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RESUMO ABSTRACT

Objetivo: Realizar uma revisdo da literatura sobre a aplicagdo do
método “plasma-tromboplastina/trombina” no preparo de “cell block”
de amostras citolégicas para pesquisa de cancer no laboratério de
Anatomia Patoldgica. Material e Métodos. Para a elaboragéo do estudo
foram realizadas buscas na base de dados PubMed, SciELO e LILACS
utilizando os descritores “Cell block effusion”, “Cell block preparation”
e “Cell block method”. Resultados: O método “plasma-tromboplastina/
trombina” tem sido descrito no preparo de diferentes tipos de amostras
citolégicas: efusdes (liquidos das cavidades pleural, peritoneal,
pericardica), lavado peritoneal, aspirados e amostras em meio liquido.
A descricdo da técnica nédo foi realizada em alguns estudos ou foi
realizada apenas parcialmente e com variagdes entre eles com relacéo
a velocidade e tempo de centrifugacdo, quantidades de plasma,
trombina e tromboplastina. Os estudos que comparam o método
“plasma-tromboplastina/trombina” com outros métodos de preparo do
“cell block”, usando diferentes tipos de amostra, sdo escassos, e
muitas vezes, com pequeno numero de amostras e isto dificulta uma
conclusao definitiva sobre suas vantagens sobre outras técnicas. Os
métodos mais usados no preparo do “cell block” sdo os que utilizam
agar e plasma-tromboplastina/trombina. As vantagens do “método
plasma-tromboplastina” em relagéo aos outros métodos sao execugéo
facil, baixo custo, auséncia de artefatos celulares relacionados ao
aquecimento, melhor celularidade, melhor distribuigdo celular e
melhores resultados da imunocitoquimica. Conclusdo: O “cell block”
preparado pelo método “plasma-tromboplastina/trombina” pode ser
considerado uma ferramenta diagndstica complementar ao
citocentrifugado e aplicavel na rotina de laboratérios de Anatomia
Patolégica publicos e privados para a pesquisa de cancer.

DESCRITORES
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Objective: To perform a literature review on the application of the
“plasma-thromboplastin/thrombin” method for cell block preparation
of cytological samples in cancer research in pathological anatomy
laboratories. Material and Methods: Bibliographical searches were
carried out in the databases PubMed, SciELO and LILACS using the
descriptors “cell block effusion”, “cell block preparation” and “cell
block method”. Results: The “plasma-thromboplastin/thrombin” method
has been described for preparation of different types of cytological
samples, including effusions (liquids from the pleural, peritoneal and
pericardial cavities), peritoneal lavage, aspirated samples, and samples
in liquid medium. The description of the technique was not reported in
some studies or was performed just partially. Variations in the studies
were found with regard to centrifugation time and speed, as well as to
quantity of plasma, thrombin and thromboplastin used. Only a few
studies have compared the “plasma-thromboplastin/thrombin method”
with other cell block preparation methods using different types of
samples. The studies have frequently included a small sample size,
which makes it difficult to establish a solid conclusion on the
advantages of this method over other approaches. The most commonly
used methods for cell block preparation include those using agar and
thromboplastin/thrombin. The advantages of the “plasma/
thromboplastin” method in relation to other methods are easiness to
implement, low cost, no cell artifacts related to heating, better
cellularity, better cellular distribution and better immunocytochemistry
results. Conclusion: Cell block preparation using the plasma-
thromboplastin/thrombin method can be considered a diagnostic tool
adjunctive to the cytocentrifuged one that is applicable to the routine
of public and private pathological anatomy laboratories for cancer
research.

