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Resumo

A puncao aspirativa por agulha fina (PAAF) tem sido mundialmente
aceita na abordagem das les6es mamarias. Porém, alguns pontos ainda sao
controversos. Entre eles, estd o método de puncao a ser utilizado. OBJETIVO:
Comparar os aspirados gerados pelo dispositivo de autovacuo com os da
pistola de apreensdo de seringa, através de citometria de fluxo e de citologia
oncoldgica. SUJEITOS E METODOS: O estudo foi dividido em duas partes
distintas, sendo a primeira um ensaio em que a punc¢éo era realizada por ambos
0s métodos, na peca cirurgica fresca, contendo tumor de mama ex vivo. Para a
segunda parte foi conduzido um estudo randomizado, onde pacientes com
nédulos mamarios eram submetidas a PAAF, utilizando-se a pistola de apreensdo
ou o dispositivo de autovacuo in vivo. No estudo ex vivo, foram utilizadas 44
pecas frescas, contendo tumores mamarios. Em cada, peca procedeu-se a
PAAF por ambas as técnicas. Posteriormente as mesmas foram fixadas e incluidas
em parafina. Tanto os aspirados quanto o material histolégico desparafinizado
foram preparados para citometria de fluxo. Utilizou-se um aparelho BD FACScan,

com leitura de 10.000 células por exame. Para o estudo in vivo, 380 pacientes
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com nodulos solidos na mama foram submetidas a PAAF utilizando-se um dos
dispositivos de puncédo, de forma aleatoria. A leitura citologica foi feita por um
unico observador, sendo que 29 casos ndo foram vistos por ele e excluidos da
analise. Posteriormente, 295 pacientes tiveram seus tumores ressecados. Para
0s 273 casos remanescentes analisou-se a acuracia para cada método, além
da taxa de material insuficiente, celularidade, distor¢éo celular e hemorragia de
fundo. RESULTADOS: No estudo ex vivo, a citometria de fluxo mostrou que as
médias do coeficiente de variacdo, do indice de DNA, da fase-S e da aneuploidia,
foram semelhantes entre os aspirados da pistola e do autovacuo. A média de
células aneuploides foi significativamente maior nos aspirados do autovacuo do
gue na peca cirurgica (43,4 DP+23 vs 27,9 DP£17; p=0,04). No estudo in vivo, a
taxa de material insuficiente foi de 16% e 22% (NS) para os aspirados do
autovacuo e da pistola, respectivamente. A sensibilidade absoluta foi de 63% e
58%; a especificidade de 77% e 78% e a acuracia total de 76% e 75%, para o
autovacuo e para a pistola, respectivamente. A celularidade, a distor¢ao celular
e o fundo hemorragico também foram semelhantes entre os dois métodos.
CONCLUSAOQO: Os dois métodos de puncio foram equivalentes para estudo de

citometria de fluxo e citologia oncolégica.
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Summary

Fine needle aspiration cytology (FNAC) has been accepted worldwide as
an approach to breast lesions. However, some points remain to be studied and
even improved upon. The option for tap method is one of these points.
OBJECTIVE: Comparing the aspirates generated by the auto-vacuum device
with those from the syringe pistol holder, through flow cytometry and cytology.
PATIENTS AND METHODS: The study was divided into two distinct parts, the
first of which was a trial, in which taps, using both methods, were made in
surgical specimens with ex vivo breast tumor. The second part consisted of a
randomized trial in which patients with breast lumps underwent FNAC, both with
the syringe pistol holder or the auto-vacuum device in vivo. In the ex vivo study,
44 fresh specimens with breast tumors were used. Each specimen was punched
twice with a fine needle. At a later date, these specimens were fixated and
preserved in paraffin. Both the aspirates and the histology material, without the
paraffin coating, were prepared for flow cytometry. A BD FACScan, capable of
reading 10,000 cells per test was used. For the in vivo study, 380 patients with

solid breast lumps were randomized for either tap methods. A single individual
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analyzed cytology tests, and 29 cases were excluded from the analysis because
the designated observer did not see them. At a later date, 295 patients had their
tumors removed. For the remaining 273 cases, the accuracy for each method,
as well as the percentage of insufficient material, cellularity, cellular distortion
and background hemorrhage were analyzed. RESULTS: In the ex vivo study,
flow cytometry showed that the means for CV, DNA index, S-phase fraction and
aneuploidy were similar for aspirates obtained with the auto-vacuum device or
the syringe pistol holder. The mean of aneuploidy was significantly higher in the
auto-vacuum device aspirates than in the surgical specimen (43,4 SD+23 vs
27,9 SD+17; p=0,04). The averages for the CV, DNA index and for the S-phase
were similar between the aspirates and the surgical specimen. In the in vivo
study, the percentage of insufficient material was 16% and 22% (NS), for the
auto-vacuum and the gun aspirates, respectively. Absolute sensitivity was 63%
and 58%; specificity was 77% and 78% and the total accuracy was 76% d 75%
for the auto-vacuum and the gun, respectively. Cellularity, cellular distortion and
background hemorrhage were also similar in both methods. CONCLUSION:

Both FNAC methods were equivalent for flow cytometry and cytology tests.
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1. Introducao

1.1. A magnitude do problema

O cancer de mama é a neoplasia maligna mais comum nas mulheres da
Europa e América do Norte (KEYS, BAKEMEIER, SAVLOV 1983). Nesses
locais, ela é responsavel por aproximadamente 4% de todos os 6bitos, 20% dos
Obitos por malignidade e 25% de todos o0s casos de cancer do sexo feminino
(HAAGENSEN, 1986; SONDIK, 1994; BECKER, 1998). No Brasil, apesar de
menores, 0s niumeros também mostram uma tendéncia similar, sendo que, nos
anos de 1979 e 1980, o carcinoma mamario foi responsavel por 0,5% de todos
os 6bitos, 6% de Obitos entre todas as neoplasias e 13% de 6bitos por neoplasias
em mulheres. Nesse periodo, a mortalidade pelo cancer de mama so6 foi superada

pela causada por tumores uterinos (BRASIL, 1979; 1980).

De acordo com as estimativas de 1999, as neoplasias foram a terceira
maior causa de 6bitos no pais, ficando abaixo apenas das doencas cardiovasculares

e das causas externas (BRASIL, 1999). A taxa bruta de mortalidade por cancer
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de mama j& € a maior entre os varios tumores na mulher, sendo que para 2001

€ esperado que ela seja de 9,99/100.000 (BRASIL, 2001).

A taxa de mortalidade por cancer de mama, em alguns paises da Europa e
da América do Norte, ao contrario da situacdo acima mostrada, tem decrescido
na ultima década (LEVI et al., 2001; HOWE et al., 2001). Nos paises do oeste
europeu, a mortalidade das mulheres com cancer de mama, diagnosticadas entre
20 e 49 anos, decresceu em 16%, sendo que na maioria dos paises daquela
regidao, a mortalidade reduziu de 12 para 10 por 100.000 mulheres ao ano (LEVI
et al., 2001). Ja nos Estados Unidos a reducgdo dessa taxa tem diminuido 1% ao
ano, sendo que nos ultimos cinco anos, a reducdo passou a ser de 3,5% ao ano.
Entretanto, esse fato sé foi observado para a populacdo feminina branca (HOWE

et al., 2001).

A incidéncia do cancer de mama em mulheres pode refletir melhor a
grandeza da doenca quando comparada amortalidade, mas € fundamental que
esta taxa seja obtida com rigor. A incidéncia do cancer mamario sofre enorme
diferenca geografica, variando de 12/100.000 mulheres no Japéo até 120/100.000
mulheres nos Estados Unidos (HENDERSON, 1993; CHAGAS, 1994). Estas
diferencas tém levado a classificacdo dos paises em trés grupos: de alta incidéncia,
séo considerados aqueles que apresentam taxas superiores a 39/100.000; média
incidéncia, aqueles com taxa entre 15 e 39; e de baixa incidéncia, os paises
abaixo de 15 (HARDY, PINOTTI, FAUNDES, 1983; CHAGAS, 1994). Deste modo,
sdo considerados paises de alto risco aqueles da Europa e América do Norte,

enquanto sio de baixo risco os da Africa, América Latina e Asia (HAAGENSEN,
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1986; CHAGAS, 1994). Acredita-se que o principal fator seja a diferenca alimentar
e cultural entre os povos (HAAGENSEN, 1986; ROHAN & BAIN, 1987), além,
evidentemente, de fatores genéticos, raciais e exatiddo das estatisticas de cada

regido (STOLL, 1991; HENDERSON, 1993; KATO, TONIOLO, KOENIG, 1999).

Parte desse aumento tem sido ocasionado pelas incontestaveis mudancas
no estilo de vida da mulher contemporanea. Diferente daquela que viveu no inicio
do século XX, a mulher hoje apresenta menarca mais precocemente, possui uma
prole menor, um periodo menor de amamentacao, planeja filhos apds os 30 anos e
faz uso de manipulacdo hormonal exdgena. De tal sorte que, de 30 a 40 ciclos
menstruais que a mulher tinha em toda sua vida no inicio do século, ela passou
a ter de 300 a 400 nos dias atuais. Toda essa alteracdo no perfil hormonal
feminino acaba por influenciar diretamente o epitélio mamario, tornando-o mais
instavel em relagdo a carcinogénese (PINOTTI, HARDY, FAUNDES, 1984;

RUSSO & RUSSO, 1993).

No Brasil, a partir de 1976 comecaram a ser coletadas informacdes sobre
0 cancer de mama e, com base nos dados obtidos entre 1976 e 1980, ja eram
observadas taxas bastante distintas em cada regiao. Naquele periodo, a incidéncia
da neoplasia mamaria na Regido Sudeste, encontrava-se em niveis moderados
(aproximadamente 16/100.000 mulheres), ao passo que as Regides Sul e Nordeste,
apresentavam taxas ainda menores (9/100.000 e 4/100.000, respectivamente),

se assemelhando a paises de baixa incidéncia (HARDY et al., 1983).
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Com a criagao dos Registros de Cancer de Base Populacional de Porto
Alegre, Sao Paulo, Goiania, Fortaleza e Belém, desde meados da década de
80, os dados referentes ao cancer, no Brasil, ttm sido bastante fidedignos
(CURADO, 1990). Através deles pode-se observar o mesmo padrdo que nas
demais localidades do globo, com a curva de mortalidade por cancer de mama
inalterada e um aumento significativo na taxa de incidéncia da neoplasia

mamadria (BRASIL, 1999).

1.2. O diagnoéstico do cancer de mama

O diagnéstico do cancer de mama estéa entre os fatores que tém causado
preocupacao aos pesquisadores, aos médicos e asociedade. A falta de cultura,
de orientacdo e de recursos financeiros e humanos, faz com que varios casos
de cancer de mama sejam detectados nos estadios avangados da doenga, nos
quais as chances de mutilacdo e morte passam a ser significativamente

maiores (FREITAS Jr. et al., 1996a; SILVEIRA Jr. et al., 1996).

Em estudos de instituicdes brasileiras, vislumbra-se uma situacao critica,
na qual aproximadamente 50% a 75% dos casos de cancer de mama,
diagnosticados nos servigos especializados de norte a sul do pais, apresentam-se
nos estadios Il e IV. Isto gera um enorme custo psicoldgico, social e econémico
(CYPRIANO et al.,, 1988; FERNANDES, OLIVEIRA, FERNANDES, 1988;

CALDEIRA & BUDIN, 1995; CEZAR Jr., 1996).
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Nos paises desenvolvidos, programas populacionais de detecgéo precoce do
cancer de mama (programas de screening), com mamaografos de alta resolugéo, tém
oferecido trés pontos importantes: aparelhamento dos diversos centros, com
educacdo médica continuada, onde se pode oferecer mamografia adequada;
maior nimero de diagnosticos da doenca nos estadios precoces e, reducao na
taxa de mortalidade para mulheres acima de 50 anos, em aproximadamente
30%. Nesses locais, a taxa de diagnostico de lesdes avangadas tem sido inferior a
10% do total dos casos de cancer de mama (KERLIKOWSKE et al.,, 1995;

HOWE et al., 2001; LEVI et al., 2001; SANT et al., 2001).

Ainda distante dessa situacdo, ndo ha no Brasil uma politica adequada
visando ao diagndéstico precoce do cancer de mama e, possivelmente, por mais
um longo periodo ndo havera condi¢cfes ideais de iniciar estudos com custos
elevados. Desta forma, tanto o governo quanto as sociedades filantrépicas e
privadas, envolvidas com esse problema, tém estimulado as campanhas de
auto-exame e orientacdo das comunidades que, por serem simples, de baixo
custo e de facil acesso, podem beneficiar grande parte da populacéo brasileira

(ALVARENGA et al., 1998).

Entretanto, apesar de divulgado regularmente pela midia, o auto-exame,
com posterior diagndstico precoce do cancer de mama, ainda ndo atingiu
plenamente seu objetivo, uma vez que, apenas 50% da popula¢cdo conhecem o
auto-exame e, somente 30% o praticam regularmente (FREITAS Jr. et al.,

19964a).
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Mesmo com todas as dificuldades apontadas, de acordo com os dados
do Registro de Cancer de Base Populacional de Goiania (CURADO, 1990), na
tltima década houve uma reducdo significativa na média do tamanho dos
tumores de mama diagnosticados nas moradoras de Goiania. Assim em 1988, a
média do tamanho tumoral ao diagnéstico era de 3,6cm, tendo caido para
aproximadamente 2,8cm no ano de 1996. Outro fato marcante foi a mudanca
gue tem ocorrido no perfil do diagnéstico em relacdo ao estadiamento do cancer
de mama. De tal forma que, em 1988, para cada caso de les&o inicial eram
diagnosticados cinco casos de lesOes avancadas e, em 1996, foi diagnosticado um
caso de lesdo avancada para cada dois casos de lesdes iniciais (BIAZUS et al.,

1999) (Figura 1).
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Figura 1. Perfil do diagnostico dos tumores malignos da mama feminina,
na populagéo de Goiania, entre 1988 e 1995. (CURADO, 1990).
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Para a deteccdo dos tumores da mama, a associagéo entre o exame fisico,
realizado por profissional experiente, a mamografia de alta resolucao (seguida
de ultra-som quando necessario) e a punc¢do aspirativa por agulha fina fazem a
base para o diagnéstico da vasta maioria das lesdbes mamarias palpaveis (tripé
diagndstico ou triplice diagnéstico), fazendo com que, em conjunto, a acuracia
da deteccédo seja muito alta (VETTO et al., 1996; BASO BREAST SPECIALTY

GROUP, 1998; WANG & DUCATMAN, 1998).

Apesar da melhora ja existente, ainda é grande o numero de lesbes
mamarias palpaveis e, para uma abordagem adequada é necessario que sejam
associados 0s varios recursos propedéuticos existentes, justificando a continuagéo
de pesquisas com validagao de testes de deteccao, que possam melhorar ainda

mais o perfil do diagnéstico.

1.3. A puncéo aspirativa por agulha fina
1.3.1. O que é apuncdao aspirativa por agulha fina (PAAF)?

Este método consiste de um procedimento ambulatorial simples, de baixo
custo, baseado no uso de uma agulha de fino calibre (com diametro interno que
varia de 0,6 a 0,8mm - 21G a 23G). A agulha é introduzida na pele, em direcdo
a lesdo, com o intuito de coletar células para posterior avaliagdo de sua
morfologia, quantidade e distribuic&o, através de exame citologico (FRANZEN &
ZAJICEK, 1968; SCHONDORF, 1978; CATANIA & CIATTO, 1992; PAULINELLI,

FREITAS Jr.; MOREIRA, 1998).
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1.3.2. Histoérico

A exploracdo puntiforme de massas superficiais tem sido empregada
esporadicamente desde o inicio do século XIX. Técnicas utilizando agulhas grossas
ou instrumentos perfurantes foram usados para a exploracao de tumores solidos, ou

ainda, para a drenagem de cole¢cdes mamarias infectadas (PLUCHINOTTA, 1992).

Entretanto, somente apdés os estudos pormenorizados de Sir ASTLEY
COOPER, quando se passou a ter um entendimento mais adequado das lesdes
fibrocisticas e dos tumores sélidos da mama (*COOPER, 1829), é que BRODIE,
ainda na primeira metade do século XIX, comecou a utilizar a pungéo aspirativa
em massas mamarias, como um teste sistematico para o diagnéstico das lesdes
mamarias. Em seu trabalho, BRODIE descreveu que alguns tumores cisticos
desapareceram e que alguns se refizeram apdés a puncdo. Ele também
observou que alguns tumores malignos puncionados evoluiram com ulceracéo
cutédnea. Sua descricdo do exame fisico associado apuncéao foi bem detalhada,
mostrando que os cistos eram maveis, bem definidos e, geralmente, multiplos e
gue as lesdes serocisticas poderiam ser facilmente identificadas como carcinomas
grosseiros. Alguns dos critérios por ele estabelecidos continuam sendo utilizados

ainda hoje no diagnoéstico diferencial entre nédulos cisticos e carcinomas.

