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RESUMO

A efusdo pleural (EP), também denominada de derrame pleural, ¢ caracterizada pelo
acumulo de liquido no espaco pleural em decorréncia do desequilibrio entre a formacao e
a reabsorcdo de fluido, ou como consequéncia de uma alteragdo no sistema de drenagem
linfatica. De acordo com a etiologia e com base nos achados citologicos, as efusdes pleurais
podem ser classificadas em efusdes pleurais reacionais (EPR), malignas (EPM) ou
paramalignas (EPP). As EPM sdo definidas como o actimulo de uma quantidade
significativa de exsudato no espago pleural, acompanhado da presenca de células malignas
ou tecido tumoral. A observagdo de células neoplasicas em amostras de efusdo pleural por
citologia ¢ considerada o padrdao ouro para o diagndstico de EPM. Quando somente os
achados morfologicos ndo sdo suficientes para definir o diagndstico, a imunocitoquimica ¢
a metodologia mais utilizada para auxiliar na sua conclusdo. No entanto, apesar de ser a
metodologia mais utilizada, possui algumas limitagdes, como a morosidade do
procedimento e as variagoes interobservadores. Estudos mostram que a citometria de fluxo
vem sendo utilizada como uma metodologia sensivel, rapida e versatil para avaliar o
imunofendtipo de células hematopoiéticas, pois ¢ capaz de analisar um grande numero de
células marcadas com diferentes marcadores. Assim, o objetivo deste trabalho € avaliar o
fenotipo das células presentes nos liquidos pleurais por citometria de fluxo e analisar a sua
importancia como marcadora fenotipica para o diagndstico diferencial entre as efusdes
malignas e as benignas. Para isso, foram analisadas 58 amostras de liquido pleural
utilizando avalia¢des morfoldgicas e/ou andlises imunofenotipicas por citometria de fluxo
e imunocitoquimica. Na definicdo do painel de anticorpos considerou-se os antigenos
presentes nas células neoplasicas de pulmao (CK7, CK20, TTF-1, Ber-EP4), de mama
(CK7, CK20, GCDFP-15) e nas neoplasias linfoproliferativas (Kappa e Lambda). Os
resultados obtidos mostram que, na comparagao entre as analises dos marcadores Lambda
e Kappa por citometria de fluxo e imunocitoquimica (padrao ouro), houve uma
concordancia boa (teste de concordancia Kappa indicou valor 0,767) e excelente (teste de
concordancia Kappa indicou valor 1,00), respectivamente, quando avaliados nas EPM de
neoplasias linfoproliferativas. Conforme a analise da concordancia entre as metodologias
citadas acima, CK7 (teste de concordancia Kappa indicou valor 0,750 ) e TTF-1 (teste de
concordancia Kappa indicou valor 0,545) foram melhores do que o Ber-EP4 (teste de
concordancia Kappa indicou valor 0,250) para as neoplasias ndo hematoldgicas. A analise
de concordancia Kappa para os marcadores GCDFP-15 e CK20 foi inviabilizada, pois
foram poucos os casos que apresentaram a expressao desses marcadores celulares. Além
disso, a analise dos valores relativos da populagdao leucocitaria nao mostrou diferenca
estatistica entre os grupos de pacientes avaliados (pacientes com EPR, EPM e EPP), com
excecdo do percentual médio de células NK em EPM de cancer de mama, que foi maior
(6,20%) do que o percentual médio de células NK em EPM de cancer de pulmao (1,15%)
(p-valor = 0,024). Os resultados deste estudo mostram que a citometria de fluxo pode ser
uma ferramenta de diagndstico laboratorial importante para detecgdo de células malignas
em amostras de liquido pleural, e que em associagdo com a avaliacdo morfologica e
imunocitoquimica pode auxiliar no diagnodstico diferencial das EPM. Isso implica na
rapidez do diagnostico e no aumento da eficiéncia dos tratamentos, o que pode resultar na
diminui¢io do tempo de internacio hospitalar e dos custos para o Sistema Unico de Satde
(SUS) e na melhoria da qualidade de vida desses individuos.

Palavras-chave: Efusdes pleurais. Diagnodstico. Citometria de fluxo.