DESCRIPTORS
Immunocytochemistry. Cytology. “Cell Block”. “Plasma-
Thromboplastin” Method.
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e acordo com as estimativas 2016/2017, o Brasil
evera registrar no proximo ano 596 mil casos
de cancer segundo o INCA (Instituto Nacional

do Cancer)'. A analise de amostras citologicas ¢ um
procedimento de rotina no diagndstico e acom-
panhamento de pacientes com canceres de elevada
incidéncia e morbimortalidade como carcinomas de
mama, pulmao, colon, estdmago e tireoide®. A citologia
¢ um método diagndstico acessivel, rapido, de baixo
custo e pouco invasivo, mas apresenta sensibilidade e
especificidade baixas decorrentes principalmente da
escassez de células neoplasicas encontradas nas
amostras, sendo muitas vezes dificil diferenciar, neste
exame, as células benignas das malignas ou mesmo
identificar a origem de uma célula neoplasica®>. Esta
limitagdo do exame citoldgico na pesquisa de células
neoplasicas do paciente com cancer resulta
inevitavelmente em diagnoésticos e tratamentos tardios,
erros no estadiamento e prognostico e uso de técnicas
diagnosticas invasivas. Um método complementar a
citologia, também aplicado no laboratorio de Anatomia
Patologica, ¢ a imunocitoquimica em que sao usados
marcadores celulares que permitem diferenciar a célula
benigna da maligna, identificar o tecido de origem da
célula neoplasica e, ainda, sugerir o provavel sitio
primario da neoplasia, em casos de metastase®’.

“Cell block” consiste em uma forma de
preparacgdo citoldgica na qual o precipitado da amostra
centrifugada ¢ incluido em parafina e submetido a
processamento histolégico habitual®>. Na rotina
diagnostica, o “cell block” ¢ um método complementar
de preparo de amostras de citologia esfoliativa (efusdes/
liquidos das cavidades pleural, peritoneal e pericardica,
lavados peritoneais ¢ broncoalveolar, liquor) e citologia
aspirativa®. Nas amostras em que ha necessidade de
realizagdo de imunocitoquimica, o “cell block™ apresenta
algumas vantagens em relagdo ao citocentrifugado:
facilidade de interpretacdo morfologica, menor relagio
custo-beneficio, possibilidade de realizagdo de maior
nimero reagdes imunocitoquimicas e de arquivamento
do bloco de parafina para uso em técnicas futuras®’.
Dentre os métodos de preparagdo de “cell block”
descritos, o método “plasma-tromboplastina/trombina”
tem sido considerado uma técnica de facil execucao e
de melhor qualidade para aplicagdo de imunocito-
quimica'®"®, Atualmente, na maioria nos laboratorios de

Anatomia Patologica, apenas parte das amostras ¢
citocentrifugada sendo a amostra residual desprezada e
o “cell block” preparado apenas daquelas amostras que
apresentam residuos solidos. Ao adicionar plasma e
tromboplastina nos precipitados dos centrifugados,
possibilita-se a formacao de codgulos contendo células
da amostra, os quais podem ser incluidos em parafina.
Através deste método “plasma-tromboplastina/
trombina”, a principio, qualquer e toda a amostra poderia
ser arquivada e ser utilizada para estudo imunocito-
quimico. O objetivo deste estudo foi, portanto, realizar
uma revisdo da literatura sobre a aplicacdo método
“plasma-tromboplastina/trombina” no preparo de
diferentes amostras citologicas para pesquisa de cancer.

MATERIAL E METODOS

Para a elaborag¢do da revisdo, buscas nas bases
de dados PubMed, SciELO e LILACS foram realizadas
utilizando os descritores “Cell block effusion”, “Cell
block preparation”, “Cell block method” e “cell block
immunocytochemistry”. Posteriormente, uma busca nas
referéncias dos artigos sclecionados foi realizada.
Dentre os artigos relacionados ao tema, 25 foram
selecionados, todos com idioma em inglés e do tipo
original ou de revisdo. Todos os artigos encontrados
sobre o método “plasma-tromboplastina/trombina” no
preparo de amostras citologicas para diagndstico foram
incluidos. Dentre os artigos sobre os outros métodos
de preparo de “cell block™, apenas os mais recentes,
relevantes e aqueles nos quais o método foi usado para
diagnostico de amostras citologicas foram incluidos.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Tipos das amostras citolégicas