! COOPER, 1829 apud PLUCHINOTTA, A. - Historical introduction. In: CATANIA, S & CIATTO,
S.- Breast cytology in clinical practice.Martin Dunitz, Londres, 1992: 1-7.

> BRODIE, 1840 — apud PLUCHINOTTA, A. - Historical introduction. In: CATANIA, S & CIATTO,

S.- Breast cytology in clinical practice.Martin Dunitz, Londres, 1992: 1-7.
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Ainda sem um desenvolvimento adequado da microscopia 6tica, em 1847,
3KUN descrevia um outro instrumento para o diagnéstico de tumores através da
utilizacdo de agulhas. Em seu trabalho, afirmava que era possivel coletar material

para ser examinado microscopicamente (PLUCHINOTTA, 1992).

Em 1853, “DONALDSON publicou um trabalho a respeito das aplicacdes
praticas da microscopia no diagnostico do cancer. Esse estudo foi baseado na
observacéo microscopica de células em fluidos como o escarro, no qual o autor
descreveu algumas alteragBes no nucleo e na morfologia de diferentes tipos

celulares (PLUCHINOTTA, 1992).

Ja com a aquisicdo do conhecimento de varias caracteristicas das células
neoplasicas, WARD (1914), recomendou o uso de aspiracdo por agulha nos

linfonodos, com o intuito de diagnosticar linfoblastomas.

Para lesdes da mama, MARTIN & ELLIS (1930) foram os pioneiros da
técnica, no Memorial Hospital de Nova York. Em 1933, STEWART, examinando
500 punc¢bes de mama, defendeu seu uso para a diferenciagao entre necrose

gordurosa, fibroadenoma, abscesso e carcinoma (STEWART, 1933).

Apesar desses trabalhos a PAAF ficou restrita a poucos centros nos Estados

Unidos, durante muitos anos, principalmente pelo medo de que tal procedimento

3 KUN, 1847 apud PLUCHINOTTA, A. - Historical introduction. In: CATANIA, S & CIATTO, S.-
Breast cytology in clinical practice.Martin Dunitz, Londres, 1992: 1-7.

4 DONALDSON, 1853 apud PLUCHINOTTA, A. - Historical introduction. In: CATANIA, S &
CIATTO, S.- Breast cytology in clinical practice.Martin Dunitz, Londres, 1992: 1-7.
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pudesse disseminar células neoplasicas, tanto local quanto sistemicamente

(SCHONDORF, 1978).

Embora na América a PAAF tenha demorado a ser aceita como um método
diagnéstico confiavel e seguro, na Europa, gracas aos trabalhos de FRANZEN
& ZAJICEK (1968), o procedimento foi bastante difundido durante os anos
cinqgiienta. Desde entdo, vem sendo utilizada rotineiramente como método
auxiliar no diagnostico de tumores sélidos, e, juntamente com o exame fisico e
a mamografia, passou a ser conhecido como "diagnéstico triplice", utilizado no
reconhecimento das neoplasias maméarias (AZZARELLI et al., 1983; WANG &

DUCATMAN, 1998; FREITAS Jr. et al., 1995; VETTO et al., 1995).

1.3.3. Aplicabilidade da PAAF

Apesar da punc¢édo aspirativa por agulha fina ter sido parcialmente substituida
pelas puncdes histologicas por agulha grossa no diagnostico de tumores suspeitos
da mama, ainda continuam existindo varias situagdes clinicas em que a PAAF
pode ser empregada. Embora o diagndstico seja a sua aplicagdo mais
importante, ela também vem sendo utilizada com outros objetivos (ADYE,
JOLLY, BAUERMEISTER, 1988;MARTELLI, PILOTTI, LEPERA, 1989; FREITAS Jr. et

al., 1995; FABIAN et al., 2000; MOORE et al., 2000; SUN et al., 2001).

Uma das aplicagbes mais comuns € 0 seu uso nos nodulos cisticos. A
PAAF pode diferenciar imediatamente um nodulo cistico de um sélido e, a0 mesmo

tempo, age como tratamento definitivo do primeiro (FREITAS Jr., RAMOS,
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FREITAS, 1993; KEMP et al., 2001). J4, a aspiragdo de pus, pode distinguir
instantaneamente um abscesso de mama de um carcinoma inflamatorio e, por
vezes, permite também a identificacdo do agente etiolégico (FREITAS Jr.,

FAGNANI, STERBLITCH, 1989).

O uso do método em mulheres jovens, que apresentam tumores com
caracteristicas clinicas de benignidade, porém, que estdo ansiosas por evitar
cicatrizes ou que tem fibroadenomas recorrentes, podem, seguramente, ap4s uma
citologia com celularidade adequada, ser acompanhadas sem intervencao cirirgica
(CANT, LEARMONTH, DENT, 1988). Em circunstancias onde a cirurgia sera
realizada, o cirurgido, diante de uma citologia negativa para malignidade, podera
retirar pouco ou nenhum tecido normal ao redor da lesdo, o que provavelmente,
produzira um melhor resultado cosmético (FREITAS Jr., HAMED, FENTIMAN,

1992b.),

Na presenca de um tumor clinicamente suspeito, em que uma bidpsia
excisional ou incisional sera realizada, a PAAF podera ser previamente utilizada
para planejar uma melhor abordagem, apds discussdo com a paciente e com 0s

outros membros da equipe (ZAJICEK, 1979).

Uma indicacdo vantajosa é feita na investigacdo de mulheres na menacme,
gue apresentam nodularidade unilateral localizada ou espessamento, que possa
vagamente lembrar uma neoplasia. Embora essas altera¢des sejam, na grande
maioria, provenientes de condi¢bes benignas, algumas vezes, o cancer nao
pode ser excluido, pois a clinica e a radiologia podem se equivocar (BENNETT,

FREITAS Jr., FENTIMAN, 1991). Assim, nesses casos, a PAAF pode ser de
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grande valia (MAYGARDEN, McCALL, FRABLE, 1991; FREITAS Jr. et al.,

1992h.).

Para o estudo de fatores de progndstico para o cancer de mama, tem sido
descrito que ao se utilizar aspirados coletados pela PAAF, pode-se proceder a
exames pela imuno-histoquimica, com possibilidade de dosagens bastante
confiaveis de receptores de estrogénio e progesterona, proteina p53 e, até mesmo,
mensurac¢ao da ploidia celular e da percentagem de células na fase de sintese, pela
citometria de fluxo. Ao se estabelecer os critérios prognosticos pela PAAF, antes
do tratamento, este poderia ser norteado pelos fatores encontrados na citologia
(MAGDELENAT et al., 1987; HALL et al., 1991; VIELH et al., 1992; ANAN et al.,

1998; MOORE et al., 2000).

Mais recentemente, foi sugerido que a PAAF, realizada de forma aleatéria
na regido periareolar, pode também auxiliar na composicdo do risco do
desenvolvimento do cancer de mama para candidatas a estudos de prevencéo

primaria do cancer de mama (FABIAN et al., 2000).

Enfim, no momento, o uso da PAAF tem sido tdo difundido que em recente
pesquisa entre os ginecologistas do Estado de Goias, ao serem questionados a
respeito do que fazer diante uma paciente com nédulo mamario, 57% responderam
gue procedem a PAAF no préprio consultério (FREITAS Jr. et al., 2001). Em
estudo semelhante nos Estados Unidos, observou-se que em 73%, dos 133
hospitais pesquisados, esta aumentando o niumero de puncgdes por agulha fina e
gue em somente 11% das instituicbes esse procedimento vem perdendo espaco

para outras formas de bidpsias mamarias (GUPTA, MOONEY, LAYFIELD, 2000).
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1.3.4. Seguranca da PAAF

Grande parte da boa aceitabilidade da PAAF deve-se ao seu baixo indice

de complicacdes. Dentre elas, alguns problemas merecem consideracéo.

A contaminacdo do trajeto da agulha por células neoplasicas, foi o
principal motivo da demora da aceitagcdo do procedimento em Varios paises
(HOLM & HANCKE, 1980; SACCHINI et al., 1989). Essa resisténcia foi quebrada
com a evidéncia de que as células neoplasicas tém dificuldade em sobreviver
em condi¢cdes desfavoraveis de suprimento sangiineo (BONO & CATANIA
1992). Assim, mesmo que células neoplasicas possam contaminar o trajeto da
agulha (SACCHINI et al., 1989; FREITAS Jr., 1994), tem sido demonstrado que
tanto a sobrevida total quanto a sobrevida livre da doenca ndo sdo afetadas
pela PAAF, quando comparadas a outros procedimentos diagnoésticos para o

cancer de mama (BERG & ROBBINS, 1962; TAXIN, TARTTER, ZAPETTI, 1997).

O hematoma é outro problema que pode advir com a PAAF (SCHONDORF,
1978; OERTEL, 1987). Apesar de néo se tratar de uma complicacao grave, ele
pode levar a dificuldades no diagnéstico por imagem, uma vez que O
extravasamento de sangue ao redor da lesdo pode provocar distorcbes ou
borramento das margens de lesdes, causando confusdo diagnéstica (SICKLES

et al., 1983; HOROBIN et al., 1992).

O pneumotodrax € a complicacdo mais severa, porém, rara, ocorrendo em
1:10.000 casos puncionados (CATANIA & CIATTO, 1992). Existe maior

probabilidade de ocorrer em mulheres com mamas pequenas ou quando nddulos
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mamarios periféricos e linfonodos axilares sdo aspirados. Examinadores mais
experientes podem ter uma chance maior de provoca-lo, uma vez que 0s
principiantes na técnica tendem a ser mais cautelosos, ndo aprofundando a
agulha em demasia (GATELEY, MADDOX, MANSEL, 1991; CATANIA & CIATTO,

1992; KAUFMAN et al., 1994).

Apesar de descritas, as complica¢cdes sédo muito pouco frequentes, fazendo
com que a PAAF possa ser executada ambulatorialmente, com tranquilidade e

seguranca, por diferentes especialistas (OERTEL, 1987).

1.3.5. Acuréacia da PAAF

Tanto a precisdo quanto a confiabilidade da PAAF dependem de alguns
aspectos relacionados ao tumor, tais como: o tamanho, a mobilidade e a
localizacdo (AZZARELLI et al., 1983). Esses fatores atribuem um certo grau de
dificuldade na realizacédo do exame, o que certamente pode influenciar sua precisdo
diagndstica, ndo obstante, fundamentalmente, a acuracia estara diretamente
relacionada a boa coleta do material, bem como aleitura citologica criteriosa.
Ambos os passos devem ser realizados por profissionais experientes e afeitos

ao método (AL-KAISI, 1994; FREITAS Jr. et al., 1995; ABELE et al., 1998).

Na mama, por exemplo, a ampla mobilidade de alguns tumores pode fazer
com gue 0 mesmo nao seja atingido pela agulha. Isso também tem sido relatado
para tumores pequenos ou localizados em regides mais profundas da mama

(AZZARELLI et al., 1983; BARROWS et al., 1986; PATEL et al., 1987).
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Por outro lado, ja foram bem documentadas a importancia da curva de
aprendizado do método, e sua interferéncia na acuracia do mesmo (FURNIVAL
et al., 1975; BARROWS et al., 1986). Assim, a medida que ambos, o puncionador
e o citologista ganham experiéncia, ha uma melhora progressiva na acuracia e

confiabilidade do exame.

A acuracia da PAAF, de acordo com diferentes séries, € mostrada na

Tabela 1.
TABELA 1
Acuracia da PAAF de acordo com diferentes séries
Autor/ano n n Ca Sensibilidade Especificidade
FRANZEN & ZAJICEK, 1968 1.680 873 86 97
ZAJDELA et al., 1975 2.772 1.745 88 99
KLINE,JOSHI, NEAL, 1979 3.545 368 90 98
PILOTTI & RIKE1982 1.173 534 67 98
ULANOW, GALBLUM, CANTER 1984 449 156 88 98
FRABLE, 1984 853 297 88 97
SOMERS & YOUNG, 1985 369 96 89 99
WANEBO & FELDMAN 1985 398 139 90 100
SMALLWOOD & HERBERT 1985 480 276 95 100
SMITH & BUTLER, 1988 590 133 85 100
PREECE et al., 1989 674 171 85 99
FREITAS Jr et al., 1996a 42 36 97 100
ROCHA, NADKARNI, MENEZES,1997 600 106 94 98
FEICHTER et al., 1997 313 167 90 99
DOMINGUEZ et al., 1997 427 169 93 96
ARISIO et al., 1998 4110 860 94 99
MEDIA 88 98
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1.3.6. A citometria de fluxo utilizando aspirados da PAAF

A citometria de fluxo é, por definicdo, a medida (metria) das propriedades
celulares (cito), feita quando as células dispersas em uma solucdo, apds serem
coradas com fluorocromos apropriados, sdo orientadas em um fluxo tubular e
interceptadas, uma a uma, por um feixe de luz, geralmente raio laser. A luz
dispersada é coletada por um sistema 6ptico, de lentes e espelhos, e dividido
em varios componentes, caso mais de um corante seja utilizado. Através de
detectores os componentes fluorescentes sao convertidos em sinais eletronicos, 0s
quais sao processados e transformados em dados para armazenamento e analise,
gerados por programas de informatica (MELAMED et al., 1990; ORMEROD, 1994).
O grande numero de dados gerados nao pode ser processado adequadamente
sem o auxilio de programas (softwares), desenhados especificamente para

esse fim (ORMEROD, 1994).

O estudo celular realizado pela citometria de fluxo € fundamentado na
capacidade do DNA ser marcado de forma estequiométrica pelo fluocromo, ou
seja, a quantidade do agente observado é diretamente proporcional aquantidade

de DNA existente na célula (BARBOSA, 1995).

A importancia da citometria de fluxo decorre da habilidade do método de
medir varios parametros de milhares de células, individualmente, em poucos
minutos. Desta maneira, ela pode ser utilizada para definir e enumerar

adequadamente subpopulacbes celulares (ORMEROD, 1994). Outra grande
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vantagem é o fato de ndo haver necessidade do uso de marcadores radioativos

ou toxicos (BARBOSA, 1995).

Dentro dos parametros que podem ser mensurados via citometria de
fluxo estdo o DNA, o RNA e o conteudo total de proteinas, usando anticorpos
monoclonais. Em adic&o, varios outros aspectos do metabolismo celular podem
ser mensurados, como o0 pH intracelular, além do transporte de célcio e enzimas

cinéticas (MELAMED et al., 1990; ORMEROD, 1994; BARBOSA, 1995).

A mensuracao de DNA foi uma das primeiras aplicacdes da citometria de
fluxo e, ainda hoje, continua entre as mais usadas. Dois parametros principais
podem ser extraidos dos histogramas de DNA, gerados pelo exame: o conteddo

do DNA e o estudo da cinética celular (ORMEROD, 1994; BARBOSA, 1995).

A analise do conteudo do DNA envolve duas areas fundamentais. A
primeira permite a avaliacdo do estado da ploidia das populagdes celulares
normais e anormais. As células normais tém, geralmente, um conteddo de DNA
igual a 2N (diploide). Em contrapartida, as células malignas, freqientemente,
apresentam uma quantidade de DNA diferente de 2N (aneupldéide), refletindo a
perda ou ganho de DNA, resultante de mutacées cromossOmicas, tanto por

amplificagdes, quanto por dele¢cdes (ORMEROD, 1994; BARBOSA, 1995).

A segunda area de analise do DNA é dependente do estudo dindmico da
cinética celular, através da quantificacdo das células entre os varios estagios do
ciclo celular, particularizando o percentual de células presentes na fase S, onde

ocorre a replicacdo do DNA. Esse tipo de avaliagao possibilita um melhor
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conhecimento da atividade proliferativa da populacao celular estudada, permitindo
informacdes a respeito do diagndstico, progndstico e monitorizagédo da resposta do
tumor aterapéutica, uma vez que, nem todas as células malignas apresentam-se

no mesmo estagio proliferativo no ciclo celular (BARBOSA, 1995).

A técnica da citometria de fluxo é rapida, na qual de 100 a 10.000 células
podem ser estudadas por segundo. Assim, as mensuragdes obtidas a partir do
exame tém uma alta precisao estatistica e podem ser produzidas rapidamente.
N&o obstante, um pré-requisito para a leitura do laser, em fluxo, € a suspenséao de
células isoladas. Dessa forma, no estudo de tumores sélidos, um dos passos mais

importantes sera a desagregacédo das células tumorais (ORMEROD, 1994).

Para a realizacdo da citometria de fluxo, utiliza-se material coletado do
proprio tumor. Inicialmente, utilizou-se material preparado a partir de tecido tumoral
fresco, congelado em nitrogénio liquido (EWERS et al., 1991; BARBOSA, 1998). A
seguir, uma série de estudos mostrou que era factivel a utilizacdo de material
arquivado em parafina, o que facilitaria o estudo de sobrevida de pacientes
portadores de cancer, uma vez que seria possivel examinar pecas ressecadas
ha anos (HEDLEY et al., 1984; CAMPLEJOHN, MACARTNEY, MORRIS, 1989;

NOGUCHI et al., 1991; WITZIG, GONCHOROFF, THERNEAU 1991).