ABSTRACT

Pleural effusion (PE), also called pleural effusion, is characterized by the accumulation of fluid
in the pleural space as a result of imbalance between fluid formation and resorption, or as a
consequence of a change in the lymphatic drainage system. According to etiology and based on
cytological findings, pleural effusions can be classified into reactive (RPE), malignant (EPM)
or paramalignant (EPP) pleural effusions. SEM is defined as the accumulation of a significant
amount of pleural space exudate, accompanied by the presence of malignant cells or tumor
tissue. Observation of neoplastic cells in pleural effusion specimens by cytology is considered
the gold standard for the diagnosis of EPM. When only morphological findings are not
sufficient to define the diagnosis, immunocytochemistry is the most used methodology to assist
in the conclusion of the diagnosis. However, despite being the most used methodology, it has
some limitations, such as the length of the procedure and interobserver variations. Studies show
that flow cytometry has been used as a sensitive, rapid and versatile methodology to evaluate
hematopoietic cell immunophenotype, as it is able to analyze a large number of cells labeled
with different markers. Thus, the objective of this study was to evaluate the phenotype of cells
present in pleural fluids by flow cytometry and to analyze their importance as phenotypic
markers for the differential diagnosis between malignant and benign effusions. For this, 58
pleural fluid samples were analyzed using morphological and / or immunophenotypic analyzes
by flow cytometry and immunocytochemistry. Antibodies present in lung (CK7, CK20, TTF-
1, Ber-EP4), breast (CK7, CK20, GCDFP-15) and lymphoproliferative (Kappa and Lambda)
neoplasms were considered in the definition of the antibody panel). The results show that when
comparing the analyzes of Lambda and Kappa markers by flow cytometry and
immunocytochemistry (gold standard) there was a good agreement (Kappa agreement test
indicated value 0.777) and excellent agreement (Kappa agreement test indicated value 1.00). ),
respectively, when evaluated in MPM of lymphoproliferative neoplasms. The agreement
analysis between the above methodologies for CK7 (Kappa agreement test indicated value
0.750) and TTF-1 (Kappa agreement test indicated value 0.545) was better than Ber-EP4
(Kappa agreement test indicated value 0.250) for non-hematologic malignancies. Kappa
agreement analysis for GCDFP-15 and CK20 markers was unfeasible, as there were few cases
that showed the expression of these cellular markers. In addition, the analysis of the relative
values of the leukocyte population showed no statistical difference between the groups of
patients evaluated (patients with RPE, EPM and EPP) except for the mean percentage of NK
cells in breast cancer EPM that was higher (6, 20%) when compared to lung cancer cases
(1.15%) (p-value = 0.024). The results of this study show that flow cytometry can be an
important laboratory diagnostic tool for detection of malignant cells in pleural fluid samples,
and that in association with morphological and immunocytochemical evaluation can assist in
the differential diagnosis of PPE. This implies rapid diagnosis and increased treatment
efficiency, which may result in shorter hospital stays, lower costs for the Unified Health System
(SUS), and improved quality of life for these individuals.

Key-words: Pleural effusions. Diagnosis. Flow cytometry.
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1 INTRODUCAO

A efusdo pleural (EP), também denominada de derrame pleural, é caracterizada pelo
acamulo de liquido no espago pleural em decorréncia do desequilibrio entre a formagado e a
reabsorcao de fluido, ou como consequéncia de uma alteragao no sistema de drenagem linfatica
(KUMMAR et al., 2016). De acordo com a etiologia e com base nos achados citologicos, as
efusdes pleurais podem ser classificadas em efusdes pleurais reacionais (EPR), malignas (EPM)
ou paramalignas (EPP) (COMAR et al., 2008, MEDENICA et al., 2018). A efusdo pleural
maligna (EPM) ¢ definida como o acimulo de uma quantidade significativa de exsudato no
espaco pleural, acompanhado da presenca de células malignas ou tecido tumoral (PSALLIDAS
et al., 2016). A EPM, em alguns casos, pode ser a primeira manifesta¢ao clinica da doenga
neoplésica e € considerada um fator caracterizante de mau progndstico, pois indica um sinal de
doenca avangada com baixa resposta ao tratamento sistémico (TEIXEIRA et al., 2006).

Os tumores secundarios provenientes da disseminagdo metastatica sdo as causas mais
comuns de EPM, e por esta ser uma manifestagdo de doenca maligna avangada e
sistemicamente disseminada, seu tratamento ¢ paliativo e deve ser baseado em fatores como
expectativa de sobrevida, sintomatologia e doenca de base. Estima-se que a doenga metastatica
pleural afete 200.000 pessoas por ano nos Estados Unidos e represente a segunda causa mais
comum de derrame pleural exsudativo (apos infeccao) (LAT e PAUL, 2019). O mesotelioma,
tumor primario do espago pleural, ¢ a causa menos comum de EPM e afeta aproximadamente
15.000 pessoas por ano no mundo e 3.000 pessoas por ano nos Estados Unidos. No Brasil,
apesar da inexisténcia de levantamentos epidemiologicos precisos, acredita-se que o nimero de
pacientes acometidos por esse tipo de efusdo ¢ semelhante, mesmo diante das diferencas
econdmicas entre esses paises (VAZ et al., 2006; BROADDUS et al., 2017).

