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REZUMAT

Introducere: Endoscopia ultrasonografica (EUS) insotita de punctie fina aspirativa transesofagiana (EUS-FNA) permite examinarea me-
diastinului posterior, respectiv diagnosticul si stadializarea pacientilor cu neoplasm bronhopulmonar. Scopul acestui studiu de fezabilitate
a fost de a evalua utilitatea punctiei fine aspirative transesofagiene ghidate ecoendoscopic asociati cu examen citologic si imunocitochimic,
la pacienti cu suspiciune de cancer bronhopulmonar si biopsii negative prelevate prin bronhoscopie.

Material si metode: Studiul a inclus un numir de 20 de pacienti, evaluati consecutiv in Centrul de Cercetare in Gastroenterologie si
Hepatologie al Universititii de Medicina si Farmacie din Craiova. Pacientii au fost examinati initial prin radiografie toracici, computer tomo-
grafie si bronhoscopie, fird confirmare diagnostica tisulard de malignitate.

Rezultate si discutii: Din cei 20 de pacienti cu biopsii bronhoscopice negative pentru malignitate, la 16 pacienti, diagnosticul citopato-
logic a fost pozitiv pe frotiurile obtinute prin EUS-FNA. La 11 pacienti s-a obtinut material celular din adenopatii mediastinale, iar la 4
cazuri, direct din tumora mediastinald, o parte din material fiind inclus la parafina si obtinindu-se blocuri celulare. Pe sectiunile obtinute
din blocurile celulare s-a efectuat examen imunocitochimic in doua scopuri: pentru stabilirea fenotipului epitelial sau mezenchimal al celu-
lelor maligne, respectiv pentru stabilirea apartenentei la un anumit organ a celulelor atipice identificate.

Concluzii: Ecoendoscopia cu punctie find aspirativa, insotita obligatoriu de examen citopatologic, este o metoda sigurd, minim-invaziva
si cu acuratete ridicata in evaluarea cancerului bronho-pulmonar, prin demonstrarea invaziei tumorale sau a ganglionilor limfatici, precum
si alternativa ideald pentru stadializarea chirurgicald. Asocierea examenului imunocitochimic permite cresterea acuratetei metodei si con-
firmarea diagnosticului tisular de malignitate.

Cuvinte cheie: endoscopia ultrasonografici, punctie transesofagiand, cancer pulmonar

ABSTRACT

The role of endoscopic ultrasound — guided transesophageal fine needle aspiration and immunocytochemistry assessement of the patients
with suspected lung cancer and negative bronchoscopic biopsies

Introduction: Endoscopic ultrasound (EUS) guided fine needle aspiration (FNA) allows the assessment of the posterior mediastinum,
as well as the diagnosis and staging of lung cancer patients. The purpose of this feasibility study was to assess the importance of EUS-FNA
combined with cytology and immunocytochemistry for patients with suspected lung cancer and negative bronchoscopic biopsies.

Material and methods: Our study included 20 consecutive patients assessed at the Research Center of Gastroenterology and Hepatology
Craiova, University of Medicine and Pharmacy Craiova. The patients were initially examined by chest X-ray, computer tomography scans
and bronchoscopy, without a tissue confirmation of malignancy.

Results and discussion: Of the 20 patients included in our study without a tissue confirmation of malignancy, 16 patients had a posi-
tive EUS-FNA for malignancy. For 11 patients the samples were obtained from the mediastinal lymphnodes, and for 4 cases directly from
the primary mediastinal tumor, some of the obtained samples being included in paraffin to obtain cell blocks. The cell blocks allowed us to
accomplish imunocytochemistry for two purposes: to establish the epithelial and mesenchimal fenotype of the malignant cells, as well as
the origin of the identified atypical cells.

Contact: adry@umfcv.ro sau adriansaftoiu@aim.com;

Prof. Univ. Dr. Adrian Siftoiu, Universitatea de Medicina si Farmacie

din Craiova, Str. Petru Rares nr. 2-4, Craiova, Dolj, 200349, Romania.
www.EUSAtlas.ro 219

o



Pneumologia vol. 58, nr. 4, 2009

9 Pneumologie 4.2009:Pneumologie 2.2009 12/8/09 3:10 PM Pé%; 220

Conclusions: EUS-FNA combined with cytology, is an excellent minimal invasive technique, highly accurate for the assessment of lung

cancer, showing not only the tumoral and lymph node invasion, but also offering the ideal alternative for surgical staging. Association of

immunocytochemistry determined an increase in the accuracy of the method, as well as the confirmation of a tissue diagnosis of malig-

nancy.