Posteriormente, foram iniciadas as tentativas de se estabelecer o uso da
citometria de fluxo a partir do uso de aspirados provenientes de PAAF. ApGs a
tentativa com varios métodos, no final da década de 80, alguns estudos

comparativos entre a utilizacdo de material incluido em parafina, com aspirados
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provenientes de PAAF, mostraram uma alta correlacdo e concluiram que o0s
resultados obtidos pela citometria de fluxo, utilizando aspirados da PAAF, eram
bastante confiaveis, tanto para verificacdo da ploidia quanto para a mensuracao

da fase S (LEVACK et al., 1987; KLEMI & JOENSUU, 1988).

Na década de 90, ja partindo do principio de que os resultados da citometria
de fluxo eram confiaveis a partir dos aspirados, 0s pesquisadores passaram a
concentrar seus esfor¢os na obtencéo de resultados relacionados ao prognéstico do
cancer e apossibilidade de resposta aterapia sistémica neo-adjuvante (SPYRATOS

et al.,, 1992; MARTELLI et al., 1993; BOZZETTI et al., 1997).

1.3.7. Métodos para arealizagdo da PAAF

A puncéo aspirativa por agulha fina, apesar de pratica e técnica simples,
apresenta certas peculiaridades que devem ser consideradas durante sua

realizacdo (CATANIA & CIATTO, 1992).

Na técnica amao livre, a mobilidade dos tumores mamarios exige que o
examinador mantenha uma das maos fixando o nédulo. Assim, ele contard com
apenas uma mao para segurar a seringa, tracionar o émbolo (gerando pressao
negativa no interior da seringa) e fazer movimentos de vaivém em leque, na
tentativa de atingir o tumor (Figura 2). Trés manobras simples, se realizadas
separadamente, contudo, quando em conjunto, ora a aspiracdo pode ser maior,
ora menor, além de que a tracdo sobre o émbolo, por vezes, podera desviar a

atencdo do puncionador, desviando também o direcionamento da agulha. Estes
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fatos podem diminuir a precisdo do método (CATANIA & CIATTO, 1992; FREITAS

Jr. et al., 1992b).

Figura 2. Puncdo aspirativa
por agulha fina sendo realizada
pela técnica de mao livre.

Para corrigir tal dificuldade, varios servicos tém se utilizado de uma
pistola para apreensédo da seringa, a qual foi inicialmente desenvolvida por
Franzen e, posteriormente, modificada por varias industrias (FRANZEN &
ZAJICEK, 1968). Esta pistola facilitou a realizagédo da PAAF; entretanto, o seu
uso aumenta a distancia entre o tumor e a mao que segura o dispositivo. Isso

acaba por diminuir a sensibilidade tatil do examinador (SOUZA et al., 1995),
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além de que, o tamanho do dispositivo montado, freqlientemente, assusta a
paciente que, por sua vez, pode se tornar menos colaborativa com o

procedimento (FREITAS Jr. et al., 1995) (Figura 3).

i Figura 3. Puncdo aspirativa
:l | por agulha fina sendo realizada

Iy utilizando a pistola de apreenséo
de seringa.

No inicio da década de 90, teve inicio o desenvolvimento de um novo
dispositivo que pudesse facilitar ainda mais o procedimento da puncao. A idéia
surgiu interpondo-se uma mola entre as abas laterais de uma seringa descartavel
e seu émbolo, de forma que a mola pudesse exercer uma forca sobre o émbolo

tracionando-o distalmente e promovendo uma pressdo negativa no interior da
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seringa. Esse vacuo seria responsavel pela suc¢do do material coletado para o
interiorA da agulha (FREITAS Jr. et al.,, 1991). Com isso, 0 examinador nao
necessitaria fazer o vacuo, deixando que o proprio dispositivo o fizesse (Figura
4). Esse dispositivo foi denominado “Dispositivo de autovacuo” (FREITAS Jr. et

al., 1992a).

Figura 4. Puncdo aspirativa
por agulha fina sendo realizada,
utilizando-se o dispositivo de
autovéacuo.
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1.3.8. Provas iniciais do funcionamento do dispositivo de autovacuo

Inicialmente, junto aFaculdade de Engenharia Mecanica da Universidade
Estadual de Campinas, foram estudadas as caracteristicas fisicas de uma mola
de aco que pudesse ser encaixada em uma seringa de 5ml. Apds alguns testes,
observou-se que o melhor seria a tentativa do procedimento usando uma mola

com as caracteristicas abaixo detalhadas (Figura 5).

Material: fio de ago

Numero de espirais ativas = 7
Diametro do fio = 1mm

Diametro externo = 15 mm
Capacidade de compresséo = 600g/cm
Forca final = 1,5kg/f.

Tt i~

Figura 5. A mola testada na Faculdade de Engenharia Mecéanica
da Universidade Estadual de Campinas, e suas caracteristicas.
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O passo seguinte foi saber se era possivel obter material adequado com
a utilizacdo do dispositivo. Assim, foi conduzido um estudo-piloto em modelo
experimental em ratos. Para esse estudo, tumores Walker e SP1 (neoplasias de
consisténcia pétrea e macia, respectivamente) foram inoculados nas cobaias.
Apbs o crescimento dos mesmos, 0s ratos eram anestesiados e o tumor
puncionado com o dispositivo de autovacuo (Figura 6). Os resultados foram
bastante animadores, uma vez que se conseguiu aspirados de 6tima qualidade
em todas as punc¢des, tanto nos tumores pétreos (Walker) quanto nos macios

(SP1) (FREITAS Jr. et al., 1991).

Figura 6. PAAF sendo realizada em um tumor
Walker 256, no estudo inicial do dispositivo.
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O entusiasmo com os resultados do primeiro trabalho levou os autores a
conduzir, logo em seguida, uma comparacao direta entre o dispositivo de autovacuo
e a pistola de apreensdo de seringa, uma vez que a pistola era mundialmente
utilizada na realizagdo da PAAF. Para esse segundo estudo, repetiu-se o
modelo experimental em ratos, inoculando os mesmos tumores. De forma
aleatoria os tumores foram puncionados, utilizando-se o dispositivo de autovacuo
ou a pistola de apreensao, montada em uma seringa de 20ml. Também nesse
estudo os resultados mostraram claramente que, nos modelos experimentais, a
chance de obtencdo de uma boa amostragem era praticamente a mesma,

conforme mostrado na Tabela 2 (FREITAS Jr. et al., 1992a).

TABELA 2

Resultados obtidos com a comparacgao do dispositivo de autovacuo com a
pistola de apreenséo de seringa, utilizando modelo experimental em ratos

Citologia/ Autovécuo Pistola

Tumor Celularidade n (%) n (%) b

Walker 256 +++ 10 (91) 9 (82 Ns
e+ 1 09 2 (18)

Spl +++ 11 (100) 9 (90) Ns
++/+ o - 1 (10)

TOTAL +++ 21 (95) 18 (86) Ns
++/+ 1 (5 3 (14

+++ alta celularidade: ++ celularidade moderada; + baixa celularidade

Ja com aidéia de que talvez o dispositivo pudesse funcionar tdo bem quanto

a pistola, era necessario testa-lo nas puncdes de mamas femininas, uma vez que a
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proporcao entre o tamanho do tumor nos modelos animais, associado adiferenca
na mobilidade da lesdo e aconsisténcia dos tumores, poderia gerar resultados
inesperados. Desta forma, foi entdo conduzido um estudo-piloto, puncionando
nodulos solidos de mulheres, que estavam em procedimentos diagnosticos para
suas lesbes. Nesse trabalho, todas as punc¢bes foram feitas por apenas um
puncionador, utilizando o dispositivo de autovacuo, e as leituras citologicas

também foram geradas por apenas uma citopatologista (FREITAS Jr. et al., 1996b).

Os resultados mostraram uma taxa de material inadequado de 14%.
Depois de tracada a acuracia foi possivel concluir que o dispositivo também
funcionava adequadamente nas lesdes sdélidas da mama feminina, uma vez que
a acuracia foi bastante alta (Tabela 3), e semelhante aos bons trabalhos
publicados na literatura, anteriormente (FREITAS Jr. et al., 1996b). Outro ponto
positivo que se observou foi a facilitacdo na execucdo do exame, visto que o
dispositivo manteve, por si s6, uma aspiracdo constante, permitindo que o

examinador concentrasse toda a sua atengao no direcionamento da agulha.

TABELA 3

Acurécia da PAAF utilizando o dispositivo de autovéacuo’

Teste %
Sensibilidade 97
Especificidade 100
Valor preditivo positivo 100
Valor preditivo negativo 67
Acurécia total 97

* Excluidos os aspirados inadequados
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Apesar dos bons resultados observados, até entdo, o dispositivo de
autovacuo nao havia sido comparado diretamente com a pistola de apreensédo
de seringa ou com outras técnicas de PAAF, nos tumores sélidos da mama
feminina. A falta de evidéncias conclusivas a esse respeito despertou o interésse
para saber qual a melhor opcao de dispositivo a ser utilizado durante a realizacéo

do exame.
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2. Objetivos

2.1. Objetivo geral

Comparar os aspirados gerados pelo dispositivo de autovacuo com os da
pistola de apreensdo de seringa, através de citometria de fluxo e de citologia

oncoldgica.

2.2. Objetivos especificos

1. Comparar o coeficiente de variacédo, o indice de DNA, a porcentagem de
células na fase S e a porcentagem de células aneupldides, detectados
através de aspirados provenientes da puncao aspirativa por agulha fina,
realizada pelo uso do dispositivo de autovacuo com agueles gerados do

dispositivo de apreenséo de seringa, em tumores ex Vivo.

2. Comparar o coeficiente de variagdo, o indice de DNA, a porcentagem
de células na fase S e a porcentagem de células aneupldides,

detectados através de aspirados provenientes da PAAF, realizada pelo
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uso do dispositivo de autovacuo e pelo dispositivo de apreensédo de
seringa, em tumores ex vivo, com aqueles gerados das pecgas cirdrgicas

emblocadas em parafina.

. Calcular e comparar a acuracia da puncao aspirativa por agulha fina,
para os esfregagos gerados pelo dispositivo de autovacuo com aqueles
provenientes da pistola de apreenséao de seringa, nos tumores palpaveis
e soOlidos da mama, utilizando a histologia da peca cirdrgica como

padréo-ouro.

. Comparar a taxa de falso negativo e de falso positivo da leitura citolégica,
entre 0 material coletado pelo dispositivo de autovacuo, com aquele

proveniente da pistola de apreensao de seringa.

. Comparar a taxa de aspirados insatisfatorios para leitura citologica entre o
material coletado pelo dispositivo de autovacuo, com aquele proveniente

da pistola de apreenséao de seringa.

. Comparar a celularidade dos aspirados, a hemorragia de fundo dos
esfregacos e a distorcdo celular entre o material de leitura citoldgica,
colhido pelo dispositivo de autovacuo, com aqueles obtidos pela pistola

de apreensao de seringa.
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3. Sujeitos e Metodos

Trata-se de um estudo para validagcédo de teste diagnéstico, comparando
duas diferentes técnicas de puncéo aspirativa por agulha fina no diagndstico de

tumores solidos da mama.

O estudo foi dividido em duas partes distintas, sendo a primeira um ensaio
em que a puncéo era realizada por ambos 0s métodos na peca cirargica fresca
contendo tumor de mama, o qual foi chamado ex vivo. Para a segunda parte foi
conduzido um estudo randomizado, onde pacientes com nodulos mamarios
eram submetidas aPAAF, utilizando-se a pistola de apreensdo ou o dispositivo

de autovacuo. A esse estudo deu-se a denominagéo de in vivo.

Os dois estudos sédo apresentados separadamente do ponto de vista

metodoldgico, visando a uma facilitagdo na parte didatica.
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3.1. Estudo ex vivo

3.1.1. Tipo de estudo

Estudo comparativo entre duas técnicas de PAAF, conduzido em pecgas
cirurgicas frescas de tumores de mama, para validagdo do uso de método

inovador.

3.1.2. Desenho do estudo

—
E— E—

Peca fresca, | . .
contendo » PAAF Citometria

tumor de mama de fluxo

P
e

3.1.3. Caracterizagcéo da amostra

Foram utilizadas para esse estudo 44 pecas mamarias frescas (recém-
ressecadas), contendo tumor sélido de mama. As pecas foram obtidas logo apos
sua resseccao, no centro cirargico do Guy’s Hospital de Londres, a United Dental
and Medical Schools da Universidade de Londres. Foram consideradas para o
estudo tumorectomias amplas ou mastectomias, indistintamente, desde que

contivessem tumores clinicamente palpaveis, independentes do tipo histoldgico.
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Foram excluidas as pecas de pacientes que estivessem utilizando terapia
de reposicao hormonal, ou endocrinoterapia e/ou quimioterapia para o cancer
de mama, em um periodo inferior a trés meses da data de realizacdo de

ressecc¢ao da leséo.

Todas as pecas assim que ressecadas, eram submetidas a PAAF pelos
dois métodos: dispositivo de autovacuo e pistola, sempre por um mesmo
puncionador, totalizando 88 pung¢fes. Para saber qual o dispositivo a ser utilizado
em primeiro lugar, utilizou-se sistema de sorteio prévio, com o intuito de diminuir a

chance de erros ou de artefatos que pudessem ser causados pela pungéo ex vivo.

Os aspirados eram armazenados exclusivamente para estudo de citometria

de fluxo, ndo tendo nenhuma finalidade diagnéstica ou progndstica nessa fase.

Apbs as puncdes, a peca cirlrgica era processada rotineiramente para o
diagndstico da neoplasia mamaria e para o estudo dos fatores prognésticos, da
maneira convencional, ou seja: cortada adequadamente, fixada em formol,
emblocada em parafina, cortada por microtomo e as laminas coradas pela
hematoxilina eosina, para estudo microscopico das mesmas. As caracteristicas
das pecas puncionadas que fizeram parte do estudo podem ser vistas na
Tabela 4, sendo que 39 casos (88,5%) corresponderam a tumores malignos e,
cinco pecas continham lesbes benignas. Os tipos pouco frequentes de tumores
malignos corresponderam a um caso de carcinoma cribriforme, um de carcinoma
tubular e um de carcinoma mucoéide. Em relagdo aos tumores benignos, houve

um caso de hamartoma, um fibroadenoma e um lipoma.
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TABELA 4

Caracteristica das pecas e tumores puncionados

n %
Tipo de peca
Mastectomia 13 30
Tumorectomia ampla 31 70
Tamanho do tumor
11 a 20mm 21 48
21 a 30mm 10 23
31 a40mm 9 20
41mm ou mais 4 9

Tipo do tumor
Ca ductal invasor 29 66

Ca lobular invasor 5 11
Outros Ca invasores 3 7
Ca ductal in situ 2 4,5
Tumores benignos 3 7
AFBM 2 45
Total 44 100

3.1.4. PAAF por autovéacuo

Material

Agulha hipodérmica descartavel 25x07mm
Seringa descartavel de 5ml

Mola de ago, medindo 40mm de extensdo, 1mm de diametro do

arame, 15mm de diametro externo, com uma constante de 600g/cm.
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Técnica

- Eraretirado o émbolo da seringa, colocada a mola envolvendo os dois
tercos proximais do mesmo, e entéo reintroduzido o conjunto na seringa,
ficando a mola ancorada entre a parte final do émbolo e as abas
laterais da seringa.

- A puncéo foi realizada diretamente sobre o tumor, com a mao nao
dominante fixando a peca, enquanto a mao dominante manipulava o
dispositivo. A mola era comprimida entre o émbolo e a seringa, até
gue a ponta da agulha tivesse traspassado a pele. Apds a penetracéo
da agulha, a mola era aliviada retirando-se os dedos, permitindo que
ela desenvolvesse uma pressao negativa constante no interior da
seringa. Segurando-se gentilmente a seringa, foram feitos movimentos

de vaivém em leque, objetivando varias areas do tumor.

- Para cada caso foram utilizados 20 passes pela lesdo. Assim que era
interrompida a puncéo, a agulha era desconectada da seringa, de forma
gue fosse desfeita a pressédo negativa no interior da seringa, evitando
gue o material colhido e acomodado no interior da agulha fosse sugado
para o interior da seringa. S6 entdo a agulha era retirada do tumor, e 0
material coletado era imediatamente preparado para fixacao.

3.1.5. PAAF por pistola de apreensao de seringa

Material

Pistola de Franzen modificada por Valeri
Seringa descartavel de plastico de 20ml

Agulha hipodérmica descartavel 25x7mm
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Técnica

Uma seringa de plastico de 20ml era montada na pistola de apreenséo e
conectada a agulha ao dispositivo. A punc¢éo foi sempre realizada sobre

O tumor.