Apesar da possibilidade de qualquer neoplasia maligna evoluir para um quadro de EPM,
certos tipos de tumores parecem ter atragao metastatica pela pleura, particularmente os tumores
malignos de pulmdo, de mama e linfomas, e, com menos frequéncia, as neoplasias
gastrointestinais e geniturinarias. Em aproximadamente 7% a 15% dos casos, a neoplasia
maligna de origem ndo ¢ identificada, mesmo apds extensa investigagdo diagnostica, € 0s
tumores sdo definidos como efusdo de origem indeterminada (SHIDHAM, 2007;
NEGROMONTE-FILHO, 2011; ANTONANGELO et al., 2015 BROADDUS et al., 2017).

Existe uma associagdo direta entre diagnostico rapido e preciso e o sucesso terapéutico,
o que resulta na melhoria da qualidade de vida dos pacientes. Para isso, hd necessidade de

profissionais da area da saiude capacitados e da utilizacdo de um conjunto de métodos de
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diagnéstico rapido e eficaz. Atualmente, o diagndstico de neoplasias em EP ¢ realizado pela
observacdo de alteragdes morfologicas das células presentes na amostra do liquido pleural
(PSALLIDAS et al., 2016). No entanto, esse método de analise apresenta algumas dificuldades,
por exemplo, nos casos em que o numero de células nas efusoes pleurais (EPs) ¢ muito pequeno,
ou quando a toracocentese foi de dificil pun¢do, resultando em células com alteragdes
morfoldgicas. Embora a citologia do liquido pleural seja mais sensivel do que a bidpsia pleural,
sua sensibilidade de 40% a 87%, em alguns casos, ainda ¢ insuficiente para tomar decisdes
clinicas e, geralmente, o diagnostico € feito apds o uso de procedimentos mais invasivos, como
a toracoscopia ou toracotomia (ANTONANGELO et al., 2015; KUMMAR et al., 2016).

A dificuldade para realizagdo do diagnostico laboratorial ocorre devido as caracteristicas
morfologicas semelhantes observadas nas células patologicas das diferentes neoplasias
relacionadas as EPs. Na tentativa de corrigir esse problema de identificacdo, novas
metodologias estdo constantemente sendo desenvolvidas e aplicadas, dentre as quais pode-se
citar a imunofenotipagem por citometria de fluxo. Estudos recentes mostram que a citometria
de fluxo ¢ uma metodologia sensivel, rapida e versatil que permite avaliar um grande ntimero
de células com diferentes marcadores (BETTERS, 2015). Além disso, demonstra ser uma
metodologia relevante que trouxe grandes contribuicdes para a area da saude, pois ¢ capaz de
caracterizar e diferenciar fenotipicamente populagdes de células anormais das normais, mesmo
quando as primeiras se encontram em baixo percentual na amostra (DAVIDSON, 2016).
Embora a citometria de fluxo seja amplamente utilizada na rotina diagnostica na area da
hematologia, a sua aplicabilidade em tumores nao hematoldgicos ainda permanece, em grande
parte, no ambito da pesquisa (MARTINS e GAGLIANI, 2008; FERREIRA-FACIO et al.,
2013; DAVIDSON, 2016).

Considerando o exposto, o objetivo deste trabalho ¢ avaliar o fenodtipo das células
presentes nos liquidos pleurais utilizando a citometria de fluxo, e analisar a importancia dessa
metodologia como marcadora fenotipica para o diagnostico diferencial entre as efusdes

malignas e as benignas.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 PLEURA E EFUSAO PLEURAL

A pleura ¢ formada por uma camada tnica de células mesoteliais, unidas e apoiadas
sobre uma membrana basal e uma camada de tecido conjuntivo frouxo, constituindo um folheto
continuo, sobreposto aos pulmdes como um saco fibroso, que liga a superficie externa do
parénquima pulmonar a parede mediastinal, a superficie toracica do diafragma e a superficie
interna da caixa toracica d6ssea (SILVA, 1998). A por¢do exterior dessa membrana, também
denominada de pleura parietal, reveste a parede toracica e o diafragma, enquanto a camada
interior, ou pleura visceral, reveste diretamente o pulmao e as cisuras interlobares (Figura 1)
(HALL e GUYTON, 2017). A irrigagao do folheto parietal € realizada pela circulagdo sistémica
e pelo folheto visceral, que, por sua vez, ¢ irrigado pela circulagdo pulmonar. O espago formado
entre os folhetos pleurais constitui a cavidade pleural, e no seu interior, flui um ultrafiltrado do

plasma denominado liquido pleural (COMAR et al., 2008).