Key words: endoscopic ultrasound, transesophageal fine needle aspiration, pulmonary cancer

Introducere

Cancerul bronho-pulmonar este cea mai frecventa cauza
de deces prin cancer in SUA si Europa de Vest, afectand cu
preponderentd barbatii. Aproximativ 50% din cazuri sunt
depistate in stadii inoperabile, iar prognosticul este extrem
de sever, rata supravietuirii la 5 ani fiind de 5%". Diagnosticul
pozitiv si stadializarea corecta a pacientilor sunt dificile, nume-
roase metode de diagnostic fiind propuse pani in prezent:
bronhoscopia, tomografia computerizata, tomografia cu emi-
sie de pozitroni, mediastinoscopia sau toracoscopia, fiecare din
aceste metode fiind limitata.

Endoscopia ultrasonografica (EUS) este o metoda de
explorare a organelor tractului digestiv (esofag, stomac, duo-
den, colon si rect), dar si a organelor invecinate (mediastin,
pancreas, cii biliare, suprarenale etc.) extinzind semnifica-
tiv posibilitatile de diagnostic precoce, stadializare precisa sau
terapie minim-invaziva. Introducerea punctiei fine aspirati-
ve ghidate ecoendoscopic a determinat cresterea posibilitatilor
diagnostice ale ecoendoscopiei prin obtinerea unui diagnos-
tic de certitudine (prin examen citologic sau microhistologic).

Ecoendoscopia permite examinarea mediastinului poste-
rior (regiune subcarinald, spatiul periaortic, recesul periazy-
gos, fereastra aorto-pulmonarid), cu diagnosticarea si
stadializarea pacientilor cu neoplasm bronhopulmonar,
deoarece confirma prezenta invaziei tumorale mediastinale
(T4) sau a metastazelor ganglionare mediastinale (N2, N3).
Pacientii cu tumori cu posibild invazie mediastinala (T4) evi-
dentiata CT sau RM, pot fi evaluati prin punctie fina aspira-
tiva care confirma diagnosticul de incurabilitate (stadiul IIIB)
si implicit imposibilitatea rezectiei chirurgicale. Pacientii cu
invazia limfoganglionilor ipsilaterali mediastinali sau subca-
rinali (N2), respectiv contralaterali mediastinali (N3), sunt inca-
drati in stadiul ITIA si beneficiazi de radio- si chimioterapie.

Scopul acestui studiu de fezabilitate a fost de a evalua uti-
litatea punctiei fine aspirative transesofagiene ghidate ecoen-
doscopic asociati cu examen citologic si imunocitochimic, la
pacienti selectionati, cu suspiciune de cancer bronhopulmo-
nar si biopsii negative prelevate prin endoscopie bronsica
(bronhoscopie).

Material si metode

Studiul a inclus un numar de 20 de pacienti, evaluati con-
secutiv in Centrul de Cercetare in Gastroenterologie si
Hepatologie al Universititii de Medicina si Farmacie din
Craiova. Pacientii au fost explorati anterior prin radiografie
toracicd, tomografie computerizata si endoscopie bronsica,
biopsiile prelevate prin endoscopie bronsica fiind neconclu-
dente pentru stabilirea diagnosticului de malignitate.

Ecoendoscopia s-a realizat cu un ecoendoscop liniar
(Olympus GF UCT-140-AL5, Hamburg, Germany) ce permi-

te vizualizarea unor imagini sectoriale, orientate in axul lung
al ecoendoscopului. Punctia fina aspirativa ghidata ecoendos-
copic s-a efectuat cu ace de 22G de unica folosinta (Olympus
NA-200H, Hamburg, Germany) (Figura 1). S-a vizualizat aria

Figura 1.
Aspectul acului de punctie fini aspirativi

de interes: tumora mediastinald primara sau statiile ganglio-
nare 2 si 4 (paratraheale), 4L (fereastra aorto-pulmonara) si
7 (spatiul subtraheal) (Figura 2).