Apés a fixacdo do ndédulo com a mao ndo dominante, o dispositivo
empunhado pela mao dominante era introduzido na regidao do tumor. A
seguir, através da retracdo do émbolo da seringa, pelo tracionamento
da pistola, provoca-se uma pressado negativa no interior da seringa,
tentando-se manter uma aspiracdo tdo constante quanto possivel.
Simultaneamente, eram realizados movimentos de vaivém em leque, de

tal sorte que a agulha pudesse penetrar em varios pontos da area tumoral.

O exame era interrompido apos 20 movimentos de avanco e recuo. Para
isto, relaxava-se a presséao sobre a pistola, desfazendo a pressao negativa
no interior da seringa. A seguir, retirava-se todo o dispositivo da peca.

Posteriormente, a agulha era desconectada da seringa. Ja sem a
agulha, a seringa era retirada da pistola, seu émbolo recuado, a mesma
conectada na agulha e através da propulsdo do émbolo o material era
depositado adequadamente para fixagao.

3.1.6. Fixag&o dos aspirados

Apés a puncdo da lesdo, o aspirado coletado no interior da agulha era

expelido por propulsdo do émbolo da seringa dentro de pequenos tubos de
silicone tipo NUNC, contendo 200n de citrato tampao. Com o intuito de evitar o
agregamento celular, todo o material no interior dos tubos, contendo as células,
era passado varias vezes por dentro de uma agulha bastante fina (25G),

também com a intencéo de desfazer pequenos aglomerados celulares.
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A seqguir, 1ml de etanol frio a 70% era adicionado vagarosamente, enquanto
0 tubo era agitado manualmente, em movimentos circulares, evitando a formacéo

de grumos celulares.

Todos os aspirados ja fixados eram guardados sob a temperatura de

4°C, até sua utilizacao na citometria de fluxo.

3.1.7. Preparo dos aspirados e coloragcdo do DNA

Inicialmente aliquotas de 4 x 10° células eram colocadas em tubos para
centrifugacdo, contendo médium ou PBS. Cada espécime era centrifugado a 250g
durante 10 minutos atemperatura de 4°C. Ap6s, o sobrenadante era removido
e nova suspenséo era feita com 2ml de PBS, seguido de nova centrifugacao.
Cada nova suspenséo era passada duas vezes por finas agulhas 25G, de forma
que fosse diminuida a formacdo de agregados celulares. Posteriormente, era
adicionado 6,6ml de etanol frio a 70%, a0 mesmo tempo em que se agitava a

solugdo. Esse material era entdo fixado por 30 minutos atemperatura de 4°C.

Na sequiéncia, era realizada nova centrifugagdo para remover o etanol e
as células eram lavadas em PBS. Para finalizar, as células em suspenséo eram
coradas adicionando 250ng de iodine protideo (PI), Img/ml RNAse e 1% triton
X-100. A concentragdo final nas células em suspensdo deveria ser de PI-
50ngy/ml; RNAse 200ng/ml; Triton X-100 — 0,2%. As suspensdes eram, entao,
bem agitadas e deixadas por 30 minutos atemperatura ambiente e protegidas

da luz, para que pudessem atingir a coloragcédo adequada.
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3.1.8. Desparafinizagdo do material histolégico arquivado em parafina

Para a realizacdo da desparafinizacdo, utilizou-se a técnica padréo
previamente estabelecida no Departamento de Pesquisa de Céancer Richard
Dimbleby, da United Medical and Dental School (Hospital Saint Thomas) da
Universidade de Londres, de acordo com 0s passos seguintes. Inicialmente, era
separado um fragmento de cada tumor, de 50mm, sendo colocado isoladamente em
um pequeno cassete de bidpsia, com poros de 300mm, com identificacdo a grafite. A
seguir, até 12 cassetes eram colocados em um recipiente para lavagem mecanica
dos espécimes, em maquina apropriada de processamento tecidual (Histokinette),

sendo que 0s espécimes eram agitados por 15 minutos seguindo o programa:

a) xileno — trés trocas

b) &lcool a 100% - duas vezes
c) alcool a 90% - duas vezes
d) alcool a 70% - duas vezes

e) alcool a 50% - duas vezes

Esse processo era realizado durante a noite (durando 2h 45m).
Posteriormente os cassetes eram lavados exaustivamente, deixando-0s submersos
por 10 minutos, em agua destilada, a qual era trocada duas vezes. Na sequéncia,
permitia-se 0 escoamento da agua, seguido da abertura de cada cassete e,
utilizando-se uma pinga delicada, o tecido desparafinizado era transferido para

um tubo universal contendo solugéo de pepsina (0,5% de pepsina em 0,9% de
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solucao salina, com pH ajustado para 1.5, usando 2M HCL). Os tubos universais
eram entdo levados ao banho maria a 37° C, durante 30 minutos. A seguir, eles
eram centrifugados usando 2.000rpm por trés minutos atemperatura ambiente.
A partir dai, o sobrenadante era removido com a utilizagdo de uma pipeta de
Pasteur. Novas suspensdes eram feitas com os fragmentos tissulares e liberacao
nuclear em 2ml de PBS, agitando-0s vigorosamente com o auxilio de um misturador.
Por fim, a suspensao era filtrada através de um filtro de nylon com poros de

35mm e ajustada aconcentragdo de nucleos, conforme desejado.

3.1.9. Realizagdo da citometria de fluxo

Apbs a realizacdo de todas as puncgdes e da coleta de todas as laminas
referentes ahistologia dos tumores, todo o material foi levado ao Departamento
de Pesquisa de Cancer Richard Dimbleby da United Medical and Dental School

(Hospital Saint Thomas), da Universidade de Londres.

Para a realizacdo da citometria de fluxo, foi utilizado um aparelho Becton
Dickinson FACScan, sendo que para a producao de cada histograma, 10.000

células foram analisadas pelo aparelho.

Imediatamente antes da leitura dos aspirados, ja previamente preparados
e com a adequada coloracdo do DNA, cada suspensao era passada por uma

agulha 25G, no sentido de reduzir os aglomerados de células.
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Para o material submetido ao processo de desparafinizacdo, a coloracao do
DNA, foi realizada também pela utilizacdo do iodine protideo (PI), de forma que

feixes de 488nm de laser ion-argdnico, pudessem ler os DNA em suspensao.

3.1.10. Analise do histograma de DNA

Atualmente, a interpretagcdo dos histogramas de DNA gerados pela
citometria de fluxo, pode ser feita de varias maneiras, por vezes conflitantes,
conforme descrito na literatura. Nao obstante, de uma forma geral, os dados
sdo quase sempre analisados com o auxilio de algoritmos empregados via

informatica (MELAMED et al., 1990; ORMEROD, 1994; BARBOSA, 1995).

Para a analise dos dados gerados no presente estudo foram selecionadas
guatro formas, as quais tém sido empregadas no Departamento de Pesquisa de
Cancer Richard Dimbleby da United Medical and Dental School (Hospital Saint
Thomas) da Universidade de Londres. A saber: coeficiente de variacéo, indice
de DNA, estimativa da porcentagem de células na fase S e percentagem de

aneuploidia.

3.1.11. Célculo do coeficiente de variacao (CV)

O coeficiente de variacdo, geralmente representado pelo pico G; do DNA
dipléide, € uma maneira bastante adequada de representar a qualidade dos
dados do DNA. O CV foi calculado de acordo com a equacgao abaixo, baseado

no fato do pico do G; poder ser representado por uma distribuicdo normal:
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CV=WI/(M X 2,35)

onde

W = toda extensao do pico de G1 na metade maxima da altura

M = numero do canal do pico de G1.

Histogramas mostrando alta qualidade do DNA costumam ter um baixo
CV e um pico de G; aproximadamente muito perto da distribuicdo normal.
Varios histogramas de DNA real ndo séo tdo bons e isso é importante no estudo
clinico do DNA, mostrando que ambos, a média do CV e toda a variagdo do CV
aparecem nas séries dos casos reportados. Isso permite, ao leitor, o julgamento

da qualidade dos dados apresentados.

3.1.12. O célculo do indice de DNA

Os principios basicos pelos quais a aneuploidia do DNA é reconhecida e,
gue se usa para o calculo do indice de DNA, sao utilizados internacionalmente
(ORMEROD, 1994). Em histogramas que exibem dois ou mais picos de G;
(Figura 7b) tanto o pico do indice de DNA quanto a aneuploidia do DNA, séo

calculados com referéncia na posicdo do pico G; de células dipléides. Por
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exemplo, na figura 8b, o tumor com o pico de G; tem duas vezes a quantidade
de DNA comparado com o pico de G; de células com DNA dipléide (Figura 7a)
e, assim, tem o indice de DNA (DI) de 2,0. O indice de DNA de 1,5 pode
significar um pico de DNA aneupléide com 50% a mais de DNA que o normal. A
aneuploidia do DNA s6 pode ser reconhecida nas pecas, quando dois ou mais
picos de G; séo evidentes. Para os espécimes de tecido fresco, em que os dois
picos estdo proximos, o DNA padrao pode ser usado para confirmar qual dos
picos G; é dipléide. Se apenas células com DNA dipléide estdo presentes, o DI

€ descrito como sendo de 1,0.

Um problema muito comum é a mensuracdo da ploidia do DNA para
linhas celulares que contenham pequena quantidade de células aneupléides.
Ainda mais dificil € o reconhecimento de pequenas gquantidades de células
tetrapldides, uma vez que essas células com G; aparecem na mesma posicao
que aquelas com o DNA diploide em G,. Por vezes, houve confusdo se isso
seria apenas um pico tetrapldide, ou se um G; diploide associado, talvez, com
alguns grumos. Nesses casos, foram utilizados outros parametros existentes

nos aparelhos, tais como o light scatter para a diferenciacéo.
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Figura 7

a. Histograma do DNA de um tumor dipl6ide. A fase S foi calculada,
encaixando um retangulo para representar a fase S (parte hachurada).

b. Histograma do DNA de um tumor tetrapl6ide, no qual o pico de G; tem
duas vezes mais a quantidade de DNA que o normal (DI = 2,0).
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3.1.13. Célculo da fase de sintese celular (fase S)

Para estimativa da fracdo da fase S, foi utilizado o método de BAISCH,
GOHDE, LINDEN (1975), para os histogramas com DNA dipldides e, uma
modificacdo deste método, para os histogramas com DNA aneupléides. Em resumo,
isso envolve a colocacdo dos canais de pico de G; e G, em um retangulo
(Figura 7a). A altura do retangulo é determinada olhando os nameros de células
nos dez canais centrais da regido da fase S e usando isso para calcular o numero
médio de células por canal. Para histogramas com DNA aneupldéide, a percentagem
de células aneupléides na fase S, pbde ser estimada de uma maneira semelhante,
desde que a altura do retangulo (Figura 7b) fosse calculada, usando uma parte

do histograma néo sobreposto adistribuicdo do DNA diploide.

3.1.14. Porcentagem de células aneupléides

Foram considerados os valores percentuais das células com histogramas
caracteristicos de aneuploidia, em relacdo ao total dos demais histogramas

encontrados pelos diversos canais da citometria de fluxo.

3.2. Estudo in vivo

3.2.1. Tipo de estudo

Estudo randomizado para validacdo de teste diagnéstico, comparando

duas técnicas de PAAF, no diagndstico de tumores sélidos da mama.
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3.2.2. Desenho do estudo

3 _

: Autovacuo
Paciente com [
nodulo sélido
2 Rand. . :
para exérese Citologia

ou b|0p3|a

3.2.3. Tamanho da amostra

Foram analisados através de citologia oncoldgica os esfregacos obtidos
por PAAF de tumores sélidos da mama em 380 pacientes que procuraram O
Setor de Mama do Departamento de Ginecologia e Obstetricia do Hospital das
Clinicas da Universidade Federal de Goias ou o Departamento de Ginecologia e
Mama do Hospital Aradjo Jorge da Associacdo de Combate ao Cancer em

Goias, por patologia mamaria.

Admitindo-se como valores iniciais para a sensibilidade completa da PAAF,
uma taxa de 80% (WELLS, 1995), o tamanho amostral foi definido utilizando-se
como critério basico a probabilidade de 80% (poder do teste) de se detectar uma

diferenca de 9% entre os grupos, ao nivel de significancia de 5% de probabilidade.

Com base nos critérios citados, definiu-se como tamanho amostral um
minimo de 150 individuos em cada grupo, totalizando 300 individuos. Prevendo
um descarte da ordem de 25%, estabeleceu-se um numero de 380 pacientes

necessarias, divididas uniformemente entre os dois grupos.
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3.2.4. Critério de inclusao

Pacientes com ndédulos sélidos de mama que pudessem ser submetidas

aexérese ou bhidpsia incisional do mesmo.

3.2.5. Critério de excluséo

Uso de quimioterapia e/ou radioterapia previamente.

3.2.6. Randomizacao

Caso a paciente preenchesse o critério de inclusdo do estudo, era
convidada a participar do mesmo de forma voluntaria. Para tal, foi utilizado um
termo de consentimento (Anexo 1). Uma vez no estudo, seu registro era feito em
um livro especial (Log-book), o qual continha o sorteio previamente estabelecido,
indicando, de forma aleat6ria, qual deveria ser a técnica utilizada para a puncao

do tumor.

ApoOs a alocacao da paciente no grupo previamente sorteado, era procedida
a puncao do nodulo mamério, de acordo com uma das técnicas propostas e, 0
procedimento transcrito no formulario préprio (Anexo 2). Os formularios eram
arquivados em pasta propria até o preenchimento completo (incluindo histologia),

até serem analisados.
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3.2.7. PAAF por autovéacuo

Material

Agulha hipodérmica descartavel 25x07mm
Seringa descartavel de 5ml

Mola de aco, medindo 40mm de extensao, 1mm de diametro do arame,

15mm de diametro externo, com uma constante de 600g/cm

Duas laminas de vidro

Técnica

O émbolo da seringa era retirado; a mola era colocada envolvendo os
dois tercos proximais do émbolo, e entdo o conjunto reintroduzido na
seringa, ficando a mola ancorada entre a parte final do émbolo e as abas

laterais da seringa.

Apés assepsia com algoddo embebido com alcool, a puncdo era
realizada diretamente sobre o tumor, com a méao ndo dominante fixando
a lesdo, enquanto a mao dominante manipulava o dispositivo. A mola
era comprimida entre o embolo e a seringa, até que a ponta da agulha
tivesse traspassado a pele. Apos a penetragdo da agulha, a mola era
aliviada retirando-se os dedos, permitindo que ela recuasse e,
consequentemente, desenvolvendo uma pressédo negativa constante no
interior da seringa. Segurando-se gentilmente a seringa eram feitos
movimentos de vaivém em leque, objetivando varias areas do tumor,

associados a movimentos de rotagéo, simultaneamente.

- Apoés arealizagéo de dez a 15 passes, ou quando da presenca de material

na canopla da agulha, os movimentos eram interrompidos. A seguir, a

agulha era desconectada da seringa, de forma que a pressao negativa
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no interior da seringa fosse desfeita, evitando que o material que estivesse
no interior da agulha pudesse ser aspirado inadvertidamente para o
interior da seringa. Imediatamente apds, a agulha era reconectada na
seringa e todo o dispositivo retirado da lesao.

- A seguir, o material coletado no interior da agulha era depositado sobre as
laminas de vidro (no minimo duas) pressionando-se o émbolo da
seringa, bruscamente. Com o aspirado sobre as laminas, era realizado
o esfregaco, espalhando, com o auxilio de uma lamina limpa colocada
a 45° o material, de forma que o esfregaco fosse tdo fino quanto
possivel. De imediato, as laminas contendo os esfregacos eram fixadas
em alcool a 70%, previamente colocado em um recipiente de plastico

proprio para o transporte.

3.2.8. PAAF por pistola de apreensao de seringa

Material

Pistola de Franzen modificada por Valeri
Seringa descartavel de plastico de 20ml
Agulha hipodérmica descartavel 25x7 mm

Duas laminas de vidro

Técnica

- A seringa de plastico de 20ml, era montada na pistola de apreenséo de
seringa e conectada a agulha ao dispositivo. A assepsia e a escolha do

local da puncéo foram feitas conforme descrito na técnica anterior.

- Ap6s a fixagdo do nbédulo com a médo ndo dominante, o dispositivo
empunhado pela médo dominante penetrava na pele. A seguir, era feita
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presséo na pistola e consequente tragdo do émbolo, provocando uma
pressdo negativa no interior da seringa. Tentando-se manter uma
aspiracao tdo constante quanto possivel, eram realizados movimentos
de vaivém em leque interessando a area tumoral, concomitantes a

movimentos de rotacao.

- O exame era interrompido apés dez a 15 movimentos de avanco e
recuo, ou quando houvesse material coletado na canopla da agulha.
Para isto, relaxava-se a tracao sobre a pistola, desfazendo a pressao
negativa no interior da seringa, para que o material ndo fosse aspirado
para o interior da seringa. O dispositivo era entdo retirado do tumor e, sé
posteriormente, desconectava-se a agulha da seringa. Ja sem a agulha,
a seringa era retirada da pistola, seu émbolo recuado, e a agulha
remontada na seringa. Através da propulsdo do émbolo, o material era
depositado sobre as laminas de vidro.