Figura 1 — Imagem ilustrativa da cavidade pleural e do sistema de formacao/reabsorc¢ao
do liquido pleural.
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Fonte: Adaptada de Science Photo Library — https:// www.sciencephoto.com/media/704289/view/lungs-
and-pleura-illustration e Feller-Kopman (2018)

O liquido pleural entra na cavidade por meio da circulacdo sistémica e ¢ removido pelos
vasos linfaticos da pleura parietal, onde ¢ renovado continuamente por um balanco de forcas

hidrostatica e osmotica da microcircula¢do e do espaco pleural (Figura 1) (KUMMAR et al.,
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2016). A fungdo principal desse liquido ¢ a lubrificacdo da superficie pleural, facilitando o
deslizamento das pleuras visceral e parietal durante os movimentos respiratérios (KUMMAR
et al., 2016). Assim, a presenca de liquido em pequeno volume no espaco pleural ¢ normal e
considerada necessaria para a manutencdo adequada da movimentagdo pulmonar durante a
respiracdo (KUMMAR et al., 2016). Em um individuo saudéavel, o volume de liquido pleural
figura entre 7 ml e 16 ml, e ¢ constituido basicamente por 1,05 g/dl a 1,5 g/dl de proteinas e

cerca de 1.500 células/mm?

, como monocitos, linfocitos, macrofagos, células mesoteliais e
polimorfonucleares (KUMMAR et al., 2016; TSE et al., 2013).

No entanto, diversas condigdes locais e/ou sistémicas podem modificar o microambiente
do espaco pleural, provocando um acimulo anémalo de liquido na cavidade em um processo
denominado efusao pleural (CIBAS, 2009). A efusdo pleural, também chamada derrame
pleural, ¢ caracterizada pelo acumulo de liquido no espaco pleural em decorréncia do
desequilibrio entre a formacgao e reabsor¢ao de fluido, ou como consequéncia de uma alteracao
no sistema de drenagem linfatica (FERREIRA et al., 2006).

A andlise laboratorial de um liquido pleural ¢ considerada uma ferramenta
imprescindivel para a conclusao do diagnéstico em pacientes acometidos por uma efusao, pois
fornece informacdes sobre a condicao clinica do individuo, tais como o status de um processo
inflamatoério, ou ainda, a possivel progressao de uma neoplasia maligna primaria da cavidade
pleural ou de uma neoplasia metastatica (TSE et al., 2013). Embora no Brasil ndo existam dados

concretos da incidéncia de efusdes pleurais, estima-se que esta seja semelhante a dos Estados

Unidos, com cerca de 1 milhdo de pacientes acometidos ao ano (DANTAS e REIS, 2018).

2.2 CLASSIFICACAO DAS EFUSOES PLEURAIS

Quando ha uma suspeita de efusdo pleural a partir da avaliacdo clinica, torna-se
necessario a realizagdo de exames de imagem, como radiografia de térax por exemplo, para
confirmar o acumulo de liquido e definir sua extensdo na cavidade, ou seja, verificar a
ocorréncia ou ndo de outros envolvimentos toracicos — pulmonar, cardiaco ou mediastinal
(FERREIRA et al., 2006). Apos essa confirmagdo € iniciado o processo de retirada do liquido
acumulado para a realizacdo das andlises laboratoriais (BEAUDOIN e GONZALEZ, 2018).

A toracocentese ¢ o procedimento médico responsavel pela obtencdo de mais de 90%
das amostras de fluido pleural que sdo encaminhadas para as andlises laboratoriais
(ANTONANGELO e CAPELOZZI, 2006). Entretanto, amostras obtidas através de drenagem

toracica, por coleta durante a toracoscopia (exame visual das superficies do pulmao e do espago
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pleural através de um tubo denominado toracoscdpio), ou mesmo durante a toracotomia (incisao
da cavidade tordcica para acessar seu conteudo), também sdo utilizadas para analises
bioquimicas e citologicas (FERREIRO et al. 2015; STEVIC et al., 2018). Apesar de a
toracocentese ser um procedimento seguro, de baixo custo e de grande eficiéncia diagndstica,
relatos na literatura indicam que pode haver contraindicagdes para a realizacdo desse
procedimento. Destacam-se principalmente situagdes em que os pacientes apresentam
disturbios de coagulacdo, ou seja, casos em que o volume de plaquetas estd menor que
25.000/mm? e a atividade de protrombina menor que 50%, e quando os valores de creatinina
estdo maiores do que 6 mg/% (SALES e ONISH, 2006).