Figura 2.
Statiile ganglionare mediastinale (adaptati dupa %)
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S-a folosit modul Doppler color pentru evitarea vascula-
rizatiei si s-a inaintat cu acul sub control ecoendoscopic direct,
pana in centrul leziunii explorate. S-a extras apoi stiletul cen-
tral din ac si s-a atasat o seringd cu care s-a aspirat material
celular pentru diagnostic citologic. La cei 20 de pacienti inclusi
in studiu, s-a efectuat punctie fina aspirativa ghidata ecoen-
doscopic (EUS-FNA) pentru confirmarea diagnosticului de
malignitate, aceasta efectudndu-se in 4 cazuri la nivelul statiei
ganglionare 4L (fereastra aorto-pulmonari), in 7 cazuri la
nivelul statiei ganglionare 7 (spatiul subtraheal) si in 4 cazuri
direct la nivelul tumorii mediastinale primare. La un singur
pacient nu s-a putut efectua EUS-FNA datoritd imposibilitatii
gasirii unui traiect care sd nu traverseze vasele mari (aorta,
artera pulmonari), diagnosticul fiind confirmat prin punctia
ghidata ecoendoscopic a glandei suprarenale stangi. La alti
4 pacienti punctia ghidata ecoendoscopic a fost negativa, diag-
nosticul fiind confirmat prin punctie ghidata ecoendoscopic
cu ac histologic de tip Trucut de 19 G (Quick-core EUSN-19-
QC, Wilson-Cook, Ireland).

Materialul obtinut prin EUS-FNA a fost ulterior etalat pe
lame de sticld realizindu-se frotiuri pentru efectuarea exa-
menului citologic. La fiecare caz in parte s-au obtinut minim
6 frotiuri din care 3 frotiuri au fost fixate in alcool pentru colo-
ratia Papanicolau si 3 frotiuri au fost fixate prin uscare pen-
tru coloratia May-Griinwald-Giemsa. Materialul restant din
ac a fost spalat si colectat in alcool, urmand ca apoi si fie pre-
lucrat in Laboratorul de Citologie pentru includerea la para-
fina cu obtinerea blocurilor celulare. Pentru diagnosticul
citologic pe frotiuri, am utilizat urmatoarele clase de diagnos-
tic: frotiu neconcludent, frotiu benign, frotiu atipic probabil
benign, frotiu atipic probabil malign si frotiu malign. Din blo-
curile celulare s-au efectuat sectiuni fine de 3 microni care
au fost etalate pe lame de sticla pretratate cu polilizina, pen-
tru examenul imunocitochimic.

Examenul imunocitochimic a fost efectuat pentru toti
pacientii in vederea confirmirii originii pulmonare a celulelor
tumorale extrase prin punctie fina aspirativi, folosindu-se meto-
da complexului avidini-biotina-Horse-Radish-Peroxidase
(A.B.C.-H.R.P.). S-au utilizat urmitorii anticorpi: anti-antigenul

Figura 3a.
Aspect ecoendoscopic de tumori mediastinald primari cu
aspect hipoecogen, neomogen, cu aer periferic cu ecouri
hiperecogene si semnal power Doppler in interior.
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carcinoembrionar (CEA), clona I1-7, dilutie 1:50; anti-citokera-
tina 7 (CK 7), clona OV-TL 12/30, dilutie 1:100; anti-citokera-
tina 20 (CK 20), clona Ks20.8, dilutie 1:25; anti-factorul de
transcriptie tiroidian (TTF-1), clona 8G7G3/11, dilutie 1:100.

Rezultate

Din totalul de 20 de pacienti cu biopsii bronhoscopice
negative pentru malignitate, s-a efectuat punctie find aspira-
tiva ghidata endoscopic in 4 cazuri direct la nivelul tumorii
mediastinale primare (Figura 3a, 3b), respectiv in 4 cazuri la
nivelul statiei ganglionare 4L (fereastra aorto-pulmonari) si
in 7 cazuri la nivelul statiei ganglionare 7 (spatiul subtraheal)
(Figura 4a, 4b). La un pacient nu s-a putut efectua punctia
ghidati ecoendoscopic datorita imposibilitatii gasirii unui tra-
iect care sa nu traverseze vasele mari, dar diagnosticul a fost
confirmat prin punctia find a glandei suprarenale stingi
(Figura ba, 5b). La alti 4 pacienti punctia fina aspirativa ghi-
datd ecoendoscopic a fost negativa, diagnosticul fiind confir-
mat prin punctie ghidati ecoendoscopic cu ac histologic de
tip Trucut (Figura 6).