- A confeccdo do esfregaco e a fixagdo do material foram procedidas

como no método anterior.

3.2.9. O exame citoldgico

As laminas de cada caso foram coradas pelo método de Papanicolaou
(PAPANICOLAOU, 1942). Ja a leitura citolégica foi feita sob microscopia éptica,
por uma unica citologista, afeita apatologia mamaria, sendo ela do Departamento
de Anatomia Patolégica do Hospital das Clinicas (HC) da Universidade Federal

de Goias (UFG).

Para o exame, a citologista nao tinha conhecimento do tipo de dispositivo
que havia sido utilizado, nem do resultado do exame anatomopatoldgico. Durante

0 exame, a citologista preenchia os campos do laudo citolégico, descrevendo o
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diagndstico, a celularidade, a presenca ou ndo de fundo hemético e a distor¢ao
celular ou n&o de acordo com a definicdo das variaveis, sempre que possivel (Anexo
3). Os laudos citolégicos e as laminas ficaram arquivados com a citologista, até

serem digitados.

3.2.10. O exame anatomopatoldgico

ApOs a ressecc¢do da lesdo ou da bidpsia incisional, as pecas eram fixadas
no formol a 10%, cortadas adequadamente e depois emblocadas em parafina.
Posteriormente, através da utilizagdo de micrétomos, os blocos eram recortados,
com espessura de aproximadamente 6 micra. Esse material era entdo colocado

em laminas e corados pela hematoxilina-eosina.

Depois de preparados, as laminas eram levadas para leitura histoldgica
sob microscopia 6ptica. A classificacdo das lesdes foi dada de acordo com a

Organizacdo Mundial de Saude (AZZOPARDI et al., 1982).

3.2.11. Definicdo das variaveis

Idade da paciente: Em anos completos, na época da entrada no estudo.

Tamanho do tumor: Mensurado por paquimetro, no maior diametro

tumoral, no dia da puncéo.

Estadiamento: Estédio clinico do tumor pela classificacdo TNM da
Uniao Internacional de Combate ao Céancer (UICC, 1987).

Diagndstico Histoldgico: Classificacdo histolégica dos tumores
segundo a Organiza¢do mundial da Saude (AZZOPARDI et al., 1982).
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Diagnéstico Citolégico:
- Maligno
- Suspeito
- Benigno

- Material insuficiente

Era considerado "maligno” quando houvesse a presenca de varias
células isoladas ou mesmo agregados celulares com nucleo
hipercromético, nucléolo proeminente e desproporgao nucleo/citoplasma.
O critério para "suspeito" incluiu a presenca de células com fatores
citomorfolégicos similares aos malignos, porém, com um numero
inadequado de células para se fechar o diagndstico. O "benigno"
constituiu-se de material representado por células sem alteracdes
citomorfoldgicas. "Material insuficiente" era considerado para aquele
gue nao continha células (GELABERT et al., 1990).

Celularidade:
- Intensa
- Moderada

- Escassa

Era considerada "intensa" a presenca de 15 ou mais células por um
campo de maior aumento (400x), na area de maior celularidade;
"moderada” a presenca de cinco a 14 células e, "escassa" a presenca

de menos de cinco células.

Fundo hemorragico:
- Presente, interferindo na leitura citologica
- Presente, porém sem interferir na leitura citolégica

- Ausente
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Foi considerado como atrapalhando a leitura, quando o niumero de
hemacias era tdo intenso que interferiu no laudo citolégico. "Presente,
porém sem interferir na leitura" foi empregado nos casos em que
apesar de haver um grande numero de hemacias, as mesmas nao
atrapalharam a identificagcdo dos demais tipos celulares. "Ausente”
era utilizado para os casos em que ndo havia hemacias, ou em que

houvesse apenas uma pequena quantidade.

Distorcéao celular:
- Presente

- Ausente

Era relatado como “Presente”, quando houvesse a de distor¢do das
células (alongamento, destruicdo, etc.) vistas através da citologia e,

“Ausente” quando n&o houvesse.

3.3. Coletados dados

Para o estudo ex vivo, os dados referentes a PAAF, foram coletados em um
log-book e arquivados com o pesquisador. Ja, os dados relacionados com a
citometria de fluxo foram gerados pelo Departamento de Pesquisa de Céancer
Richard Dimbleby da United Medical and Dental School (Hospital Saint Thomas)

da Universidade de Londres.

Para o estudo “in vivo”, os dados foram coletados nos formularios préprios

(Anexos 2 e 3), e arquivados em uma pasta, até o processamento dos mesmos.
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3.4. Processamento dos dados

Os dados foram processados, criando-se dois bancos de dados. O primeiro
referente ao estudo ex vivo e 0 segundo relacionado ao estudo in vivo, ambos
utilizando o programa Dbase Il +. Os dados foram cuidadosamente checados
no sentido de evitar erros que pudessem ter ocorrido durante a digitagéao e,
caso houvesse duvidas, o arquivo era cruzado com o formulario original de

coleta.

3.5. Andlise Estatistica

Para a andlise, foram tiradas frequéncias das variaveis pelo programa

PCSS-PC+, utilizando-se separadamente cada um dos arquivos dos estudos.

Em relagcdo ao estudo ex vivo, utilizou-se o teste qui-quadrado de
McNemar para comparar a taxa de aspirados adequados para mensuragcao da
citometria de fluxo. A analise das médias do coeficiente de variagdo, do indice
de DNA, da porcentagem de células na fase S e da porcentagem de células
aneuploides foram comparadas entre os grupos de aspirados utilizando o
dispositivo de autovacuo com o grupo de aspirados advindos da pistola de
apreensao, através do teste t de Student para amostras pareadas (ROUQUAYROI,
1988). Os dois grupos foram também comparados, separadamente, com 0s
achados produzidos pela citometria para o material obtido com a desparafinizacédo

das pecas histoldgicas.
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Em relagéo ao estudo randomizado in vivo, a caracterizagdo da amostra
foi comparada entre os dois grupos de puncédo, utilizando-se tabelas de
contingéncia, sendo que as diferengas foram avaliadas pelo teste qui-quadrado.
Ja, as médias das variaveis quantitativas foram comparadas através do teste t de

Student para amostras independentes (ROUQUAYROL, 1988).

Para determinar a acuracia dos métodos, foram montadas tabelas cruzadas
de contingéncia e calculadas a sensibilidade absoluta, a sensibilidade completa,
a especificidade, os valores preditivos positivo e negativo, a acuracia total para
casos diagndsticos, a acuracia total completa, a taxa de falso negativo e a taxa
de falso positivo para cada método, conforme definido abaixo e, de acordo com
as formulas estabelecidas para tal fim (Anexo 5), modificado dos modelos
apresentados para citologia no programa de screening do Reino Unido (Cytology
sub-group NCCFBSP/NHSBSP, 1993; WELLS, 1995). O resultado do exame

anatomopatoldgico da peca operatoria foi considerado como o padrdo-ouro.

Sensibilidade absoluta: Numero de casos diagnosticados como
“malignos”, sobre o total de casos de cancer (histoldgico), expresso em
percentagem.

Sensibilidade completa: NUumero de casos “malignos”, somados aos

casos “suspeitos” acitologia, sobre o numero total de casos de cancer
(histolégico), expresso em percentagem.

Especificidade: Numero de casos “verdadeiros negativos”, sobre o

namero de total de benignos (histoldgico), expresso em percentagem.
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Valor preditivo positivo (maligno): Numero de casos diagnosticados
como “verdadeiros positivos”, sobre o total de aspirados “malignos”,

expresso em percentagem.

Valor preditivo negativo: Numero de casos “verdadeiros negativos”,
sobre o nimero de casos diagnosticados como “benignos” pela citologia,

expresso em percentagem.

Acuracia total para casos diagnosticos: Soma dos casos
“verdadeiros positivos” com os “verdadeiros negativos”, sobre a soma
dos “verdadeiros positivos”, “verdadeiros negativos”, “falsos positivos”

e “falsos negativos”, expressa em percentagem.

Acurécia total completa: Soma dos casos “verdadeiros positivos”,
“suspeitos” confirmados como canceres e “verdadeiros negativos”, sobre

a soma de todos 0s casos aspirados, expressa em percentagem.

Taxa de falso negativo: Numero de “falsos negativos”, sobre o total
de casos de cancer (histolégico) aspirados, expresso em
percentagem.

Taxa de falso positivo: Numero de “falsos positivos”, sobre o total de

casos de cancer (histolégico) aspirados, expresso em percentagem.

Taxa de material insuficiente: NUumero de casos com citologia
insuficiente, sobre o nimero total de casos aspirados, expresso em

percentagem.

A comparacgéo das sensibilidades, especificidades e acuracias totais, foram
feitas através do teste qui-quadrado, utilizando as formulas de comparacao para

amostras independentes, conforme descrito por GALEN & GAMBINO (1975).
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Na presenca de valores inferiores a 10, utilizou-se o fator de correcdo da

continuidade.

As taxas de falso negativo, de falso positivo e de material insuficiente,
foram calculadas conforme as descri¢cbes acima referidas. A andlise da diferenca

entre os grupos foi feita pelo teste qui-quadrado (ROUQUAYROL, 1988).

Quanto aos dados referentes a celularidade, fundo hemorragico e
distorcéo celular, as diferencas foram analisadas a partir do teste qui-quadrado

(ROUQUAYROL, 1988).

Em todas as analises, o nivel de significacéo estabelecido foi de 5%, sendo

considerado estatisticamente significativo, quando o p valor foi inferior a 0,05.

3.6. Aspectos Eticos

Para o estudo ex vivo, foram mantidas de forma anénima as identidades de
todas as pacientes, além de ter se obtido o consentimento de todas, para que

pudesse ser procedida a pungdo nas pecas cirurgicas.

J4, em relacdo ao estudo in vivo, o projeto de pesquisa foi submetido
para apreciacdo do Comité de Etica em Pesquisa do Hospital das Clinicas da
Universidade Federal de Goias, tendo sido aprovado, para a sua execug¢ao em
abril de 1998 (Anexo 4). Deve ser ressaltado que sé foram incluidas pacientes
voluntarias, ap0s a apresentacdo do consentimento informado, contendo todas

as explicagcbes cabiveis referentes ao desconforto da puncdo e aos possiveis
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beneficios que pudessem advir com o procedimento. Foram respeitados o0s
principios para pesquisa humana enunciado pela DECLARACAO DE HELSINK,
1990. Apos as explicagBes escritas e verbais, a paciente era convidada de

maneira voluntaria a tomar parte no estudo.

A paciente que nao desejou participar do estudo foi conduzida pelos
membros dos dois Centros, sem nenhuma distincdo em relagdo &uelas que
entraram no estudo, ndo acarretando nenhum problema a ela, desde o diagnéstico

até o tratamento da leséo.

Foi mantida durante toda a pesquisa a confidencialidade sobre as pacientes,

obedecendo adeclaracédo de Helsinque em todos os pontos do estudo.

Sujeitos e Métodos 56



4. Resultados

4.1. ESTUDO ex vivo

Em 41 (93%) dos 44 casos aspirados pelo dispositivo de autovacuo foi
possivel mensurar o coeficiente de variacdo e o indice de DNA. Para a
mensuracdo da fase S e da ploidia, conseguiu-se 28 (64%) e 27 (61%),

respectivamente.

Para os aspirados da pistola de apreensdo de seringa, conseguiu-se
mensurar o coeficiente de variacdo em 37 casos (84%), o indice de DNA em 36
(82%), a fase S em 29 (66%) e a ploidia em 24 casos (55%). A possibilidade de
se conseguir aspirados adequados, para mensuragao dos parametros avaliados
pela citometria de fluxo, n&o foi influenciada pela forma de punc&o, conforme

observado na Tabela 5.

Resultados 57



TABELA 5

Avaliacdo da taxa percentual de aspirados adequados para
mensuracao pela citometria de fluxo nos 44 casos puncionados

: L Autovécuo Pistola
Tipo de avaliacéo p valor*
n (%) n (%)
Coeficiente de variacdo 41 (93) 37 (84) 0,3
indice de DNA 41 (93) 36 (82) 0,1
Fase S 28 (64) 29 (66) 1
Ploidia 27 (61) 24  (55) 0,7

* Analise pelo teste do qui-quadrado de McNemar

Para o coeficiente de variacdo (CV), observou-se que a média foi de 6,05
(DP £ 1,55, com variagéo de 3,2 a 9,3) para o material obtido com o dispositivo
de autovacuo, de 6,06 (DP + 1,62, com variacdo de 3,5 a 11) para aqueles
obtidos com a pistola de apreensdo de seringa e de 6,96 (DP % 2,13, com

variacdo de 3,9 a 11), para os da peca cirurgica.

Em relacdo ao indice de DNA, a média para o material obtido com o
dispositivo de autovéacuo foi de 1,60 (DP + 0,5, com variacdo de 1 a 2,5), de
1,59 (DP £ 0,49, com variacdo de 1 a 2,3) para o material da pistola de
apreensao de seringa e, de 1,49 (DP + 0,42, com variacédo de 1 a 2) para 0s

provenientes da peca cirurgica.
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Na analise da porcentagem de células na fase S, observou-se uma
média 7,01 (DP * 4,70, com variacdo de 1,10 a 16,70) nos aspirados do
dispositivo de autovacuo, de 7,26 (DP * 6,34, com variacdo de 0,6 a 29) para
os aspirados da pistola de apreensao de seringa e de 5,85 (DP + 4,73, com

variacdo de 0 a 14) para o material produzido da peca cirurgica.

Quanto aporcentagem de células aneupldides, a média produzida pelos
aspirados do dispositivo de autovacuo foi de 37,8 (DP+ 24,6, com variacdo de 6
a 83). Para os aspirados da pistola de apreensao de seringa a média foi de 39,8
(DP % 24,7, com variacdo de 7 a 89) e, para a pecga cirurgica, a média foi de
29,8 (DP + 20, com variacdo de 6 a 75). A analise com o teste t pareado,
comparando as médias das varidveis estudadas pela citometria de fluxo, de
acordo com o método de dispositivo utilizado na coleta do material, ndo mostrou

diferencas entre os grupos (Tabela 6).

TABELA 6

Anélise das médias das variaveis estudadas pela citometria de fluxo,
de acordo com o tipo dispositivo utilizado na coleta do material

Material . : p valor
Variavel Autovacuo Pistola Teste t pareado
Ccv 5,99 6,12 0,4
indice de DNA 1,56 1,57 0.4
Fase S 7,03 7,22 0,7
% Aneuploidia 38,59 39,86 0,5
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A Tabela 7 mostra a andlise das médias das variaveis produzidas pela
citometria de fluxo, de acordo com o teste t pareado, comparando o material
arquivado em parafina com os aspirados colhidos pelo dispositivo de autovacuo
(A) e pela pistola de apreensao de seringa (B). Observou-se uma diferenca
significativa na média de células aneuploides entre o material proveniente do

autovacuo quando comparado auele obtido da peca cirurgica .

TABELA 7

Anélise das médias das variaveis estudadas pela citometria de
fluxo, comparando o dispositivo de autovdcuo com a peca cirdrgica
(A) e a pistola de apreenséo de seringa com a peca cirurgica (B)

Material (A) . S p valor
Variavel Autovacuo Peca cirtrgica Teste t pareado
Ccv 6,31 6,99 0,1
indice de DNA 1,66 1,52 0,1
Fase S 7,27 5,74 0,2
% Aneuploidia 43,4 27,9 0,04
Material (B) : S p valor
Variavel Pistola Peca cirtrgica Teste t pareado
Ccv 6,27 6,85 0,3
indice de DNA 1,65 1,57 0,2
Fase S 7,61 5,78 0,2
% Aneuploidia 44,33 31,86 0,2
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4.2. ESTUDO in vivo

Das 380 pacientes puncionadas, 191 (50,3%) foram alocadas no grupo
de puncao pelo dispositivo de autovacuo e 189 (49,7%) no grupo de pistola de
apreensao de seringa. Dois tercos das pacientes foram provenientes do
Hospital das Clinicas da FM/UFG (70%) e as demais do Hospital Araujo Jorge

(ACCG).

A média de idade das pacientes que tomaram parte no estudo foi de 38
anos, variando de 12 a 82 anos (DP + 14). J4, a média do tamanho dos tumores
puncionados foi de 27mm, variando entre 5 e 170mm (DP + 20). Em 68 casos
0os tumores mediam até 10mm (18%), em 136 (36%) até 20mm e em 176

pacientes (46%), a mensuracao clinica era maior que 20mm.

Dos 380 casos puncionados, 295 foram submetidas a exérese da leséo,
posteriormente (78%). As demais 85 pacientes (22%) ndo foram submetidas a
resseccao da leséo, ou a fizeram em outros centros. Dessas 85 pacientes que
ndo tiveram a confirmacao histolégica, 30 foram seguidas por mais de um ano,

sem crescimento ou qualquer outra alteragdo clinica de suas lesdes.

