Coleta e preservacdo do liquido pleural e biopsia pleural®
Collection and preservation of the pleural fluid and pleural biopsy
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RESUMO

As amostras de liquido pleural obtidas por toracocentese para o diagndstico de transudatos e exsudatos devem obedecer
a uma rotina de coleta e preservagdo para a realizacdo de uma andlise laboratorial adequada. lgualmente, fragmentos
de bidpsia de pleura obtidos para o diagndstico diferencial dos exsudatos devem ser coletados de forma sistematica com
o objetivo de otimizar o diagndstico e facilitar a instituicdo da terapéutica adequada.

Descritores: Derrame pleural/microbiologia; Meios de cultura; Biopsia; Pleura/patologia; Exudatos e transudatos

ABSTRACT

The samples of pleural fluid obtained by thoracentesis for the diagnosis of transudates and exudates shall follow a
routine of collection and preservation for an appropriate laboratorial analysis. Equally, fragments of pleura biopsy
obtained for the differential diagnosis of the exudates should be collected in a systematic way in order to optimize the

diagnosis and facilitate the institution of appropriate therapeutics actions.

Keywords: Pleural effusion/microbiology; Culture media; Biopsy; Pleura/pathology; Exudates and transudates

INTRODUCAOQ

Os derrames pleurais sdo sistematicamente
classificados como transudatos ou exsudatos, de
acordo com sua composi¢do bioquimica.!-? Essa
classificacdo ¢ fundamental para se definir quais
derrames necessitam de investigacdo laboratorial.
Se o derrame ¢ um transudato, freqlientemente nio
hé necessidade de estudos laboratoriais adicionais,
ao contrario dos exsudatos, que requerem a con-
tinuidade da investigacdo para estabelecimento do
diagndstico etioldgico.

A toracocentese para coleta de liquido pleural
¢ um procedimento seguro, de baixo custo e que
fornece grande eficiéncia diagnostica.” Essa téc-
nica é responsavel pela obtencdo de mais de 90%
das amostras de fluido pleural que sdo encami-

nhadas para diagndstico laboratorial. Entretanto,
amostras obtidas através de drenagem toracica, por
coleta durante a toracoscopia ou mesmo durante
a toracotomia também se prestam para andlises
bioquimicas e citoldgicas.

CARACTERISTICAS DOS TRANSUDATOS E
EXSUDATOS

Os transudatos geralmente sao limpidos, ama-
relo-claros e ndo se coagulam espontaneamente.
Em contraposicdo, os exsudatos podem ser he-
morrdgicos, turvos ou purulentos e freqiientemente
se coagulam devido a presenca de fibrinogénio.
Quilotdérax e pseudoquilotérax cursam com liqui-
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dos branco-leitosos em cerca de 50% dos casos.")

Os derrames hemorragicos sdo geralmente secun-
darios a acidentes de puncdo, traumas toracicos,
neoplasia, embolia pulmonar, ruptura de aneurisma
de aorta, pancreatite e, menos freqlientemente,
tuberculose. Ressalta-se que os transudatos po-
dem ser discretamente hemorragicos, uma vez que
sdo necessarios apenas 1 a 2 ml de sangue em um
litro de liquido pleural ou a presenca de 5.000 a
10.000 eritrocitos/mm? para produzir um aspecto
hemorragico no liquido.”

Nos derrames neoplasicos, pos-trauma ou por
embolia pulmonar, a contagem de eritrocitos ge-
ralmente é superior a 100.000/mm?* (Quadro 1).
Neste sentido, em derrames pleurais francamente
sanguinolentos recomenda-se a realizacdo do he-
mataocrito do liquido pleural. Hematdcritos inferiores
a 1% freqlientemente ndo estdo associados a san-
gramentos importantes.”) Hematocritos superiores
a 1% sdo observados em derrames neoplasicos,
traumaticos e na embolia pulmonar.” Liquidos fran-
camente hemorragicos, com hematocrito superior
a 50% do hematocrito do sangue periférico, sdo
compativeis com hemotorax.® O hematdcrito pode
ser realizado no tubo colhido para o exame citold-
gico, ou seja, no mesmo tubo utilizado para hemo-
grama (tubo contendo o anticoagulante acido eti-
lenodiaminotetracético - EDTA).