Diagnosticul citopatologic a fost pozitiv pentru malignita-
te pe frotiurile obtinute prin EUS-FNA la 15 pacienti (Tabel I).
Astfel, la 11 pacienti s-a obtinut material celular din adeno-
patii mediastinale, iar pe frotiuri au fost evidentiate frecven-
te limfocite mici (care au atestat o structurd ganglionara
normal3) si frecvente placarde de celule mari cu atipii nuclea-
re moderate in 4 cazuri (Figura 7) si severe in 7 cazuri (Figura
8), cu nuclei mari, inegali, pleomorfi (polilobati), cu vacuo-
lizari intranucleare si anizocariocromie. La 4 cazuri, punctia
a fost efectuatd direct in tumora mediastinala, iar pe frotiuri
a fost obtinuti celularitate abundenti constituiti din frecven-
te placarde de celule cu caractere certe de malignitate: nuclei
pleomorfi, cu anizocarii severe, tahicromatici, cu anizocario-
cromie si overlapping nuclear (Figura 9). La cele 4 cazuri de
tumori mediastinale la care EUS-FNA a fost pozitiva pentru
malignitate, o parte din materialul celular a fost inclus la para-
fina obtinandu-se blocuri celulare (Figura 10). Pe sectiunile
obtinute atit din blocurile celulare, cit si din produsele de
punctie-biopsie incluse la parafina (4 cazuri) s-a efectuat in

Figura 3b.
Punctie find aspirativd ghidati ecoendoscopic (EUS-FNA)
la un pacient cu tumora mediastinali hipoecogeni,
neomogend, cu ecouri aerice in periferie.

221



9 Pneumologie 4.2009:Pneumologie 2.2009 12/8/09 3:10 PM Pé%; 222

Pneumologia vol. 58, nr. 4, 2009

Figura 4a. Figura 4b.
Aspect ecoendoscopic de ganglion mediastinal Punctie fin3 aspirativi ghidati ecoendoscopic
periesofagian, hipoecogen, neomogen, triunghiular, (EUS-FNA) la nivelul statiei ganglionare 7
cu semnal power Doppler in interior la nivelul hilului (spatiul subcarinal).

(aspect posibil sugestiv de benignitate).

Figura b5a. Figura 5b.
Glanda suprarenald sting3, cu aspect nodular sugestiv de Punctie find aspirativi ghidati ecoendoscopic (EUS-FNA)
determinare secundari. la nivelul glandei suprarenale stingi.

Figura 6.

Tumori mediastinald primari cu aspect hipoecogen,
neomogen, cu aer periferic cu ecouri hiperecogene, la
nivelul ciireia s-a efectuat punctie ghidati ecoendoscopic
cu ac histologic de tip Trucut (Quick-core).
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Figura 7.
Punctie fini aspirativi ghidati ecoendoscopic (EUS-FNA)
la nivelul unei adenopatii mediastinale (frotiu pozitiv).
Celule cu atipii moderate, col. Papanicolaou, 200x.

primul rand evaluarea histopatologica clasica pentru identi-
ficarea tipului de carcinom, iar ulterior s-a efectuat exame-
nul imunocitochimic in dou scopuri: in primul rind pentru
stabilirea fenotipului epitelial sau mezenchimal al celulelor
maligne si in al doilea rand pentru stabilirea apartenentei la
un anumit organ a celulelor atipice identificate (originea tumo-
rii). In aceste 8 cazuri materialul obtinut prin punctie a fost
destul de redus pentru a putea stabili cu certitudine tipul his-
topatologic si de aceea s-a efectuat complementar examenul
imunohistochimic.