Dessa forma, a constatagao clinico-radiologica da efusdo pleural na rotina hospitalar €
o primeiro passo do processo da analise de um liquido pleural, seguida de sua retirada para a
realizagdo das analises laboratoriais, para entdo ser estabelecida a causa da efusao e, por fim, a
defini¢ao da melhor conduta terapéutica (BEAUDOIN e GONZALEZ, 2018). Nesse contexto,
as analises pré-laboratoriais e laboratoriais permitem classificar as efusdes pleurais quanto a
sua localizacdo (grande cavidade, interlobar e mediastino), quanto ao seu aspecto (hemotorax,
piotorax, quilotérax, urinotorax etc.), ou ainda, com relagdo a sua etiologia (tuberculose,
pneumonia, neoplasia etc.) (COMAR et al., 2008; KARKHANIS e JOSHI, 2012; BERTHOLD
e WELTE, 2019; KRISHNA ¢ RUDRAPPA, 2019).

O Quadro 1 resume algumas classificagdes das efusdes pleurais com relagdo ao seu
aspecto e as condi¢des clinicas mais observaveis em cada situagao. Porém, uma simplificagdo
na classificagdo, sobretudo para promover uma aproximag¢ao diagnostica, caracterizou a efusao
pleural com base no mecanismo de formag¢ao do fluido em transudatos e exsudatos (COMAR
et al., 2008). Varios parametros bioquimicos e citologicos sdo usados para a diferenciacao de
transudatos e exsudatos, no entanto, os mais utilizados sdo os Critérios de Light, estabelecidos

por Light ef al. (1972).
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Quadro 1 — Classificagdo das efusdes pleurais quanto ao seu aspecto.

TIPOS CONCEITOS CONDICAO CLINICA
Caracteriza-se pela presenca
de sangue na cavidade
pleural.

Caracteriza-se quando a
Piotérax ou | concentragdo de leucocitos
empiema se torna macroscopicamente
evidente como um fluido
espesso e turvo, ou seja, pus.

Hemotorax Pode ocorrer em acidente de pungdo, neoplasia,

tuberculose, entre outras.

Pode ocorrer em infecgoes, durante a evolugdo de
uma pneumonia ou abscesso pulmonar.

Pode ocorrer por procedimentos toracicos
invasivos, intervengdes cirirgicas ou secundaria a
trombose da veia subclavia esquerda. Também pode
Quilotorax | Caracteriza-se pelo acimulo | ocorrer em patologias como sarcoidose, amiloidose,
de linfa no espaco pleural. | linfangioleiomiomatose, trombose da veia cava
superior, tumores  benignos, bem = como
complicagdes de radioterapia e anomalias
congénitas.

O urinotorax, ou seja, o
acumulo de urina no espago
pleural, ¢ uma causa
incomum e alguns estudos | Desenvolve-se mais comumente em doentes com
ndo o consideraram uma | uropatia excretora ou trauma abdominal contuso.
efusdo pleural.

Menos de 70 casos foram
reportados mundialmente.
Fonte: Comar et al., (2008), Berthold e Welte (2019) e Krishna e Rudrappa (2019).

Urinotorax

Vérios parametros bioquimicos e citologicos sdo usados para a diferenciacdo de
transudatos e exsudatos, no entanto, os mais utilizados sao os Critérios de Light, estabelecidos
por Light et al. (1972).

No Quadro 2 foram resumidas as principais condi¢des para distingdo dos liquidos
conforme os Critérios de Light (LIGHT ef al., 1972). Essa distin¢do tornou-se uma importante
etapa para o esclarecimento das causas da efusdo, visto que diante de um transudato a
possibilidade de haver doenga pleural especifica era minima, enquanto para um exsudato a
hipotese de doenca pleural, quer seja primaria ou secundéria a alguma doenca relacionada,

poderia ser considerada (JUNIOR et al., 2016).
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Quadro 2 — Defini¢do das efusdes pleurais de acordo com a classificacdo proposta pelos

Critérios de Light.
CONDICOES
TIPO CONCEITO CLINICAS
OBSERVAVEIS
Esta relacionado com o aumento da | Insuficiéncia cardiaca
pressdo hidrostatica ou redugdo da | congestiva, sindrome
TRANSUDATO pressdo  oncotica, mas com | nefrotica, cirrose hepatica,

preservacdo da normalidade das | hipoalbuminemia, dialise
superficies pleurais. peritoneal.
Se relaciona, independentemente | Infecgdes, neoplasias
de sua causa, ao aumento da | malignas, tuberculose,
permeabilidade da microvascular- | efusdo pleural
rizagdo pleural e/ou obstrugdo | parapneumonica,
linfatica pleural ou do mediastino. | tromboembolia pulmonar
Para os Critérios de Light, o liquido | (também presente nos
deve apresentar um dos seguintes | transudatos),  alteragdes
fatores: linfaticas, entre outras.
1. Propor¢do de proteina do

liquido pleural/proteina sérica

EXSUDATO superior a 0,5

2. Razdo desidrogenase do lactato

do liquido pleural (LDH)/LDH

sérica superior a 0,6
3. Quando o LDH do liquido

pleural esta mais de dois tergos

acima do limite superior do

valor normal do laboratdrio

para o LDH sérico.

