a
célula tumoral e a célula mesotelial benigna hiperreativa, além de fatores relacionados
com o tipo histologico do tumor primario e sua capacidade esfoliativa para a cavidade
pleural, as técnicas de preparacdo utilizadas na realizacdo do exame citologico e a
experiéncia do observador.

A maioria dos pacientes com derrame pleural maligno apresenta doenca
avancada com importante comprometimento sistémico, de maneira que a
possibilidade de se estabelecer o diagndéstico de cancer em amostra de liquido pleural
€ de grande valor na pratica clinica, pois evita submeter estes pacientes a
procedimentos diagndésticos mais invasivos, como a videotoracoscopia.

No presente estudo, avaliamos e padronizamos, em amostras de liquido
pleural, o desempenho da citologia convencional isolada ou combinada com métodos
complementares no diagnéstico de derrame pleural maligno. Associamos a avaliacao
da ploidia de DNA por citometria de fluxo e a técnica de FISH com sondas
econdmicas para os cromossomas 11 e 17, cromossomas estes, envolvidos com
progressdo e invasdo tumoral®®*%>3°* A técnica de MLPA foi realizada a partir da
sequéncia do gene do EGFR, intuindo-se que sua padronizacdo em amostra de

liquido pleural seria relevante, uma vez que estdo sendo desenvolvidas sondas
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multiplex com amplo espectro de genes relacionados & progressdo tumoral e que
podem, no futuro, serem utilizadas como marcadores diagnosticos.

Nas 200 amostras analisadas, a citologia do liquido pleural foi positiva em 82
casos (41,0%), negativa em 51 (25,5%) e suspeita de malignidade em 67 (33,5%).
Considerando-se o diagnéstico histoldgico, radioldgico e de seguimento clinico como
padrées ouro para o diagnoéstico de malignidade e o resultado positivo ou suspeito
para células malignas como citologia positiva, a sensibilidade, especificidade, VPP,
VPN e acuracia do exame citolégico foi de 96,2%, 66,7%, 84,5%, 90,2% e de 86,0%,
respectivamente. Para a ploidia de DNA obtivemos, respectivamente, oS seguintes
valores: 57,0%; 70,0%; 87,0%; 32,0% e 60,0% e para a FISH, de 98,5%, 98,6%,
99,2%, 98,6% e 98,5%. A combinacdo de métodos, especialmente da citologia com a
FISH, melhora substancialmente a especificidade diagndstica, ambos com boa
sensibilidade.

A MLPA, realizada em amostras de liquido pleural de pacientes com cancer de
pulmdo e mama mostrou alteracdo numérica ou estrutural na regido do gene do
EGFR em 28,2% dos casos.

Segundo dados de literatura, a sensibilidade do exame citolégico no
diagnéstico de derrame pleural maligno é, em geral, inferior a 60%**°!. Shidhan e
Falzon (2010)%* relatam taxa de falsos positivos em torno de 0,5% e de falsos
negativos em torno de 30%. Cibas e Ductman (2009)* relatam taxa de falsos
positivos inferior a 1%, com prejuizo da sensibilidade, que variou de 58 a 71%. Em
nosso estudo a sensibilidade e especificidade para o exame citolégico foram
respectivamente de 96% e 67%. Destacamos que € op¢ao do noSso servico, ressaltar
em forma de texto no laudo, a possibilidade de neoplasia nos casos de citologia
suspeita e que exames complementares sdo necessarios para o diagnéstico
definitivo.

Longatto Filho et al. (1998)% ao avaliar o desempenho do exame citolégico no
diagnéstico de derrames cavitarios concluiu que a citologia apresenta uma alta
capacidade resolutiva para diagnostico de malignidade porém, com baixa
sensiblidade. Segundo os autores, a acuracia do diagndéstico citologico depende de
minuciosa avaliacdo dos eventos clinicos associados ao cuidado no preparo das

amostras bioldgicas.
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As aplicacoes da citometria de fluxo em oncologia clinica sdo multiplas, podendo ser
utilizada para diagndstico e prognastico.

O principio da utilizacdo da ploidia de DNA por CF se baseia na proposi¢ao de
gue a deteccao de populagdes de DNA aneuploides seria indicativo da presenca de
células neoplasicas malignas, assim como a proporcdo elevada de células na fase
s™,

A vantagem do método é que por avaliar um grande numero de células
nucleadas, propicia a contagem aleatoria das mesmas e portanto, avalia a ploidia de
maior nimero de células tumorais®®.

Chen et al. (1995)° ressaltam a importancia da utilizacdo da ploidia de DNA
por CMF e de técnicas imunocitoquimicas associadas. Os autores reportam que em
10/11 casos de derrame pleural classificados como suspeitos pela citologia, 0s
histogramas obtidos representavam conteudo de DNA diploide, fato que os levou a
reclassifica-los como benignos.