Astfel, in 5 cazuri imunomarcajul celulelor tumorale a fost
intens pozitiv difuz pentru citokeratina 7 (CK 7) si slab pozi-
tiv focal pentru citokeratinele AE1 / AE3, ceea ce a certificat
natura epiteliala a tumorii. De asemenea, in aceste cazuri
imunoreactia pozitiva citoplasmatica pentru CEA si nucleara

Figura 9.
Punctie fini aspirativi ghidati ecoendoscopic (EUS-FNA)
la nivelul unei tumori mediastinale (frotiu pozitiv). Frotiu
porzitiv pentru malignitate, cu multiplii nuclei hipercromi,
tahicromatici, cu anizocariocromie si overlapping nuclear.
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Figura 8.

Punctie fina aspirativa ghidatia ecoendoscopic (EUS-FNA)
la nivelul unei adenopatii mediastinale (frotiu pozitiv).
Placard de celule epiteliale maligne cu atipii severe, col.
Papanicolaou, 200x.

intens pozitiva difuz pentru factorul de transcriptie tiroidian
(TTF-1) a certificat tipul histopatologic de adenocarcinom si
originea pulmonara a celulelor tumorale maligne (Figura 11).
in celelalte 3 cazuri, celulele tumorale au fost pozitive difuz
pentru citokeratinele AE1/AE3 (Figura 12), imunoreactia a fost
negativi pentru CK 7 si CEA, iar TTF-1 a fost pozitiv focal
in rare celule tumorale; aceste aspect au certificat tipul scua-
mos de carcinom cu origine pulmonari. Citokeratina 20 a fost
negativa in toate aceste cazuri (Tabelul I).

Discutii
Ecoendoscopia are un rol important in afectiunile medias-
tinale, in care diagnosticul pozitiv si diferential este dificil dato-
ritd localizdrii anatomice profunde, cu organe vitale in
vecinatate (cord, aorta etc.) si cu dificultati majore de acces

Figura 10.
Bloc celular obtinut dupa punctie fini aspirativa
ghidati ecoendoscopic (EUS-FNA)
la nivelul tumorii pulmonare, col. H-E, 100x.
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Figura 11.
Bloc celular obtinut dupa punctie fini aspirativa
ghidati ecoendoscopic (EUS-FNA)
la nivelul tumorii pulmonare. Imunomarcaj pozitiv
pentru TTF 1, tehnica LSAB, 200x.
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Figura 12.
Bloc celular — Carcinom scuamos - imunomarcaj pozitiv
citoplasmatic pentru citokeratinele AE1/AE3,
tehnica LSAB, 200x.

tisular’®. Desi ecoendoscopia are sensibilitate mare in detec-
tarea cancerului bronho-pulmonar, asocierea punctiei fine
aspirative transesofagiene creste specificitatea si implicit acu-
ratetea, devenind recent o metoda siguri si precisi de stabi-
lire a diagnosticului, daca metodele bronhoscopice nu dau
rezultate’. Exista doud alte metode de obtinere a biopsiilor
de la nivelul tumorii primare sau ganglionilor limfatici: media-
stinoscopia si toracoscopia, acestea fiind insa obligatoriu rea-
lizate in sala de operatie, implicit cu mortalitate si morbiditate
crescute.

Ecoendoscopia permite astfel diagnosticul pozitiv al
tumorilor vizualizate initial prin radiografie toracici, endos-

copie digestivi superioara, CT sau RM, insi cu rezultate nega-
tive la examinirile bioptice: bronhoscopie cu biopsie trans-
bronsicd, biopsie transtoracici ghidati ecografic sau computer
tomografic, mediastinoscopie sau chiar biopsii endoscopice
uzuale’. Datele publicate recent arati ci aproximativ 30% din
pacientii cu cancer bronhopulmonar au biopsii bronsice nega-
tive’. Tumorile maligne includ tumori mediastinale primare
(limfoame, timoame, mezotelioame, teratoame), cancer bron-
hopulmonar, metastaze ale altor tumori primare (cancer de
san, laringian, esofagian, colonic, renal, testicular etc.) sau
metastaze cu punct de plecare neprecizat. In majoritatea cazu-
rilor este posibild diferentierea dintre carcinoamele cu celu-

Tabel I.
Distributia pacientilor cu punctie fini aspirativi ghidati ecoendoscopic (EUS-FNA)
si respectiv punctie biopsie cu ac de tip Trucut.