Fonte: Light et al. (1972), Berthold e Welte (2019) e Krishna e Rudrappa (2019).

Assim, desde que Light ef al. (1972) estabeleceram estes critérios de distin¢ao por meio
da dosagem pareada no soro e no liquido pleural da desidrogenase latica (LDH) e proteinas
totais, outras pesquisas e publica¢des foram realizadas na busca de métodos de diagnostico que
contemplassem o maximo de acuracia e o menor nimero de exames que favorecessem a correta
distingdo entre transudatos e exsudatos (MARANHAO et al., 2005; HOOPER et al., 2010;
HASSAN et al. 2012; JUNIOR et al., 2016; FELLER-KOPMAN et al., 2018).

Assim, foi visto que em determinadas condi¢des, como em pacientes que faziam o uso
de diuréticos, as andlises laboratoriais poderiam induzir a uma falsa classifica¢do entre estes
liquidos segundo os critérios propostos por Light et al. (1972) (MARANHAO et al., 2005).
Deste modo, estudos posteriores indicaram a dosagem de outros parametros bioquimicos, tais
como pH, glicose, marcadores tumorais ou de inflamacdes (CA-125, CA-15.3, CA-19.9,
CYFRA, CEA, PCR etc.), adenosina desaminase (ADA), amilase e triglicerideos, como forma
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de determinar uma classificagdo mais fidedigna entre transudatos e exsudatos (FERREIRO et
al, 2015; JUNIOR et al., 2016; CHUBB e WILLIAMS, 2018).

No entanto, apesar desta classificagdo ser utilizada rotineiramente na pratica
laboratorial, especialistas propdem que essa divisdo categorica representa uma pratica
ultrapassada, pois ndo permite estabelecer uma causa definitiva da efusao (HASSAN et al.
2012; FERREIRO et al., 2017, PORCEL et al., 2017). Assim, demais pardmetros de
investigacao, tais como, analises microbiologicas, citologica e moleculares sdo aplicados em
conjunto para a conclusao do diagndstico (JONHSON et al., 2017; FERREIRO et al., 2017,
CHUBB e WILLIAMS, 2018; CHEN et al., 2018).

Dentre essas andlises, a composicao citoldgica mostrou ser uma excelente ferramenta
diagnostica (NA, 2014). Assim, neste estudo, avaliou-se os liquidos pleurais com base na
classificacao etiologica a partir dos achados citologicos. Portanto, para fins didaticos, as efusdes

pleurais foram classificadas em:

1) Efusdes pleurais reacionais (benignas)

2) Efusoes pleurais malignas

3) Efusoes pleurais paramalignas

4) Efusoes pleurais de origem indeterminada

As subsec¢des a seguir detalham cada uma dessas condigdes clinicas.

2.2.1 Efusoes pleurais reacionais (benignas) — (EPRs)

As efusdes pleurais reacionais sdo consideradas efusdes benignas, visto que ocorrem
secundariamente a processos infecciosos, inflamatorios, doengas autoimunes ou outras
condi¢des ndo relacionadas a processos neoplasicos malignos (BENLLOCH et al., 2008). As
causas das efusdes pleurais reacionais sdo amplas e heterogéneas, e os pacientes podem se
beneficiar de um tratamento menos agressivo e individualizado quando comparado ao
tratamento de pacientes acometidos por efusdes pleurais secunddrias a causas malignas
(BINTCLIFFE et al., 2016; ZHANG et al., 2018).

Dados indicam que 1,5 milhdo de pessoas desenvolvem efusdes pleurais a cada ano nos
Estados Unidos, com uma estimativa de que 1,1 a 1,3 milhdo desses casos tenha etiologia nao
maligna (WALKER et al., 2017). As condicdes clinicas mais associadas a esse tipo de efusdao

sdo tuberculose, pneumonia (também denominada efusdo parapneumonica), infartos
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pulmonares, abscessos pulmonares, bronquiectasia, além de outros disturbios, como
insuficiéncia cardiaca congestiva, cirrose, artrite reumatoide, lupus sist€émico ou infecgdes
sistémicas difusas (SCHMITT e COSTA, 2001). Um estudo realizado no Reino Unido durante
o periodo de cinco anos avaliou em uma série de 327 pacientes, as principais causas associadas
as efusdes pleurais, com excecdo das causas malignas ou traumas. Os resultados obtidos foram
compilados conforme mostra a Tabela 1 (BINTCLIFFE et al., 2016). Apesar de o estudo ter
sido realizado hé quatro anos, a literatura internacional mais recente indica o mesmo perfil de

causas (WALKER et al., 2017; BEAUDOIN e GONZALEZ, 2018; BRAMLEY et al., 2018).