O diagnostico de DPM em combinacdo com a citopatologia, conforme
demonstrado por Huang et al. (1992)%°, apresentou sensibilidade de 94%,
especificidade de 100% e valor preditivo positivo de 100%. Mais recentemente, 0s
mesmos autores relataram sensibilidade bastante inferior ao analisarem 71 casos de
derrames pleurais (38 benignos e 33 secundarios a adenocarcinoma de pulmao).
Embora todos os derrames benignos tenham apresentado contetdo nuclear euploide
de DNA, apenas 52% dos DPM apresentaram aneuploidia®.

Em nosso estudo, das 45 amostras de liquido pleural 36 (80%) eram
neoplasicas e 9 (20%) eram nao neoplasicas. Das 36 amostras neoplasicas a analise
da ploidia de DNA detectou a presenca de células aneuploides em 19 (52,8%),
resultado semelhante ao obtido por Huang et al.*®>. Em 17 amostras (47,2%) o indice
de DNA ficou dentro dos padrées estabelecidos como normais (resultados falsos
negativos). Das 9 amostras ndo neoplasicas, 2 (22,2%) apresentaram conteudo
celular de DNA aneuploide, ndo havendo evidéncias histoldgicas, radiolégicas ou de
seguimento clinico de neoplasia (falsos positivos). Estes resultados conferiram uma

taxa de sensibilidade e especificidade para a técnica de 57% e 70%, respectivamente.
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No contexto diagndstico, até o0 momento, a baixa sensibilidade do método ndo
justifica sua utilizacdo como rotina na identificacédo de casos de DPM°®>%%%7,

Entretanto, em 2007, em estudo efetuado com amostras de sangue periférico
de pacientes portadores de neoplasias metastéticas de pulmdo, préstata, pancreas,
mama e célon, Nagrath et al (2007)°® obtiveram a separacdo das células tumorais
circulantes através de marcacdo com o anticorpo EpCAM e concluiram que a
deteccdo de células tumorais marcadas com contetudo anormal de DNA é uma nova e
efetiva ferramenta de identificacdo das células tumorais circulantes em pacientes com

doenca metastética.

Em sintese, devemos considerar que quando se detecta uma populacdo de
células aneuploides, o diagndstico de malignidade deve ser considerado. Se o
resultado do exame citolégico é negativo ou suspeito, 0 mesmo deve ser revisto; nao
sendo definida a positividade, a investigacdo clinica e radiol6gica deve ser planejada,
de forma a incluir o exame histolégico®’. Entretanto, o indice elevado de resultados
falsos negativos torna evidente que a citometria de fluxo ndo se constitui em método
de escolha para a triagem no diagndstico de derrames pleurais. Além de apresentar
como fator limitante, a contaminacdo das células de interesse por outras nao
neoplasicas presentes em suspensédo no liquido pleural (como as células mesoteliais
e 0s macréfagos), que interferem na determinacdo da fracdo de proliferacdo e
consequentemente, na sensibilidade e especificidade do método, requer

processamento imediato e bastante moroso das amostras.

Sabe-se que as neoplasias malignas sao caracterizadas por ganhos e perdas
de material genético a nivel cromossémico. Vale destacar que o cancer de pulméo,
um dos principais responsaveis pelas metastases pleurais, é caracterizado por

69,70,71,72. Neste

aberracdes complexas que afetam a maioria dos cromossomos
contexto, a utilizacdo de técnicas mais sensiveis de detec¢cdo de anormalidades
cromossOmicas, como a FISH, deve ser considerada para fins diagnosticos.
Adicionalmente, a padronizagdo da técnica em amostras frescas de liquido, sem a
necessidade da cultura de células permite sua incorporacdo ao arsenal diagnostico
dos laboratorios clinicos, sem alterar o tempo de liberagdo do exame (TAT -

TurnAround Time).
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Em nosso estudo, optamos por utilizar sondas de FISH centroméricas para os
cromossomos 11 e 17, uma vez que a deteccdo de aneuploidia nesses cromossomos
tem sido associada a neoplasias de Vvarios sitios primarios”> ">,

Genes relevantes para o fenétipo neoplasico, como por exemplo, os genes HRAS,
MMP1, MMP12, PGR,PAK1 estéo localizados no cromossomo 11 e 0s genes p53,
Her2, BRCA1, STAT3, AKAP 10 estdo localizados no cromossomo 17, entre outros.