O método “plasma-tromboplastina/trombina”
tem sido descrito no preparo de diferentes tipos de
amostras citologicas: efusdes, lavado peritoneal,
aspirados ¢ amostras em meio liquido. Na tabela 1, os
estudos foram distribuidos de acordo com o tipo, o
nimero e o volume de amostras.
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Descricao da técnica

A técnica consiste na formacgdo de coagulo
adicionando plasma e trombina/tromboplastina ao
precipitado do centrifugado. O coagulo formado ¢, em
seguida, transferido para papel de filtro, acondicionado
em cassete, fixado em formol e submetido a
processamento histoloégico habitual. Se as amostras
estiverem fixadas em alcool ou formol, elas devem ser
lavadas com salina ou PBS (phosphate buffered saline)
parando prejudicar a formagdo do coagulo'’. A descri¢do
da técnica ndo foi realizada em alguns estudos ou foi

realizada apenas parcialmente e com variagdes entre eles

com relagdo a velocidade e tempo de centrifugagio,
quantidades de plasma, trombina e tromboplastina
(tabela 2). O tempo para a formagao do coagulo foide 5
min e o formol foi utilizado na fixagao do coagulo'>!*!7,
Até duas tentativas adicionais sucessivas para a
formagdo do coagulo sdo relatadas'’.

O “cell block” pode ser preparado de amostras
sem sedimento, de amostras com pequena ou grande
quantidade de sedimento, assim como dos residuos
solidos e coagulos “naturais” presentes na amostra.

Um método de preparo de “cell block™ de
amostras com grande quantidade de sedimento,

amplamente usado nos laboratorios de Anatomia

Tabela 1.Distribuiciio dos estudos sobre o método “plasma-tromboplastina/trombina™
de acordo com o tipo, numero e volume das amostras.

Tipo Niamero Volume Estudos
Efusdes 29 = Fetsch et al. (2002)"
38 10-20ml  Kulkarni et al. ( 2009)"
25 50ml  Jinget al. (2013)"
100 10ml  Shuklaet al. (2015)"
Lavado peritoneal 10 - Selvaggi (2003)"
Aspirado por agulha 32 - Kulkarni et al. (2009)'
fina
Citologia em base 12 30ml Nigro et al. (2007)"
liquida nao
ginecoldgica
Citologia em base 125 50ml Keyhani-Rofagha & Vesey-Shecket (2002)"7

liquida ginecologica

Tabela 2.Variagdes na técnica de preparo do coagulo com relacio a
velocidade e tempo de centrifugacio,

trombina/tromboplastina.

b

quantidades de plasma,

Velocidade de centrifugagao

1200 rpm™®, 1500 rpm ™™ 2320 rpm™s,

ZSOOrDmShukla

Tempo de centrifugacdo 10 min

festch,shukla

5 min keyhani,jing

Plasma 6 gotas™®®, 2 gotagmishukla 5 3 %otas_jmg, 2.3
gotas<3ml (sedimento)>4-10 gotas """

Trombina 2,3 gotas™® lou2 gotas <3ml de
sedimento>3oudgotas ™™™

Tromboplastina 6 gotas "&°, 4 potask*™ 2 gotas Ukl
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Patologica, pela facilidade de execugdo da técnica, é a
sedimentagado simples. A técnica consiste em centrifugar
a amostra, transferir o sedimento para um papel, com
auxilio de uma espatula, acondicionar em cassete, fixar
em formol, submeter o sedimento a processamento
histologico habitual e inclusdo em parafina'®!'?2°,
Contudo, o sedimento é friavel e durante o
processamento ha perda e dilui¢do significativa de
células resultando em celularidade escassa nos cortes
histologicos do “cell block™!.