Tabela 1 - Proporcdes de causas de efusdes pleurais reacionais — benignas.

Condicao Pacientes

Infeccdo pleural” 131 (40.0%)
Insuficiéncia cardiaca congestiva 81 (34.8%)
Pleurite idiopatica/ndo diagnosticada 41 (12.5%)
Efusdo pleural benigna causada por exposi¢do ao amianto 27 (8.3%)
Cirrose hepatica 13 (4.0%)
Insuficiéncia renal 10 (3.1%)
Embolia pulmonar 6 (1.8%)
Revascularizacdo pos-corondria 4 (1.2%)
Reac¢do medicamentosa 3 (0.9%)
Efusdo reumatoide 3 (0.9%)
Pulmao ndo expansivel 2 (0.6%)
Pancreatite 2 (0.6%)
Outras ! 4 (1.2%)

* por exemplo, em efusdes parapneumonicas, empiemas ou efusdes pleurais tuberculosas;
Y por exemplo, nas dialises peritoneais, no lipus eritematoso sistémico ou como resultado de
inalagdo de tinta.

Fonte: Adptado de Bintcliffe et al. (2016).

No Brasil, registros sobre a incidéncia e a etiologia das efusdes reacionais sdo escassos
e pouco atualizados, no entanto, duas condicdes clinicas destacam-se entre os fatores associados
a esse tipo de efusdo no pais: a tuberculose pleural e a efusdo pleural benigna causada por
exposicao ao amianto (BRASIL, 2018; ALGRANTI et al., 2019).

Com uma incidéncia aproximada de 39 casos/100.000 habitantes, o Brasil, juntamente
com outros 21 paises em desenvolvimento, ¢ responsavel por cerca de 80% dos casos de
tuberculose no mundo, sendo a forma extrapulmonar responsavel por 14% a 18% dos casos
diagnosticados no pais, com envolvimento pleural observado em cerca de 50% desses pacientes
(SCHMIDT et al., 2019; MACIAS et al., 2019). A efusdo pleural secundéria a tuberculose ¢
resultado da infeccdo da pleura pelo Mycobacterium tuberculosis. Assim, além da presenca do

bacilo no espago pleural, esse tipo de efusdo geralmente ¢ caracterizado pelo acimulo intenso
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de substancias e células inflamatorias na cavidade, geralmente se apresenta como um exsudado
com uma predominancia de células mononucleares (SCHMIDT et al., 2019).

Além dessa condigdo clinica, a efusdo pleural secundaria a asbestose, uma das principais
doengas ocupacionais causadas pela exposicdo ao amianto, também se mostra relevante no
estudo das doengas com acometimento pleural (KUMMAR et al., 2016; BINTCLIFFE et al.,
2016). Também chamado de asbesto, o amianto ¢ uma fibra mineral que no Brasil foi utilizada
principalmente na mistura com cimento como matéria-prima de telhas e caixas d’agua
(KALINKE et al., 2018). A Organizagao Mundial da Satde (OMS), diante do elevado risco de
desenvolvimento de doencgas inflamatorias cronicas e carcinogénicas secundarias a exposi¢ao
ao amianto, alertou que o uso de qualquer tipo do mineral fosse banido no mundo (OLIVEIRA
etal., 2018).

No Brasil, os ministros do Supremo Tribunal Federal, em 29 de novembro de 2017,
declararam a inconstitucionalidade do artigo 2° da Lei Federal n.° 9.055/1995, que permitia a
utilizacdo do amianto do tipo crisolita, banindo em definitivo todas as formas do mineral na
industria brasileira (BRASIL, 1995). No entanto, segundo a Associacao Brasileira dos Expostos
ao Amianto (ABREA), a operagao de algumas empresas somente cessou em fevereiro de 2019
(ABREA, 2019). Esses dados sao alarmantes, pois informagdes obtidas pelo Boletim
Informativo do Amianto de 2007, do Departamento Nacional de Produ¢do Mineral, foi visto
que haviam cerca de 170 mil trabalhadores envolvidos na cadeia produtiva do amianto em 2006,
no entanto, esse namero seria bem maior se fossem considerados os trabalhadores expostos
indiretamente ao mineral (comércio, oficinas mecanicas, constru¢ao civil etc.) (BRASIL,
2017). Além da asbestose, do mesotelioma e do cancer de pulmao, o amianto pode causar cancer
de laringe, do trato digestivo, de ovério, além de espessamento da pleura e do diafragma, placas
pleurais, severos distirbios respiratorios e demais patologias associadas a ocorréncia de efusdo
pleural (INCA, 2018).