Na casuistica estudada, a totalidade dos derrames pleurais malignos com
citologia oncotica positiva teve confirmacédo de aneuploidia pela técnica de FISH; dos
casos com citologia negativa, trés foram reclassificados como malignos (confirmados
por histologia) e dos casos com citologia suspeita de malignidade, o diagndstico foi
confirmado em 44 casos (65,5%). Apenas um caso de derrame pleural
parapneumonico com hiperreatividade mesotelial e citologia suspeita apresentou
FISH falso positiva. Este achado pode estar relacionado com a resposta proliferativa
mesotelial, com maior niumero de células na fase S do ciclo celular. Embora tenham
sido observadas células aneuploides em casos de derrames pleurais benignos, o
namero de células foi inferior ao valor de corte previamente estabelecido.

Fiegl et al. (2004)*°, em estudo semelhante, associaram FISH ao exame
citologico em amostras de liquido pleural de 358 pacientes com derrame pleural,
sendo 157 casos malignos e 72 benignos. Os casos de DPM incluiam portadores de
cancer de mama, pulmao e pancreas, entre outros. Os autores obtiveram positividade
do exame citolégico em 44.4% dos casos malignos, enquanto que a FISH foi positiva
em 53.9% dos casos. A associacdo das técnicas elevou a sensibilidade diagnéstica
para 60.9%.

No presente estudo, os resultados obtidos demonstram expressivo ganho
desses cromossomos na maioria dos casos de derrame pleural maligno analisados.
Embora sondas para outros cromossomas possam ser utilizadas, julgamos que a
utilizacdo de apenas duas sondas foi suficiente para a deteccao de aneuploidia, visto
que a excecdo de um caso de derrame pleural parapneumoénico que apresentou
namero de células aneuploides acima do valor de corte previamente estabelecido,
todos os demais casos de malignidade foram corretamente classificados.

Cora e et al. (2005)>° avaliaram 32 pacientes com derrame pleural, sendo 14

benignos e 18 malignos, incluindo casos de mesotelioma, adenocarcinoma e
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carcinoma de pequenas células de pulmdo. Utilizando sondas centroméricas
especificas para os cromossomas 9 e 11, os autores obtiveram boa diferenciacao
entre os derrames benignos e malignos. loakim-Liossi et al. (1999)° observaram
aneuploidia e alterages estruturais nos cromossomos 1, 3, 6, e 11 em amostras
frescas ou provenientes de cultura de pacientes com cancer de mama e ovario. Por
outro lado, Roka e cols (1998)"" relataram alta frequéncia de aneuploidia do
cromossomo 8 em amostras de liquido pleural de pacientes com neoplasia de mama.
Reafirmando a multiplicidade cromossomica envolvida nos processos tumorais
metastaticos, Flores-Staino et al. (2010)?® encontraram aberracdes envolvendo os
cromossomos 3, 7, 17 e 9p21 em 29 amostras de liquido pleural de pacientes com
carcinoma metastatico para a pleura.

Atualmente, a FISH é utilizada como método confirmatério de alteracbes
pontuais, ndo sendo, até 0 momento, um exame de baixo custo para ser implantado
em laboratorios de rotina. Entretanto, a busca de sondas ou do menor conjunto de
sondas, capazes de complementar o exame citologico com eficiéncia deve ser
encorajada na pesquisa oncoldgica, principalmente para pacientes com diagnostico
prévio de cancer que desenvolvem derrame pleural e cujo exame citologico do liquido
pleural mostrou resultado de citologia oncoética suspeita, porém inconclusiva. Neste
sentido, kits de sondas adicionais tém sido testados, como o kit UroVysion (Vysis-
Abbott Laboratories, Downers Grove, lllinois, EUA), que é um conjunto de sondas
comerciais envolvendo 4 regides cromossémicas especificas utilizado em amostras
de urina para o diagnéstico de cancer de bexiga. Flores-Staino et al. (2010)?® relatam
resultados satisfatorios com a adaptacédo deste kit para amostras de liquido pleural no
diagnéstico de DPM. Nosso grupo de trabalho testou o kit e também obteve boa
sensibilidade e especificidade diagndsticas em uma série de casos de derrame pleural
incluindo casos benignos e malignos, com multiplicidade de sitios primarios (dados
ainda nao divulgados).

Na constante busca por métodos moleculares simplificados e que permitam a
analise simultanea de amplo espectro de cromossomos, ou regides génicas
especificas, surgem o0s primeiros estudos utilizando a técnica de MLPA em
cancer’®’®®_ Devido & sua capacidade de evidenciar variacdes no niimero de cépias

de varios genes humanos, a MLPA pode ser utilizada no diagnéstico de doencas.
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genéticas cuja patogénese esteja relacionada com a presenca de delegcdes ou
duplicacdes de genes especificos.