Das 295 pacientes que foram submetidas a exérese do ndédulo, a
histologia revelou tratar-se de neoplasia maligna em 91 casos (31%) e, as
demais 204 pacientes (69%) apresentaram lesdes benignas. O tipo de lesao

observada na histologia € mostrado na Tabela 8.
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TABELA 8

Distribuicdo dos casos estudados de acordo com o achado histologico

Tipo histoldgico n %
Carcinoma ductal invasor 82 27,6
Carcinoma lobular invasor 4 1,3
Carcinoma cribriforme invasor 1 0,4
Carcinoma papilifero in situ 1 0,4
Tumor filéides maligno 1 0,4
Metastase de melanoma 1 0,4
Linfoma 1 0,4
Fibroadenoma 132 44,6
Fibroadenose (AFBM) 46 15,5
Lipoma 10 3,3
Cicatriz radial 1 0,4
Adenoma 4 1,3
Processo inflamatério crénico 3 1,0
Ginecomastia 2 0,7
Necrose gordurosa 1 0,4
Linfoadenopatia reacional 1 0,4
Hamartoma 1 0,4
Papiloma 2 0,7
Tumor fildides benigno 1 0,4
Total 295 100

Com a finalidade de certificar que os grupos eram homogéneos e
compardveis, foi feita a distribuicdo numérica e percentual dos casos puncionados,
com as varias categorias, de acordo com o método de punc¢do. Tais nUmeros sdo
apresentados na Tabela 9, onde pode ser notado que, para nenhuma das
variaveis de controle, houve diferenga estatisticamente significativa, mostrando a
homogeneidade dos grupos. Para uma das pacientes puncionadas pelo dispositivo

de autovacuo, nao se preencheu o dado referente ao estadiamento do tumor.
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TABELA 9

Distribuicdo das pacientes, conforme as variaveis de controle, de
acordo com o tipo de dispositivo usado para a PAAF

) ) Autovécuo Pistola
Variavel Categoria p
n (%) n (%)
Centro HC/FM/UFG 134 (70) 134 (71) 0,9
HAJ/ACCG 57 (30) 55 (29)
Idade (anos) Média 38,0 38,5 0,7
Idade (anos) Até 20 25 (13) 27 (14 0,8
21-40 87 (46) 84 (45)
41-60 60 (31) 63 (33)
61 ou mais 19 (10) 15 ( 8)
Tamanho Tumor (mm) Média 27,6 27,0 0,8
Tamanho tumor (mm) Até 20 101  (53) 103 (54) 0,4
21-40 60 (31) 60 (32)
> 40 30 (16) 26 (14
Estadio clinico* I 7 (4 16 ( 8) 0,3
I 29 (15) 32 (17)
v 22 (12) 20 (11)
Benigno 132 (69) 121 (64)
Histologia Cancer 39 (21) 52 (27) 0,1
Benigno 104 (54) 100 (53)
Sem AP 48 (25) 37 (20)

* Uma paciente sem informacéo sobre essa variavel.
As variaveis qualitativas foram analisadas pelo X° e, as médias pelo teste t.

As laminas de 29 casos dos 380 que entraram no estudo (7,6%), foram

extraviadas. Desses, 25 aspirados tiveram seu material examinado na rotina do

Hospital Aradjo Jorge, com laudo do diagnédstico e, desprezadas a seguir.
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Essas laminas ndo foram vistas pela citologista do estudo e, 0os casos néao

foram incluidos na andlise de acurécia. Os esfregacos de quatro outros casos

foram levados, erroneamente, pela paciente para outros laboratérios da cidade.

Apesar de contato telefénico e pessoal, ndo conseguimos recupera-los, sendo

entdo também excluidos da andlise de acuracia. A leitura do diagndstico

citolégico dos 351 casos remanescentes é mostrada na Tabela 10.

TABELA 10

Distribuicdo do diagndstico citolégico de acordo

com o dispositivo utilizado para a puncgéao

. Autovécuo Pistola
Categoria
n (%) n (%)
Maligno 24 (14 25 (15)
Suspeito 8 (4 7 (4
Benigno 119 (66) 101 (59)
Insuficiente 29 (16) 38 (22)
TOTAL 180 (100) 171 (100)

X? para material insuficiente = 1,7 (p = 0,18)

Assim, a Tabela 10 mostra que a taxa de material insuficiente foi de 16% no

grupo aspirado pelo dispositivo de autovacuo e de 22% no grupo da pistola de

apreensao de seringa. A comparacao da taxa de material insuficiente pelo teste

gui-quadrado mostrou nao haver diferenga significativa entre eles (p=0,18).
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Para a analise da acuracia, além dos 29 casos em que foram extraviados
os esfregagos, também foram excluidos outros 85 casos que ndo foram

submetidos aexérese da leséo, ou o fizeram em outra instituigdo.

Das 295 pacientes com confirmacdo histolégica, 22 tiveram seus
esfregacos extraviados, conforme comentado no paragrafo anterior (das 29
extraviadas, sete nao tiveram histologia). Assim, 273 pacientes com citologia e
histologia (padrdo-ouro), serviram como base para a andlise dos testes de
acuracia. Para um melhor entendimento, esses numeros sdo apresentados

esquematicamente na Figura 8.

Casos puncionados = 380 ‘ Laminas extraviadas = 29
P |
Autovacuo = 180 Pistola=171 Total = 351

P
ComAP=135  Com AP =138

P P
Sem AP =45 t Sem AP =33
|

—
P

Total = 273
e

Figura 8. Distribuicdo esquematica dos casos incluidos no estudo in vivo. O
total de 351 casos foi utilizado para as andlises de material insuficiente,
celularidade, fundo hemorréagico e distor¢ao celular. O total de 273 casos com
AP (pacientes que tiveram a confirmagdo histologica posterior da leséo
previamente puncionada) foram incluidas na andlise de acuracia.
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Para que se pudesse facilitar o entendimento da andlise de acuracia,

inicialmente foram cruzados os resultados da histologia (se cancer ou se benigno),

com os resultados da citologia, de acordo com cada dispositivo de puncéo utilizado,

conforme pode ser visto na Tabela 11 (dispositivo de autovacuo) e na Tabela 12

(pistola de apreenséao de seringa).

TABELA 11

Distribuicdo dos casos de acordo com o resultado da histologia
conforme o resultado da citologia, no grupo de pacientes
puncionados pelo dispositivo de autovacuo

Histologia

Citologia Cancer Benigno
Maligno 22 (a) 1 (e)
Suspeito 3 (b) 4 (f)
Benigno 3 (o) 77  (9)
Insuficiente 7 (d) 18 (h)

TABELA 12

Distribuicdo dos casos de acordo com o resultado da histologia
conforme o resultado da citologia, no grupo de pacientes
puncionados pela pistola de apreenséo de seringa

Histologia

Citologia Cancer Benigno
Maligno 25 (a) 0 (e)
Suspeito 5 (b) 2 (M
Benigno 4 (o) 74 (Q)
Insuficiente 9 (d) 19 (h)
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Assim, como pode ser visto nas Tabelas 11 e 12, quando foram
analisados somente 0s casos conclusivos pela citologia (caselas a, c, e, g), houve
22 casos de verdadeiros positivos no grupo de autovacuo e 25 no grupo da pistola
(casela a). Em relagéo aos verdadeiros negativos, foram 77 e 74 para 0S grupos
de autovacuo e pistola, respectivamente (casela g). Houve apenas um caso de
falso positivo que ocorreu no grupo do dispositivo de autovacuo (casela €) e, em
relacdo aos falsos negativos, ocorreram trés no grupo de autovacuo e quatro no

grupo da pistola (casela c).

Quando os casos suspeitos foram incluidos na analise, houve 25 verdadeiros
positivos no grupo de autovacuo e 30 no da pistola (caselas a, b). Também houve
um aumento dos casos de falsos positivos, que passaram a corresponder a
cinco casos no grupo de autovacuo e a dois casos no de pistola (caselas e, f).

Quanto aos verdadeiros negativos e falsos negativos, mantiveram-se inalterados.

Apés a aplicacéo das férmulas de acuracia, conforme descritas no Anexo
5, compararam-se todas as medidas entre 0s grupos puncionados pelo
dispositivo de autovacuo com aquele puncionado com a pistola de apreensao
de seringa, conforme o método sugerido por GALEN & GAMBINO (1975).
Observou-se que ambos os dispositivos de punc¢édo produziram resultados de
alta preciséo e, bastante semelhantes, sob os varios aspectos da acuracia, nao

tendo sido verificada nenhuma diferenca significativa entre os grupos (Tabela 13).
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TABELA 13

Indicadores de acurécia da PAAF de acordo com o tipo de punc¢éo

Teste Auto(}/écuo Pistola o valor
% %
Sensibilidade absoluta 63 58 0,7
Sensibilidade completa (malig/susp) 71 70 0,8
Especificidade 77 78 0,9
Valor preditivo positivo (maligno) 96 100 0,8
Valor preditivo negativo 96 95 0,8
Acuréacia total p/ casos diagnosticos 73 72 0,8
Acuracia total completa (malig/susp) 76 75 0,9
Taxa de falso negativo 8,6 9,3 0,7
Taxa de falso positivo 29 0 0,1

Em relacdo a celularidade dos aspirados, observou-se que houve um
maior numero de laminas com material abundante e moderado no grupo
puncionado pelo dispositivo de autovacuo. Nao obstante, essa diferenca néo foi

estatisticamente significativa (p = 0,4), conforme mostrado na Tabela 14.

TABELA 14

Distribuicdo dos aspirados, em relagcdo a celularidade das
amostras, de acordo com o tipo de dispositivo usado

Celularidade Autovacuo Pistola
dos aspirados n (%) N (%)
Abundante 61 (34) 50 (29)
Moderada 57 (32 51 (30)
Escassa/ausente 62 (34) 70 (41

X?=1,68;p=0,4.
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Em relacdo a distorcdo das células, observou-se que esse artefato
ocorreu em poucos casos, sendo bastante semelhante entre os dois grupos,

conforme mostra a Tabela 15, ndo havendo diferenca entre eles (p = 0,7).

TABELA 15

Distribuicdo dos aspirados, em relagdo a distor¢éo celular das
amostras, de acordo com o tipo de dispositivo usado

) Autovécuo Pistola
Distorcéo celular
n (%) n (%)
Presente 31 (17) 26 (15)
Ausente 149 (83) 145 (85)

X>=0,14;p=0,7.

Quando analisado o artefato de fundo hemorragico, observou-se que
houve uma grande quantidade de aspirados hemorragicos em ambos 0s grupos
de puncédo. Porém, apenas 3% dos esfregacos puncionados pelo dispositivo de
autovacuo e 5% daqueles colhidos com a pistola de apreenséo de seringa, €
que interferiram na leitura citologica, atrapalhando sua interpretacéo. Deve ser
salientado que o fundo hemorragico nao foi diferente entre os grupos estudados

(Tabela 16).
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TABELA 16

Distribuicdo dos aspirados, em relagdo ao fundo hemorrégico
das amostras, de acordo com o tipo de dispositivo usado

) Autovécuo Pistola
Fundo hemorragico
n (%) n (%)
Presente, interferindo na leitura citoldgica 5 (3) 9 (5
Presente, ndo interfere na leitura citoldgica 58 (32) 45 (26)
Ausente 117 (65) 117  (69)

X?=2,55;p=0,27

Resultados 70



5. Discussao

Em 1933, STEWART afirmava que o valor da puncao aspirativa era
estritamente dependente tanto do clinico quanto do patologista. Passados 68
anos, parece que essa afirmacao € obvia. Nado obstante, foi necesséario um longo
caminho para que houvesse uma acomodacao conceitual, até seu entendimento e

utilizagao nos dias de hoje.

A PAAF, na verdade, nada mais é que uma variedade da tradicional bidpsia
aberta, em que a lesdo é completamente identificada através do exame de varios
cortes histologicos. Na PAAF, apenas uma pequena parte da lesdo é amostrada.
De uma forma geral, segundo Masood, o diagndstico citoldgico, analogamente,
pode ser comparado ao fato de se olhar pelo buraco de uma fechadura e querer

ver todo o comodo (MASOOD, 1998).

Por isso, a PAAF requer uma combinagdo de precisdo, experiéncia e
imaginagcao, sendo que os dois pontos cruciais sdo a coleta do material e a

interpretacdo do mesmo. A precisdo estara ligada, principalmente, ao primeiro
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enquanto a imagina¢do ao segundo. Quanto aexperiéncia, ela é fundamental

em ambos 0S processos.

Parte da preciséo esta relacionada com a curva de aprendizado do método,
de forma que, iniciantes na técnica costumam gerar grande quantidade de
material insatisfatorio e de material inadequado para a leitura citolégica (FURNIVAL
et al., 1975). Por outro lado, o dispositivo que se usa para a PAAF também pode
alterar a acuracia e, principalmente, a taxa de material insatisfatério. Como exemplo,
pode-se citar um outro estudo ex vivo, onde foi demonstrado que o calibre da
agulha é fundamental para a puncédo, de forma que, agulhas com o didmetro
interno mais grosso, podem gerar um material contendo varios aglomerados
celulares que, ao serem espalhados nas laminas, permanecem em camadas,
dificultando a interpretacéo citologica. Nesse mesmo estudo, os autores também
concluiram que o niumero de passes pelo tumor é importante, sendo que um
minimo de dez passes deva ser realizado para que se possa maximizar 0s

beneficios da citopuncdo (HARTLEY et al., 1988).

Desde a descricdo da PAAF, varios métodos para executa-la tém sido
descritos e empregados, através dos anos. O mais simples, onde uma seringa é
montada em uma agulha (mao livre), ainda é utilizado. Entretanto, essa forma
foi amplamente substituida pela pistola de apreensdo de seringa, descrita

inicialmente por FRANZEN, GIERTZ, ZAJICEK (1960).

Com a utilizacdo das pistolas de apreensédo, a técnica em si foi muito

facilitada, permitindo que o examinador concentrasse, de maneira mais adequada,
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sua atenc¢ao no direcionamento da agulha e mantendo uma aspiracao de forma

mais uniforme para a coleta adequada do material.

Os pontos negativos advindos com a utilizagcdo da pistola de apreensao
se encontram nos fatos de o dispositivo montado ser grande e de certo peso.
Isso faz com que o examinador perca um pouco da sensibilidade tactil,
dificultando a sensacdo da ponta da agulha passando pelo tumor. Deve ser
lembrado que essa sensibilidade é uma forma complementar de avaliagdo do
exame e deve ser sempre considerada, junto ao exame clinico, na suspeita de
um ndédulo mamario maligno (ROBERTS & RAINSBURY, 1994; SOUZA et al.,
1995). Outro ponto negativo € que a paciente pode ficar tensa e menos

colaborativa ao ver o dispositivo de apreensao montado, devido ao seu tamanho.

Para facilitar ainda mais a pung¢éo, outros dispositivos tém sido apresentados
por diferentes pesquisadores (FREITAS JR et al.,, 1991; HENDERSON,

McCREADY, STANISICH, 1994; SASAKI & 1ZU, 1998; TAO & SMITH, 1999).

O dispositivo de autovacuo vem sendo desenvolvido e testado desde
1990, sendo que a publicacdo dos primeiros resultados ocorreu em 1991

(FREITAS Jr. et al., 1991).

HENDERSON et al. (1994), em uma nota prévia, descreveram uma
maneira facil, simples e barata de se obter os aspirados, através da interposicao
da capa plastica da agulha descartavel utilizada, entre a aba da seringa e o0 seu

émbolo. Apesar de ndo terem demonstrado numeros, eles referiram que esse
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pequeno truque facilitou o método de pungéo, evitando o desconforto e dor dos

dedos do puncionador (HENDERSON et al., 1994).

Em 1998, SASAKI & 1ZU, descreveram a utilizagdo de um novo dispositivo,
idealizado por eles, no qual ligas de borracha eram disparadas por gatilhos
fazendo a presséo negativa necesséria para a aspiracao. Os autores apresentaram
os resultados da utilizagédo do dispositivo em 458 nodulos de tiredide e observaram
gue foi possivel confirmar 84% de casos de cancer de tiredide, comparado a
uma taxa de 76% quando o grupo utilizava a pistola de FRANZEN. Nesse
trabalho, eles descrevem a facilitagdo do método, principalmente nos nédulos

de pequeno tamanho.

Um dispositivo, chamado “Aspirador de Tao”, foi recentemente colocado
no mercado, e, em 1999, seus inventores publicaram os resultados advindos do
seu uso em diferentes tumores. No “Aspirador de Tao”, uma seringa descartavel
de 5ml é montada em um dispositivo plastico. Um gatilho dispara uma pequena
mola que, por sua vez, retrai o émbolo da seringa, formando a pressao negativa. O
dispositivo também possui um mecanismo de graduacdo da aspiragdo, o que
pode ser uma outra vantagem. Para esse dispositivo, 0s autores apresentaram 0s
resultados de 150 puncgdes aspirativas por agulha fina, conduzidas em diferentes
tumores, incluindo 34 les6es maméarias. O principal fato foi que nao tiveram

nenhum aspirado inadequado para leitura citolégica (TAO & SMITH, 1999).