Quando o fluido pleural é turvo, leitoso e/ou
sanguinolento, a amostra deve ser centrifugada a
fim de se examinar o sobrenadante. Se a turbidez
diminuir com a centrifugacdo, usualmente ¢ por-
que estava associada com numero aumentado de
células ou debris. Este fato torna-se evidente quando

es6fago e nas grandes dissecacdes do mediastino.
0 pseudoquilotorax é mais freqiientemente obser-
vado em derrames pleurais crénicos, como aque-
les que ocorrem na artrite reumatdide e na tuber-
culose (Quadro 2).0-®

RECOMENDDAQC)ES PARA A COLETA DO
LIQUIDO PLEURAL

Durante o procedimento da toracocentese, a
seringa utilizada na aspiracdo deve ser levemente
heparinizada, ou seja, deve-se aspirar a heparina
em quantidade suficiente para que a seringa seja in-
ternamente umedecida, desprezando-se o excesso.
Quando utilizamos seringa de 20 ml, um volume
de 0,5 ml de heparina ¢ suficiente para evitar a
coagulacdo do liquido. Este procedimento deve
ser repetido com todas as seringas utilizadas na
coleta do liquido pleural, a fim de se evitar a coa-
gulagdo do liquido durante a aspiracéo.

0 volume recomendado de liquido pleural para
analise laboratorial completa ¢ em torno de 50 a
60 ml. O liquido pleural obtido deve ser distribu-
ido nos tubos apropriados (tubos de 5 a 10 ml),
de acordo com as anadlises a serem realizadas. Reco-
menda-se o encaminhamento imediato da amostra

Quadro 2 - Caracteristicas macroscopicas dos derrames pleurais

Aspecto Cor pré- Cor pos- Etiologia
centrifugacdo centrifugacio

Limpido Amarelo- Amarelo- Transudato

Turvo/ claro claro

hemorrdgico Amarelo- Amarelo- Parapneumonico

. . . avermelhado  xantocromico Empiema

se consideram os empiemas. Nestes casos, apos a piems

. ~ P Neoplasia
centrifugacéo, o sobrenadante do liquido pleural Tuberculose
clareia, dlmmudeo 0 aspectp turvo pbsewzj\do Turvo Turvo Branco- Quilotérax
durante a puncdo. Caso a turbidez persista apos a leitoso Linfoma
centrifugacdo, o diagnostico a ser considerado ¢ Cancer
quilotérax e/ou pseudoquilotorax. A observagio Trauma
de um derrame pleural quiloso sugere a presenca | Turvo Amarelo- Branco- Pseudoquilotorax
de linfoma, carcinoma ou etiologia traumatica. Em esbranquigado  leitoso Doengas cronicas

Artrite reumatoide

muitas situagdes o trauma ¢é iatrogénico, como no
Tuberculose

pos-operatorio de cirurgia cardiovascular ou de

Quadro 1 - Caracteristicas dos derrames pleurais sanguinolentos

Caracteristica Conteudo de sangue Hemaceas/mm? Ocorréncia mais comum
Levemente hemorragico 1 a 2 ml/l 5 a 10.000 Acidente de puncio
Sero-hemorragico Superior a 2 ml/l > 100.000 Céncer, trauma, embolia
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ao laboratorio. Se, eventualmente, o material ndo
puder ser enviado logo apds a coleta, sugere-se
que o mesmo seja mantido em geladeira comum
(4 a 8 °C), e ndo no congelador, até o encami-
nhamento ao laboratorio, que deve ser o mais pre-
coce possivel.

ANALISES LABORATORIAIS

0 volume total do liquido coletado deve ser
distribuido em aliquotas e encaminhado as diversas
secdes do laboratdrio para as dosagens solicitadas
(Quadro 3).

Como o liquido pleural ¢ um ultrafiltrado do
plasma, de maneira geral todas as determinacdes
bioquimicas habitualmente realizadas no soro sido
passiveis de serem nele realizadas.

Para as determinagdes bioquimicas recomenda-
se a coleta de 7 a 10 ml de liquido, utilizando-se
seringa heparinizada (conforme orientacio ante-
rior). Imediatamente apds a coleta, a amostra deve
ser transferida para um tubo seco siliconizado es-
téril, sem adicdo de anticoagulante, com ou sem
gel. Com este volume ¢ possivel a realizacdo dos
exames bioquimicos convencionais como glicose,
proteinas (totais e fragdes), desidrogenase latica,
colesterol, triglicérides e amilase.

Caso seja solicitada a determinagio de marcado-
res tumorais, de outras proteinas como ceruloplas-
mina, imunoglobulinas e beta-2 microglobulina, ou
ainda a realizacdo de eletroforese das proteinas,
ha necessidade de um volume maior de liquido
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(tubos adicionais), que deve ser colhido nas mesmas
condicdes descritas anteriormente.

Para a avaliacdo do fibrinogénio e dos produtos
de degradacdo do fibrinogénio, o liquido deve ser
colhido em um tubo proprio para exames de coa-
gulacdo (tubos com citrato de sodio - tampa azul).