A identificacdo de mutacdes em genes conhecidos de pacientes afetados por
cancer hereditario e em seus familiares é de fundamental importadncia para a
instituicdo de praticas profilaticas especificas. Na maioria dos casos, as mutagdes de
linhagem germinal que afetam esses genes sdo pontuais e dentre as técnicas
passiveis de identificacdo destes rearranjos, inclui-se a MLPA®!,

Varios grupos tém demonstrado a utilidade do ensaio de MLPA na analise de
rearranjos genémicos de BRCA1l e BRCA2%®. Montagna et al.®*, relataram que
rearranjos gendmicos sao responsaveis por mais de um terco das mutacbes de
BRCA1 em familias com cancer de mama e ovario no norte da Italia.

A aplicacdo da analise de MLPA forneceu resultados uteis também no estudo
de grandes rearranjos do gene APC em pacientes portadores de polipose
adenomatosa familiar (PAF) e de seus familiares. Bunyan et al.?® detectou delecées
de genes completos ou parciais da APC em 6/24 casos de pacientes com PAF.

Como sao poucos os estudos com MLPA e amostras biolégicas outras que nédo
as teciduais, optamos por utilizar o kit de MLPA (P315-MRC-Holland, Amsterdan, The
Netherlands) que avalia amplificacdes e delecbes do gene EGFR, gene relacionado
com o controle do crescimento celular e por consequéncia, alterado em varias
neoplasias. Na época em que iniciamos o estudo, haviam poucos kits relacionados
com o diagnéstico genérico de neoplasia. Como grande parte da nossa casuistica se
refere a metastases pleurais de cancer de pulmdo e mama, tumores que em 20 a 30
% das vezes expressam a mutacdo do EGFR®®"# entendemos que adaptar e
padronizar a técnica de MLPA em amostras de liquido pleural com este kit seria
providencial. Como séo restritos os estudos com liquido pleural, aperfeicoamos a
técnica de extracdo e purificacdo do DNA para a técnica de PCR multipla, conforme
as orientacdes da assessoria cientifica do fabricante.

Das 50 amostras incluidas no estudo, 46 (92%) eram malignas
(predominantemente metastases de pulméao, mama e colon) e 4 (8%) eram liquidos
pleurais de etiologia tuberculosa e que foram utilizadas como controle negativo para a
técnica de MLPA.
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Nos derrames pleurais malignos, alteracdes na sequéncia do EGFR foram
observadas em 13 casos (28,2%). Interessante ressaltar que em 19 casos (41,3%)
foram detectadas cépias anbmalas nas sondas dos controles internos da reacao,
talvez por expressarem regides de instabilidade genémica. As amostras dos casos de
tuberculose (controle normal) ndo apresentaram numero de copias amplificado e/ou

rearranjo do gene estrutural.

Recentemente fomos informados da producdo, ainda em pesquisa pelo
fabricante, de uma sonda multiplex genérica para céancer, capaz de detectar
amplificacdes no numero de copias génicas e/ou rearranjo do gene estrutural
envolvendo mudltiplos genes relacionados com progressao tumoral (X050-MRC-
Holland, Amsterdan, The Netherlands). Nossas expectativas com este kit sdo
otimistas, pois a cobertura de aproximadamente 50 regides génicas relacionadas com
progressao tumoral possibilitar4 reconhecer, em apenas um teste de PCR, o carater

maligno do derrame pleural, independentemente do sitio primario da neoplasia.
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6. CONCLUSOES
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6.Conclusodes

Conforme era objeto deste estudo, obtivemos éxito na padronizacdo das técnicas
de ploidia de DNA, FISH e de MLPA em amostras frescas de liquido pleural.

A técnica de FISH acrescentou sensibilidade e especificidade ao diagndstico de
derrame pleural maligno. A utilizacdo de duas sondas centroméricas foi eficiente
para o diagndstico de malignidade, ndo onerando substancialmente o custo do
exame citolégico. Acreditamos que a associacdo da FISH ao exame citolégico
convencional seja de grande valor na pratica clinica, particularmente em casos
com células atipicas no liquido pleural e diagnéstico citoldégico inconclusivo. A
ploidia de DNA, embora mais especifica que o exame citoldégico, ndo acrescentou

sensibilidade diagndstica, ndo se justificando sua utilizacdo em rotina.