E importante observar que todos esses novos dispositivos, permitem que o

examinador mantenha uma curta distancia entre a mao que empunha o aparelho e
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o tumor. Também deve ser notado que a maneira de segurar 0s dispositivos em
muito se assemelha com o dispositivo de autovacuo (como se empunhasse
uma caneta), mostrando que a idéia, cada vez mais, parece se generalizar em

diferentes partes do globo.

As vantagens da utilizacao de aparelhos que possam ser empunhados como
canetas, em relacdo & pistolas de apreensao de seringa, foram recentemente
bem descritas e incluem menor distancia entre a mao do examinador e a leséo,
maior sensibilidade tactil e aspiracdo constante. Esses fatores, segundo o0s

autores, levariam a uma facilitacdo na coleta do material (TAO & SMITH, 1999).

Especificamente em relacéo ao dispositivo de autovacuo, desde 1991, ja
descreviamos as facilidades do seu uso em relacédo & pistolas de apreensao
de seringa (FREITAS Jr. et al., 1991). Posteriormente, em 1992 e 1996, voltamos a
comentar as vantagens do dispositivo de autovacuo em relacao afacilitacdo do
exame. Nesses trabalhos, descrevemos que a redugéo do peso, 0 menor tamanho,
a menor distancia entre a mao do puncionador e a lesédo e, principalmente, a
aspiragcdo automatica do dispositivo, beneficiavam todo o procedimento, deixando-

0 ainda mais simples (FREITAS Jr. et al., 1992; FREITAS Jr. et al., 1996).

N&o obstante, as publicacfes envolvendo esses novos métodos ndo os
compararam adequadamente a alguma técnica ja consagrada pelo uso (ex:
mao livre ou pistola de apreensdo de seringa). Assim, o grande beneficio do

presente trabalho foi estabelecer adequadamente uma comparacgao direta entre
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um dispositivo empunhado como caneta com a classica e consagrada pistola de

apreensao de seringa na realizagao da puncéo.

Uma vez que o objetivo do estudo era o de avaliar a coleta através de
diferentes métodos, acreditava-se, ao desenhar o projeto, que os dados deveriam
ser reproduzidos com facilidade. A partir desse pensamento, foi feita a opcao de
gue a puncédo devesse ser executada por Varios profissionais, incluindo os médicos
residentes do Servigo, 0s quais estdo em formagédo. Certamente, isso poderia
reproduzir fielmente as situacdes que ocorrem no dia-a-dia em relacdo a

punc¢ao por agulha fina.

Por outro lado, a leitura citolégica deveria ser o mais estrito possivel, de
forma que a experiéncia e capacidade de interpretagdo fossem homogéneas
em todos os aspirados, evitando dessa forma, a possibilidade de viés na leitura
citolégica. Por esse fato, apenas uma citopatologista foi responsavel pela leitura

de todo o material do estudo.

Também era importante que a citopatologista ndo tivesse conhecimento
do tipo de dispositivo que havia sido utilizado em cada caso, evitando que
pudesse ser influenciada por um ou outro método, motivo que levou aconfecgéo
da ficha de laudo citolégico com poucos informes clinicos e ndo constando nela

o0 método de puncao (Anexo 3).

A acuracia da PAAF pode estar também relacionada com fatores ligados
ao tumor, tais como o tamanho, a localizacdo, a mobilidade e o tipo histolégico

(AZZARELLI et al., 1983; PATEL et al., 1987; FEICHTER et al., 1997; ARISIO
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et al., 1998). Assim, tumores pequenos e de maior mobilidade, tém maior
chance de ndo serem penetrados pela agulha (ZAJDELA et al., 1975; PATEL et
al., 1987; FEICHTER et al.,, 1997). As lesbes mais profundas requerem uma
pratica maior do puncionador, visto que a possibilidade iminente de um
pneumotdérax, pode levar o examinador inexperiente a ndo introduzir a agulha na
lesdo. J4, em relacdo a consisténcia, para alguns tumores pétreos, a agulha
consegue tocar e até penetrar no tumor; porém, as células ndo se soltam,

deixando o aspirado insatisfatorio para leitura citologica (PATEL et al., 1987).

Para que fossem evitadas as possibilidades de viés, em relacdo aos
fatores relacionados ao tumor e a subjetividade da leitura citoldgica, alguns

cuidados foram tomados.

O estudo ex vivo foi conduzido com a finalidade de se obter aspirados de
um mesmo tumor pelos dois métodos, 0 que ndo seria eticamente adequado na
mesma paciente. Isso permitiu que ambos os dispositivos fossem testados em
lesbes de caracteristicas iguais (ex: mesmo tamanho, mobilidade e consisténcia).
Também deve ser ressaltado que se buscava, neste estudo, ausentar a
subjetividade da leitura citolégica, uma vez que o processo de leitura pela
citometria de fluxo é eletrbnico e objetivo, ndo podendo ser influenciado pela

preferéncia de um ou outro dispositivo.

Nos resultados apresentados no presente trabalho, observamos que a
utilizacdo de aspirados de PAAF para estudo através da citometria de fluxo &

bastante confiavel, uma vez que foi possivel obter histogramas em mais de 90%
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das amostras para determinacdo do indice de DNA e, em aproximadamente 60%,
para andlise da fase S e da porcentagem de células aneupldides. Quando
comparados ao estudo da citometria, produzido pelas pecas cirurgicas, apés o
processo de desparafinizagdo, ndo houve diferenca significativa do numero de

materiais analisaveis.

Ha de se ressaltar que ndo houve uma diferenca significativa observada
entre a média do coeficiente de variagdo em ambos o0s grupos de PAAF
(autovacuo e pistola), em relacdo ao grupo de peca cirurgica. Isso reflete que os
aspirados a fresco podem ser tdo adequados para a citometria de fluxo quanto

o tecido desparafinizado.

Outros autores estudando aspirados de PAAF para uso na citometria de
fluxo, também conseguiram bons resultados e salientaram a possibilidade do
seu uso na pratica clinica (LEVACK et al., 1987; KLEMI & JOENSUU, 1988;

SPYRATOS et al., 1992; DAVEY et al., 1993; MARTELLI et al., 1993).

Deve-se notar que o material aspirado para a citometria, na presente
série, foi proveniente de puncdes realizadas apods a ressec¢do do tumor (in
vitro), em que o numero de hemacias é bem menor, se comparado & punc¢des
guando realizadas na paciente (in vivo). Ratificando a boa qualidade do material
obtido através de aspirados, KLEMI & JOENSUU (1988) fizeram uma
comparacdo direta entre os aspirados e a peca cirdrgica arquivada em parafina.
Eles observaram (in vivo) que o coeficiente de variacdo do material proveniente

das puncgdes foi menor que os obtidos com a suspenséo desparafinizada.
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A citometria de fluxo, por mais de década, tem sido reconhecida como
um poderoso método no estudo do prognéstico do cancer de mama. Com a
utilizacdo de tecido arquivado em parafina ou mesmo de fragmentos congelados,
varios estudos mostram que, tanto o estudo do DNA quanto a proliferacédo
celular (fase S) correlaciona-se independentemente com o comportamento dos
carcinomas mamarios (BAILDAM et al., 1987; O'REILLY, CAMPLEJOHN, BARNES,
1990; NOGUCHI et al., 1991; WITZIG et al., 1991; BERGERS, VAN DIEST,

BAAK, 1995; BARBOSA, 1998).

Na presente série observou-se que as médias do indice de DNA, da
aneuploidia e da porcentagem de células na fase-S foram similares entre os dois
grupos de puncdo, mostrando que ambas as técnicas sdo similares na obtengéo

de aspirados adequados para a mensuracao desses fatores de prognéstico.

Ao se comparar os aspirados com o material desparafinizado das pecas
cirargicas, notou-se uma diferenca significativa entre a média de células aneuploides
do grupo do dispositivo de autovacuo (43,43 DP + 23,26) em relagdo ao grupo
das pecas cirurgicas (27,93 DP + 17,39). Nao conseguimos explicar o motivo
dessa diferenca. Porém deve ser considerado que ela possa ter acontecido

apenas por viés, uma vez que a variagdo e o desvio padréo foram grandes.

Na ultima década, novas perspectivas tém surgido para os aspirados da
PAAF. Assim, BOZZETTI et al. (1997) apés estudarem a associacado da dosagem
do KI-67 com a fragdo de células na fase S, utilizando aspirados de PAAF,

passaram a recomendar que essa associacao fosse utilizada na abordagem
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pré-operatéria de pacientes que serdo submetidas a quimioterapia neo-adjuvante
(BOZZETTI et al., 1997). A realizacdo de puncdes seriadas durante a quimioterapia
neo-adjuvante, com o intuito de verificar o comportamento tumoral através da
cinética celular e consequiente monitorizacéo de resposta, foi aventada por LEVACK

et al. (1987) e, posteriormente confirmada por SPYRATOS et al. (1992).

Sistemas mais modernos, como a citometria automatizada por imagem,
tém permitido a mensuragdo da ploidia da proliferacdo celular, com numeros
relativamente pequenos de células (1000), potencializando ainda mais a
possibilidade adequada do uso de aspirados provenientes de PAAF (TRUONG

et al., 1998).

Outro campo que vem chamando a atencdo é a imuno-histoquimica, na
qgual os aspirados e esfregacos da PAAF podem ser utilizados na busca de
fatores de prognostico e de avaliagdo de resposta. Nessa linha, a dosagem de
receptores de estrogénio e de progesterona tem sido utilizada por varios
Servigos na condugao e decisédo de terapéuticas sistémicas neo-adjuvantes e de
adjuvantes (CRAWFORD et al., 1985; MAGDELENAT et al., 1987; HORSFALL

etal., 1989; SKOOG et al., 1991; NIZZOLI et al., 1994; LEUNG & BEDARD, 1999).

Em outro trabalho, conduzido no Instituto Curie (Paris), os autores
observaram que o mesmo aspirado utilizado para determinacéo dos receptores
por imuno-histoquimica, pode ser aproveitado para a citometria de fluxo (VIELH
et al., 1992). Na Universidade de Sao Paulo, PESTANA et al. (1991) observaram a

possibilidade de se utilizar o mesmo esfregaco para determinagcédo de receptores
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de estrogénio e da ploidia, nos carcinomas ductais. Os esfregacos citologicos
também j& foram utilizados para a determinacdo do c-erbB-2, com resultados
mostrando uma boa confiabilidade (SUTHIPINTAWONG et al., 1997). No corrente
ano, foi desenvolvida uma técnica de imuno-ensaio para dosagem quantitativa de
receptores hormonais, tdo sensivel que apenas 1 fmol/ml de proteina citosoélica
presente nos aspirados da PAAF permite quantificar adequadamente os receptores

de estrogénio e progesterona (SUN et al., 2001).

A realizagdo do estudo in vivo, foi necesséaria para que pudessem ser
validados os achados do estudo ex vivo, uma vez que, apesar de ser uma
forma bastante objetiva de comparar dois métodos distintos, o tumor apds sua
remocéo perde parte de suas propriedades. Isso impede que se possa aplicar

os resultados do primeiro, sem uma confirmac¢éo adequada em humanos.

Ressaltamos que o estudo foi conduzido obedecendo aos aspectos
éticos, incluindo a aprovacédo do Comité de Etica em Pesquisa do HC/UFG
(Anexo 4). Chamamos a aten¢do que ndo houve quaisquer complicacdes sérias
para todas as participantes do estudo. Foram observadas apenas pequenas
equimoses em algumas pacientes. Também deve ser observado que o fato de
nao terem sido localizados os aspirados de 29 pacientes, ndo significa que as
mesmas tenham sido conduzidas inadequadamente. Todos esses aspirados
foram vistos na rotina do HAJ ou do HC e, as pacientes foram submetidas a

ressecc¢ao da lesédo ou seguidas posteriormente.
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Do ponto de vista metodoldgico, deve ser salientado que a randomizacao
funcionou de maneira adequada. Isso pode ser notado na Tabela 9, a qual
mostra uma boa homogeneidade entre 0s grupos, para todas as variaveis de
controle, incluindo: idade, tamanho do tumor, estadio clinico e a histologia. A

semelhanca entre os grupos faz com que eles sejam estatisticamente comparaveis.

Durante a fase de montagem do projeto de pesquisa, a definicdo mais
dificil esteve relacionada com a interpretacdo e qualificacdo da leitura citolégica.
Alguns pesquisadores tém se baseado na contagem de células para definir a
categoria em que se enquadra determinado aspirado, principalmente para
definir se o aspirado teria um numero adequado de células que pudessem
representar a lesdo (LAYFIELD et al., 1997). Outros preferem recorrer aassociagéo
dos dados clinicos, radioldgicos e citolégicos para definir o diagndstico citolégico e

a adequacidade do material (ABELE et al., 1998; ECKERT & HOWELL, 1999).

Por ocasido do inicio da pesquisa, optamos pela categorizacdo dos
aspirados em maligno, suspeito e benigno, conforme preconizado por outros
autores (GELABERT et al., 1990). Aqui dois aspectos devem ser comentados.
O primeiro é que, do ponto de vista estatistico, a utilizacdo de uma classe
intermediaria (suspeito) dificulta seu enquadramento para a especificacdo dos
testes de acuracia (por exemplo: considera-la como positivo, como negativo ou
ndo considera-la). Em segundo, para o citologista a interpretacao citolégica em
apenas maligno ou benigno é inadequada além de perigosa, pois a amostragem,
muitas vezes, ndo segue 0s critérios para inclusdo em um ou outro grupo (CASEY

et al., 1992; TEAGUE et al., 1997). Dai a necessidade da utilizacdo de classes
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intermediarias. Ocasionalmente, a dificuldade pode ser de tal monta que o uso
de programas de informatica para analise da imagem pode auxiliar o citologista

na interpretacdo do aspirado (TEAGUE et al., 1997).

Mais recentemente, o Cytology Sub-Group of the National Coordinating
Committee for Breast Screening Pathology, do Reino Unido, publicou um guia
combinando esses dois pontos acima citados (WELLS, 1995). Esse grupo

classificou a leitura citolégica em cinco classes:

C1 = material inadequado

C2 = benigno

C3 = atipia provavelmente benignha
C4 = suspeito de malignidade

C5 = maligno

Além da classificagéo, eles sugeriram formas alternativas na construgéo
das tabelas 2 x 2 para a analise da acuracia, criando alguns termos adicionais
(ex: sensibilidade completa e sensibilidade absoluta). Isso permitiu que o material
insuficiente ndo fosse considerado para a analise, uma vez que esses aspirados
nao sao diagndsticos. Para as categorias C3 e C4, elas poderiam ser consideradas
ou ndo se a analise for completa ou absoluta, respectivamente (Cytology sub-
group NCCFBSP/NHSBSP, 1993). Essa classificagcdo em cinco categorias foi
também preconizada pela reunido de consenso organizada pelo National Cancer
Institute, nos Estados Unidos (NCI, 1997), e referendada por grupos de grande

peso no contexto da patologia mamaria (PAGE, JOHNSON, DUPONT, 1997).
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Para o presente estudo foi mantida apenas uma classe intermediaria
(suspeito), uma vez que ja haviamos iniciado o estudo quando da publicacao do
NHSBSP. Nédo obstante, foi aproveitada a metodologia de analise da acuracia,
aproveitando ou retirando os casos classificados como suspeitos acitologia, de
acordo com o preconizado pelo Cytology Sub-Group of the National Coordinating
Committee for Breast Screening Pathology do Reino Unido (NCCFBSP/NHSBSP,

1993; WELLS, 1995).

Deve ser salientado, conforme mostrado na Tabela 13, que a acuracia foi
boa nos casos do presente estudo, sendo que foram semelhantes, para todos
os testes de acuracia, em ambos os grupos, ndo havendo diferenca estatistica
da acuracia entre os aspirados provenientes da pistola, quando comparados aos
do dispositivo de autovacuo. Isso mostra que a acuracia ndo foi influenciada

pelo método de puncéo.

Comparando os dados da acuracia oriundos de nossa série, com 0s de
outros autores (Tabela 1), observamos que as sensibilidades aqui apresentadas
por ambos os métodos, estiveram abaixo daquelas mostradas na tabela. Isso se
deveu ao fato de que as férmulas para acuracia sugeridas pelo NCCFBSP/NHSBSP
(1993), incluem os casos de cancer confirmados pela histologia e que tinham
aspirados classificados como material suspeito ou ainda como material inadequado.
Entretanto, todos os parametros estudados no presente trabalho estiveram
acima do minimo exigido como um padrdao adequado dentro das préprias normas

do NCCFBSP/NHSBSP.
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Conforme dados apresentados em outros trabalhos, a taxa de material
insuficiente pode variar de 3% a 41% (PATEL et al., 1987; ABELE et al., 1998),
porém, a maioria dos trabalhos reporta taxas consideradas aceitaveis, que variam
de 6% a 20% (ZAJDELA et al., 1975; LAYFIELD & DODD, 1996; FEICHTER et al.,

1997; ARISIO et al., 1998).