Para as determinacdes imunoldgicas como
proteina C-reativa, latex, fator antinucleo ou comple-
mento, as amostras devem ser colhidas de maneira
estéril, em tubos secos, sem anticoagulante, com
ou sem gel.

Para a dosagem de interleucinas utiliza-se o
sobrenadante de amostras colhidas em tubos se-
cos, sem anticoagulantes, e as amostras devem ser
armazenadas em freezer a -70 °C ou -80 °C até o
momento da realizacdo das determinacoes.

Para a caracterizacdo dos derrames pleurais
como transudatos ou exsudatos, recomenda-se que
a amostra de sangue seja colhida simultaneamente
a coleta do liquido para que a interpretacdo da
relacdo pleural-sérica de proteinas e desidrogenase
latica seja confiavel. Outros exames laboratoriais
realizados no liquido pleural, como marcadores
tumorais, perfil reumatoldgico (fator antintcleo,
proteina C-reativa, prova do latex, complemento)
e perfil de coagulacio (fibrinogénio, produtos de
degradacio do fibrinogénio) também levam em
consideracdo os valores séricos na interpretacio
dos resultados.

Para a determinacdo do pH no liquido pleural,
utilizavel no diagnostico diferencial dos exsuda-
tos, os mesmos cuidados dispensados para a ana-

Quadro 3 - Distribuicdo laboratorial das aliquotas de liquido pleural

Laboratorio Tipo de tubo Caracteristicas
Bioquimica Tubo seco Tampa vermelha
Hematologia EDTA Tampa roxa
Citologia EDTA Tampa roxa
Coagulacgio Citrato de sdédio Tampa azul
Microbiologia Tubo seco Estéril
Provas moleculares  Tubo seco Estéril

pH Seringa heparinizada Anaerobiose

Volume (ml)
7 a 10

Tipo de exame
Proteinas
DHL
Glicose

ADA

Contagem de células
Hematocrito
Citologia diferencial
Citologia oncotica

5 Fibrinogénio
Produto de degradacéo do fibrinogénio

5a7

5a 25

7al0 Bacterioscopia
20 a 30 Culturas
7al0 Provas moleculares
Tuberculose, virus, bactérias
5a7 pH, gases, lactato
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lise do pH arterial devem ser tomados. A amostra
deve ser colhida anaerobicamente em seringa he-
parinizada e mantida em condicdo anaerobica até
o encaminhamento ao laboratorio.”'? O transporte
deve ser em recipiente com gelo e o exame deve
ser processado dentro de uma hora desde a coleta.

Para a dosagem de adenosina deaminase, o li-
quido pleural pode ser encaminhado em tubo seco
estéril (sem adicio de anticoagulante) ou em tubo
anticoagulado (EDTA). Em uma série de casos de
derrames cavitarios onde testamos a influéncia do
anticoagulante na concentracdo da enzima, pude-
mos constatar que, embora a adenosina deaminase
tenda a ser discretamente mais baixa nos tubos
anticoagulados, esta diferenca ndo ¢ significativa
para propdsitos clinicos. Desta maneira, do mes-
mo tubo encaminhado para o exame citoldgico é
possivel determinar-se a atividade da adenosina
deaminase. As amostras também devem ser enca-
minhadas acondicionadas em recipiente com gelo,
ou imediatamente apds a coleta. No caso de o la-
boratorio ndo realizar o exame nas primeiras qua-
tro horas desde a coleta, recomenda-se centrifugar
o material e congelar aliquotas do sobrenadante
para posterior determinacéo.

Para o estudo microbiologico (baciloscopia de
Gram, culturas para bactérias aerobicas e anaero-
bicas, pesquisa de micobactéria e fungos) sdo ne-
cessarios de 7 a 10 ml de liquido, obtidos com
seringa heparinizada e transferidos para frasco
estéril, para frascos de hemocultura, ou encami-
nhados na prdpria seringa de coleta em condicdo
absolutamente estéril, em temperatura ambiente.
Culturas para bacilos alcool-acido resistentes e
fungos geralmente requerem volumes maiores de
liquido (20 a 30 ml), pois estas culturas dificilmen-
te se positivam se grandes quantidades de liquido
néo forem submetidas a rigorosas técnicas de con-
centracdo."-1?

0 estudo citoldgico quantitativo (contagem de
eritrocitos, leucdcitos e demais células nucleadas)
requer o envio de material em tubo contendo anti-
coagulante para evitar a coagulacio do liquido e,
conseqiientemente, a imprecisdo nos resultados.!"”
O tubo utilizado ¢ o mesmo utilizado para hemo-
grama (tubo com o anticoagulante EDTA, de tampa
roxa), sendo o volume necessario entre 5 e 7 ml.