REZULTAT
HISTOPATOLOGIC
REZULTAT CITOLOGIC
CITODIAGNOSTIC
METODA ¢ ) PRODUS DE
BLOCURI CELULARE
DE PUNCTIE BIOPSIE
INVESTIGATIE
FROTIU
NR. FROTIU NECONCLUDENT NR. ADK CARCINOM NR. ADK CARCINOM
CAZURI MALIGN PENTRU CAZURI * SCUAMOS CAZURI * SCUAMOS
MALIGNITATE
Punctie fina aspirativa
ghidata ecoendoscopic 16 15 1 4 3 1 - - -
(EUS-FNA)
Punctie biopsie
ghidata ecoendoscopic - - - - - - 4 2 2
cu ac Trucut

Legenda:
*  Adenocarcinom;

** Cele 4 cazuri sunt incluse in cele 15 la care s-a efectuat EUS-FNA, iar materialul obtinut a fost suficient atit pentru efectuarea

frotiurilor cét si pentru realizarea blocurilor celulare.
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le mici sau epidermoide, carcinoamele scuamoase sau adeno-
carcinoame. Acuratetea punctiei fine aspirative ghidate eco-
endoscopic pentru diagnosticul cancerului bronhopulmonar,
este de peste 95% in majoritatea studiilor publicate””’. Impactul
clinic major al efectuirii punctiei biopsii cu ac fin aspirativ ghi-
dati ecoendoscopic a impus aceastd metoda pentru explora-
rea tumorilor mediastinale, deoarece eviti toracotomia /
toracoscopia, respectiv mediastinoscopia la peste jumitate din
pacienti'"

Conform studiilor realizate pana in prezent s-a constatat
ci EUS-FNA insotita obligatoriu de examen citologic, este o
metoda sigura, minim-invazivi si cu acuratete ridicata in eva-
luarea cancerului bronho-pulmonar prin demonstrarea inva-
ziei tumorale sau a ganglionilor limfatici, precum si alternativa
ideald pentru stadializarea chirurgicald”. Studiul actual a
demonstrat suplimentar ci punctia fina aspirativa poate per-
mite obtinerea de material suficient pentru efectuarea de blo-
curi celulare si examen imunocitochmic, chiar cu stabilirea
completd a tipului tumoral, nu numai cu confirmarea unui
diagnostic de malignitate.

Pentru realizarea unei evaluiri complete a cancerului
bronho-pulmonar, este nevoie de o abordare complementara
si anume abordul transbronhial: EBUS-TBNA (endobronchial
ultrasound transbronchial needle aspiration - ecoendoscopia
bronsica cu punctie fina aspirativi transbronsica). Multiple stu-
dii au demonstrat ci o combinatie a acestor doud tehnici ultra-
sonografice endoluminale poate stabili un diagnostic pozitiv
complet si poate inlocui cu succes mediastinoscopia’”. Pentru
realizarea cu succes a celor doua proceduri de complexitate
inalti, este necesara o colaborare interdisciplinara intre pneu-
mologi, gastroenterologi, chirurgi toracici, anestezisti, anato-
mo-patologi si citologi, angrenati intr-un centru tertiar cu
direct al acestor proceduri minim invazive rimane diagnos-
ticul precoce si stadializarea precisd a pacientilor cu cancer
bronhopulmonar. Astfel, pot fi operati curativ pacientii cu sta-
dii incipiente sau pot fi indrumati citre radio- si chimiotera-
pie pacientii cu stadii avansate, evitindu-se interventiile
chirurgicale si toracotomiile inutile.

Informatii

Lucrarea a fost sustinuta prin grantul de cercetare nu-
marul 41-079/2007, intitulat ,Rolul ecoendoscopiei si ecobron-
hoscopiei, comparativ cu tehnicile moleculare, in diagnosticul
si stadializarea afectiunilor maligne mediastinale“ finantat prin
Ministerul Educatiei, Cercetdrii si Tineretului — Centrul
National de Management Programe (MEdCT — CNMP), in
cadrul programului Parteneriate — PNCDI II (2007-2013).
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