Os resultados de MLPA utilizando kit especifico para amplificacfes e delecbes do
gene EGFR - receptor do fator de crescimento epidérmico — demonstraram
alteracbes genéticas moleculares em células do liquido pleural de
aproximadamente 20% dos pacientes portadores de metéstases pleurais de

tumores de pulmédo, mama e colon.
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ANEXO A

HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE
DE SAO PAULO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

| - DADOS DE IDENTIFICAGAO DO SUJEITO DA PESQUISA OU RESPONSAVEL LEGAL

1. NOME DO PACIENTE:

DOCUMENTO DE IDENTIDADE N.°:

SEXO: __M__F

DATA NASCIMENTO: I

ENDERECO:

N.°: APTO:

BAIRRO: CIDADE:

CEP:

TELEFONE: DDD ( )

2.RESPONSAVEL LEGAL

NATUREZA (grau de parentesco, tutor, curador etc.):

DOCUMENTO DE IDENTIDADE N.°:

SEXO: __M__F

DATA NASCIMENTO: I

ENDERECO:

N.©: APTO:

BAIRRO: CIDADE:

CEP:

TELEFONE: DDD ( )

DADOS SOBRE A PESQUISA CIENTIFICA

1. TITULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA: Incurs&o Clinica e Experimental na Cavidade Pleural

2. PESQUISADOR: Prof. Dr. Francisco Vargas Suso

INSCRICAO CONSELHO REGIONAL N° 15089

CARGO/FUNCAO: PROFESSOR TITULAR UNIDADE DO HCFMUSP: PNEUMOLOGIA

3. AVALIACAO DO RISCO DA PESQUISA: RISCO MINIMO
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(probabilidade de que o individuo sofra algum dano como consequéncia imediata ou tardia do estudo)
4. DURACAO DA PESQUISA : 48 MESES (Insere-se em Projeto Tematico)

lIl - REGISTRO DAS EXPLICACOES DO PESQUISADOR AO PACIENTE OU SEU
REPRESENTANTE LEGAL SOBRE A PESQUISA CONSIGNANDO:

A pleura é semelhante a uma pele bem fina que recobre o pulméo dentro do térax. Em algumas
doengas pode haver acumulo de liquido entre o pulmao e a pleura. Em alguns doentes, mesmo apoés
tratamento, o acumulo deste liquido se repete, causando dor e falta de ar, principalmente apoés
esforgos.

Para melhorar os sintomas é necessario que este liquido seja retirado. Para realizarmos este
tratamento utilizamos inicialmente uma agulha fina e seringa para injetarmos nas costas (térax) um
remédio liquido que diminui a dor (anestesia) e possibilita que uma agulha mais grossa possa ser
colocada nas costas, para retirar adequadamente o liquido.

Durante o tratamento, serdo preenchidos questionarios e serdo colhidas amostras de sangue e liquido
pleural e podera ser retirado um pedaco da pleura (bidpsia) quando necessario. Todo o material
retirado (liquido pleural, sangue, pedaco de pleura) sera armazenado para exames para 0 Seu
tratamento atual e, para realizar alguns novos exames e pesquisas para descobrir novas formas de
diagnéstico e tratamento.

Para acompanhar este tratamento serdo realizados diversos exames, dentre eles a radiografia de torax
(chapa) e/ou tomografia computadorizada (exame muito parecido com a radiografia, s6 que feito
deitado), e testes de capacidade pulmonar em repouso e na atividade fisica. Podendo ser necessarios
testes para reconhecer a influéncia do liquido no sono e hospitalizagéo para a realizagdo dos exames.

Concordo com a puncao/bidpsia de pleura, coleta de sangue e liquido pleural e estou ciente e concordo
que este material (liquido, pleura e sangue) podera ser utilizado no futuro para realizagdo de novos
exames ou pesquisas, relacionadas ou ndo ao meu tratamento, preservando a minha privacidade e o
sigilo de minha identidade. Considero que fui devidamente esclarecido e concordo com a realizacdo da
drenagem do térax, dos exames de imagem, funcéo pulmonar em repouso e na atividade fisica, sono e
hospitalizagdo que serdo realizados para avaliar a influéncia do liquido e a expansao do meu pulmao,
bem como outros exames que se fizerem necessarios e durante a evolug¢éo do tratamento.

IV - ESCLARECIMENTOS DADOS PELO PESQUISADOR SOBRE GARANTIAS DO
SUJEITO DA PESQUISA CONSIGNANDO:

1. Acesso, a qualquer tempo, as informacdes sobre procedimentos, riscos e beneficios relacionados a
pesquisa, inclusive para dirimir eventuais duvidas.

2. Liberdade de retirar seu consentimento a qualquer momento e de deixar de participar do estudo,
sem que isto traga prejuizo a continuidade da assisténcia.

3. Salvaguarda da confidencialidade, sigilo e privacidade.

4. Disponibilidade de assisténcia no HCFMUSP, por eventuais danos a saude, decorrentes da
pesquisa.

5. Viabilidade de indenizacao por eventuais danos a saude decorrentes da pesquisa.
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V. INFORMAGOES DE NOMES, ENDERECOS E TELEFONES DOS RESPONSAVEIS
PELO ACOMPANHAMENTO DA PESQUISA, PARA CONTATO EM CASO DE
INTERCORRENCIAS CLINICAS E REACOES ADVERSAS.