Para a citologia oncética diferencial, recomenda-
se um volume maior, de aproximadamente 25 ml,
pois a acuracia diagndstica da citologia oncdtica
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¢ absolutamente dependente das técnicas de con-
centracgdo utilizadas na preparacdo das laminas e do
numero de ldminas examinadas em cada caso.!"*'?
Como a amostra também deve ser colhida em tubo
com anticoagulante, sugere-se o envio de quatro
a cinco tubos de liquido pleural. Se o exame cito-
l6gico ndo puder ser realizado logo apos a coleta,
a amostra deve ser mantida em refrigerador, sen-
do viadvel para andlise por um periodo aproximado
de 48 horas. Salientamos que este encaminhamento
pressupde que o exame citologico quantitativo e
a citologia oncotica sejam realizados por labora-
torios de Patologia Clinica. Nos casos em que a
citologia oncdtica for realizada por laboratorio de
Anatomia Patologica, o procedimento ¢ diverso,
devendo a amostra de liquido pleural obtida ser
transferida para tubo de ensaio com igual quanti-
dade de alcool a 90%.

Para a imunofenotipagem do liquido pleural
por técnica de citometria de fluxo, recomenda-se
a coleta de pelo menos quatro tubos de 5 ml de
liquido colhido com o anticoagulante EDTA.'9 E
importante que o médico entre em contato com o
laboratorio combinando o horario de encaminha-
mento, pois este exame ¢ de preparacdo demorada
e as células a serem analisadas tém viabilidade por
apenas 24 horas.

Para a realizacdo de exames que utilizam técni-
cas de biologia molecular, como pesquisa de mico-
bactérias,” clamidia, adenovirus ou Pneumocystis
carinii, recomenda-se a coleta da amostra em tubo
seco, estéril, pois geralmente os agentes patoldgi-
cos sdo pesquisados no sedimento do liquido,
obtido por centrifugacdo. Ndo se devem encami-
nhar amostras em tubos que contenham anticoa-
gulantes, pois estes podem interferir em algumas
técnicas moleculares utilizadas.

Em resumo, a toracocentese diagnostica é um
procedimento rapido, seguro, de baixo custo, in-
dicado na maioria dos pacientes com derrame pleu-
ral de etiologia desconhecida. A incidéncia de com-
plicacdes ¢ baixa e a principal contra-indicacio
para o procedimento ¢ a presenca de discrasias
sanguineas graves. A grande eficiéncia diagndstica
atribuida ao exame depende, entre outras coisas,
do volume e das condigdes do derrame, da habilida-
de de quem executa a toracocentese e do encami-
nhamento correto ao laboratdrio, pois a inadequa-
¢do do material inevitavelmente leva a resultados nio
confidveis. Finalmente, a estrutura e as condicdes
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técnicas do laboratdrio, que deve estar preparado
para receber e processar amostras dentro das nor-
mas de padronizacio internacionais e com afericio
através de programas de qualidade conhecidos, sdo
fatores fundamentais para a obtencdo de elementos
diagnosticos fidedignos.

BIOPSIA PLEURAL

A bidpsia pleural ¢ um procedimento auxiliar de
extrema importancia no diagnostico das doencas da
cavidade pleural. Os fragmentos podem ser obtidos
por agulha ou sob visdo direta através de toracoscopia
ou toracotomia. Sob o ponto de vista do patologista,
alguns aspectos sdo importantes e podem facilitar
sobremaneira a andlise e o diagndstico.

Numero de fragmentos

Quando as biopsias sdo realizadas por agulha,
o numero ideal de fragmentos ¢ trés e o tamanho
de cada fragmento obtido deve ser de 3 X 10mm.
E importante que o clinico, no momento de obter
o material, tome cuidado para ndo comprimir os
fragmentos com pincas.

Fixacdo

Para rotina diagnostica (coloraces Hematoxilina
& Eosina e Imunohistoquimica), os fragmentos
devem ser acondicionados imediatamente apds co-
leta em formalina a 10% tamponada e ndo preci-
sam ser guardados em geladeira.
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Para microscopia eletronica, os fragmentos de-
vem ser acondicionados em glutaraldeido 2% em
tampéo fosfato 0,1 molar durante 2 horas, e a seguir
para transporte em soro fisioldgico com sacarose.