A maioria das amostras se apresenta sem ou
com pequena quantidade de sedimento, sendo o “cell
block™ destas amostras preparados adicionando-se ao
precipitado substancias como Histogel, agar, albumina,
e plasma com tromboplastina/trombina 2'-*1°, Dentre
estas, as mais usadas s@o agar e plasma- tromboplastina/
trombina®!. De uma forma geral, a desvantagem no
emprego destas técnicas ¢ o maior tempo necessario
para o preparo do “cell block”; artefatos celulares
relacionados ao aquecimento do agar e Histogel também
sdo descritos'® %!, Nigro et al. (2007) observaram que o
“cell block” de amostras em base liquida preparado pelo
método “plasma-tromboplastina/trombina” apresenta
melhor celularidade, melhor distribui¢do celular e
melhores resultados da imunocitoquimica quando
comparado com “cell block” preparado pela
sedimentagdo simples, sedimentagdo com filtro invertido
e técnica da albumina'®. O método “plasma-
tromboplastina/trombina” ¢ uma técnica de execucdo
facil quando comparada com o método “agar”'?. Os
estudos que comparam o método “plasma-
tromboplastina/trombina” com outras técnicas de
preparo do “cell block” usando diferentes tipos de
amostra s80 escassos, ¢ muitas vezes, com pequeno
nimero de amostras e isto dificulta uma conclusdo
definitiva sobre suas vantagens sobre as outras
técnicas.

O “cell block” pode ainda ser preparado de
forma automatizada, mas os equipamentos de alto custo
utilizados inviabilizariam seu emprego na maioria dos

laboratorios® 2.

Comparagdo com o citocentrifugado

Em amostras de efusdes (liquidos pleural,
peritoneal e pericardico) o “cell block™ preparado pelo
método “plasma-tromboplastina/trombina” apresenta
melhor custo-beneficio quando comparado com o
citocentrifugado, principalmente quando se aplica a
imunocitoquimica'. O estudo imunocitoquimico no “cell
block” apresenta como vantagens a facilidade de
interpretag@o, a menor coloragdo de fundo, permitir a
utilizagdo de um maior nimero de anticorpos e
disponibilidade de arquivamento e uso em estudos
futuros'. Dentre as desvantagens, destaca-se o maior
custo, a necessidade de um tempo maior para execugao
do método e, consequentemente, um atraso no
diagnostico'. Em amostras de lavados peritoneais,
apesar de o “cell block” nao ser usado rotineiramente
no laboratdrio, a vantagem em relacdo ao citocentri-
fugado seria a presenga de fragmentos de tecido com
aspectos histologicos da lesdo e os melhores resultados
da imunocitoquimica'®. Em amostras ginecologicas em
base liquida, o emprego do “cell block™ preparado pelo
método “plasma-tromboplastina/trombina”
proporcionaria um possivel aumento da sensibilidade e
especificidade, apesar do aumento do custo e tempo de
execugdo'”. O custo adicional e especifico do emprego
do método do método “plasma-tromboplastina/
trombina” se refere a aquisicdo da tromboplastina, ja
que o plasma pode ser adquirido gratuitamente no setor
de Hematologia do Hospital. Os equipamentos e outros
materiais de consumo empregados na técnica sdo
usualmente utilizados no processamento das amostras
de biopsias e, portanto, presentes em qualquer

laboratério de Anatomia Patologica.

CONCLUSAO

O método “plasma-tromboplastina/trombina”
tem sido usado no preparo de diferentes tipos de
amostras citologicas sendo considerado uma técnica

viavel tecnicamente e financeiramente. O método se

R bras ci Saude 20(1):85-90, 2016
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aplica na maioria das amostras, principalmente em
amostras sem sedimento ou com pequena quantidade
de sedimento. O método apresenta algumas vantagens
em relagdo ao citocentrifugado e outros métodos de
preparo de “cell block”, principalmente se ha

necessidade de imunocitoquimica. Portanto, o “cell
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