Dr. Franscisco S. Vargas, Dra. Leila Antonangelo, Dra. LiseteR. Teixeira, Dr. Evaldo Marchi, Dr. Eduardo H.
Genofre. Rua Dr. Enéas de Carvalho Aguiar, 44 — 100 andar — bloco I, CEP: 05403-000, Sédo Paulo — SP, Tel: (11)
3069-5034, Fax: (11) 3069-5695, e-mail: pnevargas@incor.usp.br

VI. OBSERVACOES COMPLEMENTARES

VIl - CONSENTIMENTO POS-ESCLARECIDO

Declaro que, apés convenientemente esclarecido pelo pesquisador e ter entendido o que me foi
explicado, consinto em participar do presente Protocolo de Pesquisa

Sao Paulo, de de 20 .

Assinatura do sujeito da pesquisa ou responsavel Assinatura do pesquisador


mailto:pnevargas@incor.usp.br
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Anexo B

APROVACAO

A Comissdo de Etica para Andlise de Projetos de
Pesquisa - CAPPesq da Diretoria Clinica do Hospital das Clinicas e da

Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo, em sessdo de
09.11.05, APROVOU o Protocolo de Pesquisa n° 998/05, intitulado:

“Incursdo Clinica e Experimental na Cavidade Pleural” apresentado pelo
Departamento de CARDIOPNEUMOLOGIA, inclusive o Termo de

Consentimento Livre e Esclarecido.

A Aprovagcdo deste Projeto € extensiva aos sub-
projetos (Lista Anexa), anteriormente apresentados de forma isolada e gue

passaram a integrar-se em um unico grande projefo.

Cabe ao pesquisador elaborar e apresenfar d
CAPPesq, os relatérios parcigis e final sobre a pesquisa (Resolucdo do

Conselho Nacional de Saide n° 196, de 10.10.1996, inciso IX. 2, letra "c")

Pesquisador(a) Responsdvel: Prof. Dr. Francisco Vargas Suso

CAPPesq, 09 de Novembro de 2005.

Liv
PROF. DR. EUCLIDES AYRES DE CASTILHO

Presidente da Comissdo de Etica para Andlise
de Projetos de Pesquisa
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Apéndice

Tabela 1. Resultados encontrados pela técnica Hibridagéo in situ por Fluorescéncia
(FISH)

Cr 11 Crl17
. L - Células 1 L 5 1 3 5
Diagndstico A . . 3 sinais L . L LT
normais sinal sinais sinal sinais Sinais
CA pulméo 51,2 11,5 26,00 12,0 1,0 45 0
64,5 10,5 32,50 7.0 45 10,0 0
68,9 9,00 23,00 55 14,5 16,0 3,0
50,5 23,0 22,00 55 14,0 29,5 0
49,5 14,0 28,50 6,0 26,0 20,0 1,0
66,0 11,0 21,50 0 18,0 18,5 55
55,0 9,00 27,50 3,5 5,0 4,0 0
62,5 11,5 14,00 0 10,5 14,0 10,5
70,5 2,00 27,50 5,0 75 34,0 0
74,0 13,5 33,00 75 3,0 15,0 4,5
61,5 1,00 39,50 11,0 10,5 8,50 1,5
50,5 23,5 21,50 5, 14,5 21,5 0
49,0 14,0 27,50 6.0 26,5 20,0 1,5
69,5 7,50 24,00 55 15,5 16,5 5,0
49,5 17,0 27,00 3,0 27,0 20,0 2,5
54,5 24,0 23,50 0 17,0 31,0 0
56,5 25,0 25,0 0 18,0 31,5 0
50,5 21,5 58,0 0 19,0 21,5 0
66,0 16,5 24,0 0 11,5 27,5 0
51,5 16,5 29,0 6.0 26,5 22,5 0
57,5 26,5 31,5 0 16,5 0 0
55,5 14,5 41,0 0 34,0 14,5 0
50,0 22,5 27,5 0 27,5 19,5 0
57,0 29,5 16,5 0 11,0 9,0 0
65,0 28,5 17,0 0 9,5 35,5 0
68,5 11,5 18,5 0 40,5 11,5 0
63,5 50 12,5 1,0 45 55 0
57,5 13,0 28,0 12,5 3,5 3,0 3,0
56,5 11,0 30,0 4.0 11,5 22,5 9,0
50,5 14,5 26,5 9,5 18,5 24,0 5,0
52,5 24,0 22,0 6,5 15,0 30,5 0
70,5 2,0 27,5 5,0 7.5 34,0 0
69,0 9,0 23,0 55 14,5 16,0 3,0
47,5 23,5 24,0 0 16,5 23,5 0
62,5 24,0 29,0 0 9,5 18,5 14,0
52,5 22,0 25,5 0 19,0 27,0 0