Para cultura, os fragmentos deverdo ser acondi-
cionados em frascos apropriados fornecidos pelo
Laboratdrio de Patologia e contendo solucédo espe-
cifica para cultura (micobactérias, fungos). Além do
encaminhamento de fragmentos para a anatomia
patoldgica, os fragmentos devem ser encaminhados
também para o Laboratorio de Patologia Clinica.

Procedimentos recomendados em biopsias obtidas
por pleuroscopias

Cortes por congelamento de por¢des represen-
tativas da pleura podem ser necessarios em paci-
entes com quadros clinicos graves. Coloracdes de
rotina para doencas infecciosas poderdo ser feitas
nos cortes por congelamento, para pesquisa de
BAAR e fungos. No quadro 4 estéo listados os pro-
cedimentos recomendados para bidpsias em pleu-
roscopias.

A seguir, apresentamos uma sugestdo de rotina
de encaminhamento de tecido para exame de ana-
tomia patoldgica utilizada em nosso servico. Sali-
entamos a necessidade de encaminhamento do
material aliada a uma minuciosa informacio dos
dados clinicos e hipoteses dos médicos que con-
duzem o caso. Com isto o patologista acrescenta
informacdes importantes que podem subsidiar seus
achados, informando com maior precisdo o diag-
nostico ao clinico ou cirurgifdo. (Anexo 1)

Anexo 1
Identificacdo No. do exame
Paciente RG
Idade Sexo Raca Procedéncia
Médico Procedimento cirurgico

Espécime cirurgico enviado

Resumo clinico:

Procedimento cirurgico:
Exame macroscopico

Numero de fragmentos

Data da operagio ___ [___ | .
() Bidpsia por agulha () Pleuroscopia () Outro
Dimensdes X X cm

Fixacdo em: () formalina

Imprint: () sim

J Bras Pneumol. 2006;32(Supl 4):S163-S169



S 168

Antonangelo L, Capelozzi VL

Estudos especiais

Coloracodes histoquimicas
Ziehl

Grocott

PAS/Alcian Blue

Verhoeff

Colageno

Ferro

Imunohistoquimica

nio realizada
ndo realizada
nido realizada
ndo realizada
ndo realizada
presente
discreto
ndo realizada
presente
discreto
realizada

positivo negativo
positivo negativo
positivo negativo
normal elastose
moderado intenso
moderado intenso

néo realizada

Ck7 positivo
TTF1 positivo
PSA positivo
CD10 positivo
Heppar positivo
CDX2 positivo
ER positivo
Brest positivo
WT1 positivo
CA125 positivo
Marcadores neuroendocrinos
Cromogranina positivo
Sinaptofisina positivo
Marcadores linfoides
CD15 positivo
CD20 positivo
CD30 positivo
CD45 positivo
CD45R0 positivo
CD3 positivo
CD68 positivo
kappa positivo
lambda positivo
ciclinA d1 positivo
DT positivo
Marcadores de mesotélio
calretinina positivo
HEMB1 positivo
CEA positivo

Marcadores mesenquimais

actina musculo liso positivo
HHF positivo
S100 positivo
CD34 positivo
CD31 positivo
Bcl2 e CD99 positivo

Imunofendtipo das células neoplasicas

negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo

negativo
negativo

negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo

negativo
negativo
negativo

negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo

Microscopia eletronica
realizada
Exame por congelamento
realizado
negativo
positivo
inconclusivo
Diagnostico final
Pleurite aguda fibrinosa
Pleurite cronica granulomatosa
Tuberculose pleural
Pleurite paraneoplasica
Pleuris empiematoso
Pleuris fibroso
Adenocarcinoma infiltrando a pleura
Mesotelioma maligno
Infiltracdo linfomatosa da pleura

nédo realizada

néo realizado

Patologista responsavel

Assinatura

CRM

Data / /
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Exame microscopico
Compartimentos pleurais

Espaco visceroparietal Livre () Preenchido
Tela conjuntiva submesotelial Presente () Ausente
Gordura submesotelial Presente ( ) Ausente

Reacdo inflamatoria Ausente

aguda exsudativa
tecido de granulacdo
cronica produtiva
crénica granulomatosa

Infiltrado por mononucleares em banda na gordura submesotelial () Presente ( ) Ausente
Vasculite: () Presente ( ) Ausente
Colagenose, Granulomatose de Wegener

Neoplasia () Presente () Ausente
benigna, maligna

Linhagem () Presente () Ausente
epitelial, mesotelial, mesenquimal

Sitio

primario, metastatico
Agentes Etiologicos

infecciosos, fungos, BAAR, Outros, poeiras minerais, Asbesto

supurativa
artrite reumatoide

()
()
()
()
()
()
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