Entre os motivos descritos que podem interferir na taxa de material
insuficiente estéo: o tipo de lesdo puncionada, sendo que carcinomas lobulares
e alteracdes funcionais apresentam maior possibilidade de aspirados acelulares
ou paucicelulares (PATEL et al.,, 1987; PREECE et al.,, 1989; ABELE et al.,
1998); o tamanho do tumor, sendo que tumores pequenos ou muito grandes
aumentam a chance de material insuficiente (ZAJDELA et al., 1975; BARROWS
et al., 1986; FEICHTER et al., 1997); e a experiéncia individual do puncionador
(BARROWS et al., 1986; PREECE et al., 1989). Alguns pesquisadores referem
que quando a puncéo € executada e lida pelo citologista, os resultados podem
ser mais adequados com uma menor taxa de material inadequado (ROCHA et
al., 1997). N&ao obstante, na grande maioria dos Servigos especializados em
abordar a patologia mamaria, os cirurgides sdo 0s responsaveis pelo ato da

puncdo (LAYFIELD, MOONEY, COOGAN, 1998).

Conforme pode ser observado, a taxa de material insuficiente foi alta no
presente estudo (19%). Apesar de haver um maior nimero de aspirados
insuficientes no grupo puncionado pela pistola (22% versus 16%), essa diferenca
nao foi significativa (Tabela 10), mostrando que essa taxa nao foi influenciada

pelo método de puncéo.
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Acreditamos que a alta taxa de material insuficiente possa ter sido decorrente
de dois fatores. O primeiro pela PAAF ter sido executada por profissionais em
treinamento, e que ainda estdo vivendo suas curvas de aprendizado com a técnica.
O segundo motivo esta relacionado com o grande numero de lesdes benignas,
incluindo 44 casos de fibroadenose (AFBM), 28 de outros benignos (lipomas,
hamartomas, etc.), além de 85 casos que ndo foram submetidos aresseccao
(possiveis AFBM). Esses 157 casos totalizam 44,7% de todos os aspirados

estudados, e representam alteragdes que por si apresentam baixa celularidade.

Para certificar esse pensamento reaizou-se o teste qui-quadrado entre o
achado citoldgico e o tipo de lesao ressecada. Foi possivel confirmar os dados
encontrados por outros autores e justificando, em parte, o motivo da nossa alta
taxa de material insuficiente, uma vez que ela representou 12% dos
fiboroadenomas puncionados, 20% dos carcinomas e 31% das AFBM e outros

benignos (X*=10,3; p = 0,005).

Na tentativa de diminuir o nimero de aspirados inadequados, estamos
conduzindo, no presente, um novo estudo com o exame citolégico rapido, no
qual apos a realizacdo da PAAF por um dos médicos residentes do Servico, 0
aspirado é imediatamente submetido ao exame citolégico, na tentativa de dizer
se aquele aspirado apresenta celularidade adequada ou ndo. Caso o aspirado
nao apresente uma celularidade satisfatéria, a paciente é submetida a uma
nova puncgao por um docente, ainda na mesma consulta. Nesta fase, ainda néo
estamos incluindo o diagndstico citoldgico definitivo, uma vez ainda estamos no

periodo da curva de aprendizado com o diagndstico rapido.
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A experiéncia com o diagnéstico imediato tem sido documentada por
outros autores, 0s quais tém observado altas taxas de concordancia entre ele e
o tradicional diagnéstico citolégico tardio (DIXON et al., 1987; GIARD & HERMANS,
1993; HIRSCHOWITZ et al., 1994). O grupo de Rotterdan, estudando 503
aspirados de ndédulos mamarios, obteve concordancia entre os diagndsticos
imediato e tardio em 95,8% dos casos, correspondendo a uma altissima pontuagéo
de Kappa de 0,92 (GIARD & HERMANS, 1993). O grupo da Universidade de
Oxford, também reportou uma 6tima experiéncia com o diagnéstico citolégico
imediato. Com esse método eles conseguiram reduzir a taxa de bidpsia

cirdrgica aberta em lesbes benignas de 74% para 23% (DIXON et al., 1987).

Na literatura, a taxa de falso negativo varia de 1% a 35% (FEICHTER et
al., 1997; ARISIO et al., 1998). Ela pode ser influenciada pelos mesmos motivos
gue foram discutidos para a sensibilidade do exame. Assim, quando a agulha
nao penetra na lesdo ou ao penetrar ndo consegue remover células da mesma,
a representacdo se fara de maneira inadequada, gerando os falsos negativos.
Essa falha também pode ocorrer na puncao de carcinomas bem diferenciados,
nos quais a dificuldade estd em se reconhecer pequenas alteracdes da morfologia
celular, que se confundem com os tumores benignos (PREECE et al., 1989;

O’MALLEY et al., 1993; FEICHTER et al., 1997).

No presente estudo, a taxa de falso negativo foi relativamente baixa,
guando comparada a outros trabalhos (8,6% no grupo de autovacuo e 9,3% no
grupo de pistola de apreensao). Essa semelhanga mostrou que os resultados

falsos negativos ndo foram influenciados pelo método de punc¢éo. Nao obstante,
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para a reducao da taxa de falso negativo e aumento da sensibilidade, o Grupo
de Torino utilizou a técnica de inclusdo de células em parafina (cell block). Nesse
trabalho os autores conseguiram reduzir a taxa de falso negativo de 3,9% para

1,4% (ARISIO et al., 1998).

J4, a taxa de falsos positivos costuma ser bem baixa, variando de 0 a 9%
(ARISIO et al., 1998), e esté relacionada diretamente ainterpretacdo dos aspirados
pelo citologista (PREECE et al. 1989). Algumas lesdes podem ser confundidas
com o0s carcinomas, tais como nédulos em gestantes, fiboroadenomas, adenose
esclerosante e hiperplasias (KLINE et al., 1979; PREECE et al., 1989; MATSUDA et

al., 1993; AL-KAISI, 1994).

KLINE et al. (1979), ap0s revisao de 3.545 casos, observaram que a taxa
de falso positivo reduziu de 4,6% para 1,2%, amedida que os citologistas foram
ganhando experiéncia. A partir dai, alterag@es fibrocisticas, hiperplasia lobular e
fiboroadenomas foram os responsaveis pela persisténcia da taxa no patamar de

1,2%.

Dentre as les6es mamarias, o fiboroadenoma costuma ser a que provoca o
maior numero de falsos positivos. Na tentativa de evitar confus@o diagnostica com
0s carcinomas mucinosos, MATSUDA et al. (1993), chamaram a atencéo para
uma melhor observagdo do muco, uma vez que, um grupo de células estromais
envoltas em muco ou a presenca de células ductais dissociadas do muco,
sugerem fibroadenoma e ndo um carcinoma coldide (MATSUDA et al., 1993).

Ainda nesse sentido, SACK (1994), diante da davida, preconizou o0 uso da
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coloracdo de mucicarmina, o que facilitaria ainda mais o estudo adequado do

muco (SACK, 1994).

No presente estudo houve apenas um caso de falso positivo, puncionado
pelo dispositivo de autovacuo. A histologia revelou que se tratava de um
fiboroadenoma. Outros seis casos em que citologia foi suspeita, porém nao
conclusiva, tratavam-se de quatro fibroadenomas e duas fibroadenoses
(AFBM), estando de acordo com o descrito em varios outros trabalhos (KLINE
et al., 1979; PREECE et al., 1989; MATSUDA et al., 1993; AL-KAISI, 1994,

LAYFIELD & DODD, 1996; KLIJANIENKO et al., 2001).

Na tentativa de se estabelecer um parametro de comparacao entre 0s
dois dispositivos utilizados para a PAAF, procuramos definir a celularidade em
trés categorias: intensa, moderada e escassa, conforme o numero de células
por um campo de maior aumento na area de maior celularidade. Esse dado ndo
serviu como base para o diagndstico citologico e, simplesmente, para comparar

os dispositivos testados.

Apesar de os trabalhos, em geral, ndo se referirem a respeito da
hemorragia durante a puncao, os aspirados hemorragicos podem promover uma
diluicdo natural das células aspiradas, aumentando a chance de obtengéo de
material insuficiente para analise (CATANIA & BONO, 1992). Por outro lado,
durante a leitura citolégica, a hemorragia de fundo pode dificultar o exame, com

consequente diminui¢cdo da acuracia.
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Como acreditavamos que a variagdo de intensidade da aspiracdo pudesse
interferir na hemorragia durante a puncao, observamos a hemorragia de fundo,
criando categorias que pudessem nos auxiliar, em decorréncia da inexisténcia
dessa observacao na literatura. Como parametro, observamos na leitura citolégica
se havia a presenca de hemorragia de fundo ou ndo e, caso existisse, se a
mesma estaria interferindo na leitura do aspirado. Os resultados apresentados
mostraram que houve hemorragia de fundo em 35% dos casos aspirados com o
dispositivo de autovacuo e em 31% dos aspirados com a pistola. Felizmente,
em apenas uma pequena propor¢ao de casos o fundo hemorragico interferiu na
leitura do aspirado, 3% e 5% para 0 grupo aspirado por autovacuo e pistola,
respectivamente. Tal semelhanca de resultados mostra que o tipo de dispositivo

utilizado para a puncéo das lesdes, nao interferiu na hemorragia de fundo.

Ao iniciar o projeto, um outro fator que acreditavamos que poderia ser
influenciado pela aspiracdo, durante a puncéo, é a distor¢do celular, Também
por falta de dados na literatura, qualificamos essa varidvel em presente e
ausente. Apesar de haver um consideravel nimero de aspirados com distor¢ao
celular, 17% e 15% nos grupos de autovacuo e pistola, respectivamente, o

método de punc¢éo nédo influenciou a celularidade das amostras.

A medida que os tumores mamarios sdo diagnosticados com tamanhos
cada vez menores, aumenta o numero de lesées nao palpaveis clinicamente e,
gue ao serem vistas pelo ultra-som, podem apresentar alguma caracteristica de
cancer, que deva ser investigada. Nos Ultimos anos varios autores tém

apresentado suas séries, mostrando uma grande valia do uso da PAAF dirigida
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pela ultra-sonografia (KLIJANIENKO et al., 1998; BOERNER et al., 1999; KEMP

et al., 2001).

Uma vez que boa parte dos examinadores realizam o ultra-som e ao
mesmo tempo a puncédo, possivelmente o dispositivo de autovacuo teria um
grande valor nesses casos, uma vez que o ultra-sonografista ndo necessitaria
de fazer a pressdo negativa, mas simplesmente posicionar a agulha dentro da

leséo, monitorizando a pungao pelo transdutor sonoro.

Corroborando a experiéncia de outros pesquisadores, a utilizagcdo de
dispositivos empunhados como caneta propicia um maior conforto ao examinador,
tornando a PAAF ainda mais facil. Este estudo valida o método e permite que
os profissionais que lidam com a patologia maméaria tenham mais uma opc¢éao,

seguramente testada, ao seu alcance.
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6. Conclusdes

1. Os aspirados gerados tanto pelo dispositivo de autovacuo quanto pela
pistola de apreensdo de seringa produziram resultados semelhantes na
citometria de fluxo (coeficiente de variagéo, do indice de DNA, da porcentagem

de células na fase S e da porcentagem de células aneupldides).

2. O coeficiente de variacao, o indice de DNA e a porcentagem de células na
fase-S foram semelhantes entre os aspirados gerados por ambas as técnicas
citoldgicas, quando comparados ao material obtido com tecido arquivado em
parafina. A média de células aneuploides foi significativamente maior nos
aspirados provenientes do dispositivo de autovacuo do que no material

proveniente de tecido histolégico armazenado em parafina.

3. A acurécia da PAAF foi semelhante para os grupos puncionados, tanto pelo
dispositivo de autovacuo quanto pela pistola de apreenséo de seringa, nos

nodulos palpaveis e sélidos da mama.
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4. As taxas de falsos negativos e de falsos positivos foram baixas e

semelhantes entre os dois grupos.

5. Houve uma alta taxa de aspirados insatisfatérios para leitura citolégica,

porém ela foi semelhante entre os dois grupos de punc¢dao.

6. A celularidade dos aspirados, a hemorragia de fundo e a distor¢ao celular
foram semelhantes na leitura citologica dos aspirados gerados tanto pelo

dispositivo de autovacuo quanto pela pistola de apreenséao de seringa.
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9. Anexos

9.1. Anexol

TERMO DE CONSENTIMENTO

BU , apos ter ouvido as explicacbes
dos possiveis desconfortos da pun¢do na mama, e também todo o beneficio que ela
podera trazer, concordo em participar como voluntaria do "Estudo Sobre Citopuncéo
de Nodulos Sélidos". Estou ciente de que caso ndo deseje participar do estudo, terei

0 mesmo tratamento dispensado as demais pacientes.

Goiania, ...... de .oooeriinn, de 199....

Paciente

Examinador
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9.2. Anexo 2

CITOPUNGAO EM TUMORES SOLIDOS - ESTUDO PROSPECTIVO

IDENTIFICACAO:

1. ESTUDO N° | ||| 2.CENTRO [_] 1.HAJ/ACCG
2. FM/UFGo
3. PRONTUARIO |__ || ||| 4. \DADE |__|__| anos

CLINICA E PUNCAO

5. TAMANHO CLINICO DO TUMOR |__|__|__| mm
(maior didmetro)

6. ESTADIO CLINICO L1 1.1
2.1
3.1
4.1V
5. Benigno

7. PUN(;AO [ ] 1. Autovacuo 8. DATA PUNC;AO_/_/_
2. Pistola

HISTOLOGIA:

9. CLASSIFICACAO [_] . Ca ductal infiltrante

. Ca lobular

. Ca Coloide

. Ca medular

. Outros malignos ( )
. Fibroadenoma

. Fibroadenose

. Outros benignos ( )

coO~NO O WN P

OBS:
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9.3. Anexo 3

CITOPUNGAO EM TUMORES SOLIDOS - ESTUDO PROSPECTIVO

LAUDO CITOLOGICO

01. ESTUDO N° |__|_|_| 10. CENTRO [_] 1.HAJ/ACCG
2. FM/UFGo

11. PRONTUARIO| | | | | | | 12. IDADE |__|__| anos
13. DATACITOLOGIA /| | 14. TAMANHO TUMOR |__|__|__|mm.
15.CITOLOGIA [ 1 1. Maligno

2. Suspeito

3. Benigno

4. Mat. insuficiente
16.CELULARIDADE [_] 1. Abundante

2. Moderada

3. Escassa
17. DIAGNOSTICO CITOLOGICO [ ](Qdo. possivel)

18. DISTORCAO DA MORFOLOGIA CELULAR. [ ] 1.Sim
2. Nao

19. MATERIAL HEMORRAGICO [ ] 1.Néo
2. Sim, ndo interfere na leitura

3. Sim, interfere na leitura
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94. Anexo4

APROVACAO DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA

CUBITE DE STICA 304 PESGUISA MEDICA HUMARA E ANTMAL
HCEETTAL DAS CLINTCAS Tk THIVERSIDADE BEDERAL DE JOLAS
TAIRTITERIG B EDUCACAC E Do DRSEORTG

FROTOCOLON "D0I369%,

AUTOR (ESy:  Dr. Ruffe de Freitas Janior

TITULO: Estudo Rapdomizado Comparando doly Diferenies Métodos de Puncio pie
Agmiha Fina no Disgndéstico de Tumeres Solides da Mama.

Comunicamos-lhe (5) que o scu Protocolo de Pesquisa foi
considerada ¢m acorde com of primcipios &ticos vigentss, temdo sido,
purtanio, arovado por este Comité para sua readizagio,

Goidnia, 16 de Abril de 1 %%

fien £rn Teapuies Didion

sia de B :
MComitd | do Hosgital da

Humaona € fnima

Clinices du UFG

 FRIMEIRA AVENID A S/ 2700 UNIVERSITARC
CEP = T4 504 0540 PONE (0623 207 18 00
OOTANTA - 30IAS
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9.5. Anexo5

FORMULAS PARA CALCULO DA ACURACIA

Distribuicdo dos casos de acordo com o resultado
da histologia conforme o resultado da citologia

Citologia Histologia Cancer Benigno
Maligno a e
Suspeito b f
Benigno c g
Insuficiente d h

Sensibilidade absoluta =
Sensibilidade completa =
Especificidade =

Valor preditivo positivo (maligno) =
Valor preditivo negativo =

Acurcia total p/ casos diagnoésticos =
Acurécia total completa =

Taxa de falso negativo =

Taxa de falso positivo =

al/(@a+b+c+d)x100

(a+b)/(a+b+c+d)x100

g/(e+f+g+h)x100

al(a+e)x100

g/(c+g)x100

(a+g)/(a+c+e+g)x100

(@a+b+g)/(a+b+c+d+e+f+g+h)x100

c/(a+b+c+d)x100

e/(a+b+c+d)x100
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