(Continua)
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(Continuacao)

Cr 11 Cri7
. L. Células 1 L 5 1 3 5
Diagndstico . . 3 sinais . . L LT
Anormais sinal sinais sinal sinais Sinais
Camama 56,0 10,0 29,5 16,0 15 5,5 0
68,5 7,0 25,5 4,5 7,5 17,5 0
62,0 5,5 20,5 3,5 9,0 19,0 0
71,0 7.0 17,5 0 12,0 16,0 1,5
61,0 7.5 21,5 1,5 4,0 18,0 3,5
71,0 9,0 16,0 0 56,5 1,0 0
55,5 9,0 32,0 3,0 18,5 21,5 6,0
63,5 17,0 16,0 6,0 12,0 15,5 8,0
59,5 9,0 13,0 15 45,5 2,0 2,0
66,0 10,5 21,0 4,5 8,5 20,5 4.0
64,5 18,5 16,0 6,0 11,5 15,0 8,5
60,0 12,0 28,0 17,0 1,0 2,5 3,0
74,5 15,5 23,5 9,0 13,0 25,0 7,5
66,0 1,0 33,0 2,0 26,0 16,0 0
62,5 2,0 44,5 0 17,5 2,0 0
63,0 11,5 28,0 17,5 1,5 6,5 0
57,5 10,0 28,0 14,5 5,0 9,0 16,5
52,5 10,5 30,5 0 19,0 22,0 2,5
69,0 7.0 25,0 5,0 6,5 16,5 4,5
74,5 24,5 47,0 0 45,0 27,5 0
59,5 11,5 33,5 3,0 19,0 26,0 0
58,5 25,5 10,0 0 22,0 30,5 0
57,0 29,0 16,0 0 16,0 35,0 0
56,0 225 9,0 0 29,5 22,5 0
57,5 29,5 20,5 0 11,5 5,5 0
62,5 14,0 30,5 3,5 11,5 32,0 0
70,5 24,5 44,0 0 41,0 26,5 0
51,0 17,0 27,5 0 22,5 23,5 0
58,5 29,5 18,0 0 12,5 9,0 0
25,5 4,5 13,0 5,5 2,0 7.0 3,0
66,0 6,5 15,0 1,5 14,5 15,5 3,5
64,5 6,5 15,0 15 14,5 15,5 3,5
57,5 26,0 20,5 11,5 11,5 11,5 0
25,5 4,5 13,0 5,5 2,0 7,0 3,0
60,0 6,0 19,5 0 0 34,5 0
57,5 10,0 28,0 14,5 5,0 9,0 16,5
59,5 22,0 34,5 0 30,0 25,5 0
51,0 14,0 34,0 0 29,5 17,0 0

(Continua)
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(Continuacao)

cr 11 Cr 17
. . Células 1 . 5 1 3 5
Diagndstico A . . 3 sinais S . L LT
normais sinal sinais sinal sinais Sinais
Colon 74,0 6,0 24,5 0,5 16,0 14,5 8,5
74,5 20,0 34,5 1,5 19,5 22,5 11,5
76,0 19,5 39,0 4,0 16,0 28,0 0
79,5 27,5 26,5 1,0 34,5 26,0 3,0
68,5 28,5 29,50 0 23,5 22,5 0
70,5 15,0 33,0 0 42,5 8,5 0
75,0 21,5 39,0 0,5 24,5 35,5 0
69,5 26,5 28,5 0 18,0 32,5 0
71,5 17,5 23,5 0 18,5 19,0 10,5
71,5 17,5 23,5 0 18,5 19,0 10,5
65,5 9 36,0 6,5 24,0 18,5 11,5
70,5 8,5 36,0 4,0 7,0 23,0 5,0
71,5 17,5 23,5 0 18,5 19,0 10,5
49,5 6,0 28,5 0 33,5 12,5 0
71,5 17,5 23,5 0 18,5 19,0 10,5
Neoplasias 51,5 15,5 29,5 6,5 26,0 22,0 0
Hematolégicas
59,5 9,0 13,0 2,5 45,5 2,0 2,0
55,0 16,5 38,5 0 28,5 16,5 0
52,5 13,5 39,0 0 31,5 0 0
58,5 19,0 39,5 0 31,5 19,0 0
51,0 22,5 28,5 0 11,5 22,5 0
51,0 12,0 18,5 15 13,5 29,5 3,0
51,5 15,5 28,5 6,5 26,022, 1,0
0
51,0 16,5 34,5 0 25,0 16,5 0
Ovaério 65,0 7,5 29,0 9,5 2,0 9,0 0
66,5 18,5 29,0 11,0 11,5 21,5 0
66,0 14,5 31,0 11,5 5,5 26,0 0
52,5 25,5 18,5 0 0 25,0 0
52,5 24,0 22,0 0 17,0 30,5 0

(Continua)
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(Continuacao)

Cr 11 Cr 17
. L. Células 1 L 5 1 3 5
Diagndstico . . 3 sinais L . L LT
Anormais sinal sinais sinal sinais Sinais
Sitio Priméario 72,0 5,0 28,3 3,5 6,0 14,0 0
Desconhecido
51,0 12,0 18,5 1,5 13,5 29,5 3,0
69,0 1,0 49,5 2,0 20,0 14,0 1,5
67,5 7,5 25,5 9,5 2,0 10,0 10,5
66,0 20,5 26,5 0 10,5 25,0 0
64,5 28,0 17,0 0 7,5 35,0 0
25,5 15,0 5,0 0 4,5 5,5 0
70,5 8,5 12,5 0 49,5 8,5 0
71,0 26,5 28,0 0 15,5 42,0 0
53,5 11,5 31,5 0 0 3,5 40,5
53,5 11,5 31,5 0 3,5 10,5 0
66,0 15,5 24,5 0 11,5 19,0 0
73,5 26,5 28,0 0 12,5 42.0 0
10,0 1,5 35 1,5 1,0 0 0
Outros 51,0 14,0 32,5 45 29,5 18,5 0
58,5 25,5 21,5 0 12,5 9,5 0
66,0 20,5 26,5 0 11,0 25,0 0
55,5 15,0 26,5 0 10,5 17,5 12,5
49,5 15,0 11,5 12,0 11,5 9,0 11,0
70,5 8,5 36,0 4,0 7,0 23,0 5,0
63,5 29,5 32,0 0 12,0 37,0 0
54,5 14,5 36,0 4.0 33,0 18,5 0
53,5 14,0 27,0 0 15,5 26,5 2,5
51,5 8,5 37,0 0 32,5 8,5 0
48,5 23,5 25,0 0 17,5 235 0
52,0 13,0 28,0 0 19,0 24,0 0
5,0 1,0 2,5 2,5 2,0 0 0
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Tabela 2. Resultados dos indices de DNA por Citometria de Fluxo

Diagnostico indice de DNA

Pulméo 1,00
1,14
1,06
1,04
1,03
1,17
1,09
1,01
1,03
0,99
1,07

1,11

Mama 0,95
0,70
0,96
0,98
1,16
1,08
0,99
0,95
1,05
1,03
1,08

(Continua)
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(Continuagéao)

Diagndéstico

indice de DNA

Célon

Sitio Primario Indefinido

Linfoma

Ovario

QOutros

Benigno

1,07
0,99
0,61
0,93
111

1,07

1,18

1,48

0,89

1,02
0,96
1,13

1,38

1,02
0,95
0,99
1,01
1,17

1,02
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Tabela 3: Resultado da amplificacdo multiplex por sondas ligacdo- dependentes

(MLPA)

Diagnostico

Resultados

Pulmao

EGFR + Ctr -

EGFR + Ctr -

EGFR - Ctr +

EGFR - Ctr +

EGFR + Ctr +

EGFR + Ctr +

EGFR - Ctr -

EGFR - Ctr -

EGFR - Ctr +

EGFR - Ctr -

EGFR - Ctr -

EGFR - Ctr -

EGFR - Ctr -

EGFR - Ctr +

EGFR - Ctr -

EGFR - Ctr -

EGFR - Ctr -

EGFR - Ctr -

(Continua)



72

(Continuagéao)

Diagnéstico

Resultados

Mama

Célon

EGFR + Ctr +

EGFR - Citr -

EGFR + Ctr +

EGFR -Ctr +

EGFR + Ctr +

EGFR - Citr -

EGFR - Ctr -

EGFR + Ctr +

EGFR + Ctr +

EGFR+ Ctr +

EGFR- Ctr +

EGFR - Ctr -

EGFR - Ctr -

EGFR - Citr -

EGFR - Citr -

EGFR - Ctr +

EGFR + Ctr +

EGFR - Ctr +

EGFR - Citr -

EGFr + Ctr -

EGFR - Ctr -

(Continua)
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(Continuagéao)

Diagnostico Resultados

Sitio Primario Indefinido
EGFR - Ctr +

EGFR + Ctr +
EGFR - Ctr -
EGFR - Ctr -
EGFR- Ctr -

EGFR - Ctr -

Benigno EGFR - Ctr -
EGFR - Ctr -
EGFR - Ctr -

EGFR - Ctr -