Nesse contexto, fica clara a importancia de uma abordagem rapida e bem direcionada
no tratamento de pacientes nas diferentes condigdes clinicas que envolvem as efusdes pleurais
reacionais. Apesar disso, enquanto diretrizes internacionais produzidas pela British Thoracic
Society e pela American Thoracic Society estabeleceram orientagdes aos profissionais de saude
na abordagem das efusdes pleurais malignas, o mesmo nao foi observado para as EPRs
(BINTCLIFFE et al., 2016). Assim, na auséncia de diretrizes oficiais nacionais e internacionais,
alguns centros médicos estabeleceram protocolos locais como uma alternativa de guiar
profissionais para um melhor acolhimento desses pacientes (COELHO et al., 2016;

HASHIZUME et al., 2017; DANTAS e REIS, 2018).
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2.2.1.1 Caracteristicas citologicas das EPRs

Como visto, as causas associadas as efusdes pleurais reacionais (benignas) sdo
multifatoriais, o que torna dificil pré-estabelecer uma tinica caracteristica citologica para esse
tipo de efusdo, pois cada patologia envolvida nessa condi¢cdo determina um comportamento
celular diferente na cavidade, variando consideravelmente a quantidade de células leucocitarias,
de células mesoteliais normais ou reativas (BINTCLIFFE et al., 2016; BEAUDOIN e
GONZALEZ, 2018).

No entanto, em algumas situacdes, a observagao das alteracdes citologicas pode fornecer
informagdes importantes que auxiliam na decisdo sobre exames complementares necessarios
para a rapida conclusdo do diagnostico. Por exemplo, o achado de um liquido neutrofilico
aumenta a suspeita de uma efusdo pleural parapneumonica (um processo agudo), enquanto o
perfil de um fluido predominante em linfocitos pode sugerir cancer ou tuberculose (um processo
cronico), de modo que exames laboratoriais para o diagnostico diferencial, tais como a
imunocitoquimica, tornam-se necessarios (PORCEL et al., 2017, LIGHT, 2006; CAGLE e
ALLEN, 2011; BINTCLIFFE et al., 2016). Outras alteragdoes celulares, como células
mesoteliais atipicas, sdo comuns nas efusdes associadas a processos cronicos, Como na cirrose,
em doengas inflamatorias pulmonares cronicas, no infarto pulmonar, em doencas vasculares do
colageno ou trauma produzido por lesdes no torax ou toracotomia (BATRA e ANTONY, 2015).
Além disso, células mesoteliais hiperplasicas, unicas ou agrupadas, presentes nesses liquidos
reacionais, podem apresentar atipias celulares semelhantes as células malignas, o que requer
um bom nivel de atencdo e capacitacao do analisador para fazer a distingdo morfologica entre
esses tipos celulares (BOSE, 2018).

Outra condicdo citoldgica observavel, porém, ndo muito comum, ¢ a infiltragdo de
eosindfilos no liquido pleural, também conhecida como efusdo pleural eosinofilica
(FERREIRO et al., 2011). Essa condicdo ¢ definida como uma efusdo que contém pelo menos
10% de eosinofilos, e sua incidéncia relativa foi estimada entre 5% e 16% dentre todos os tipos
de efusdes, mas o significado clinico e sua relacio com fatores de prognostico ainda
permanecem incertos (SHRESTHA et al., 2019). A efusdo pleural eosinofilica pode estar
associada a uma ampla gama de condigdes patoldgicas, incluindo infecgdes (por exemplo,
bacterianas, parasitdrias ou flngicas), doengas malignas, doencas autoimunes, reacdes
medicamentosas, embolia pulmonar, trauma no térax, entre outras (KRENKE et al., 2009).

A Figura 2 mostra algumas das diferentes apresentacdes citologicas que podem ser

observadas nas EPRs.
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Fonte: Adaptado de Nguyen (2009); Bose (2018); Evison ef al. (2015).
Avaliacao celular realizada por coloragdo de Papanicolaou em amostra de liquido pleural diagnosticadas
como reacionais. (A) Células mesoteliais hiperplasicas com nucleos levemente aumentados,
micronuicleos e um espago claro ou “janela” entre células adjacentes, presentes isoladamente e em
pequenos aglomerados, 40X; (B) Agrupamento maior de células mesoteliais hiperplasicas mostrando
atipia levemente nuclear com pequenos nucléolos, 40X; (C) Um aglomerado de células mesoteliais
altamente atipicas mostrando nucleos pleomorficos, proeminentes nucléolos e ligeira moldagem
nuclear, 40X; (D) Agrupamento de células mesoteliais benignas atipicas associadas a células
inflamatorias, 40X; (E) Células mesoteliais benignas contendo vactolos intracitoplasmaticos
degenerativos. Em destaque, sinalizada por uma seta vermelha, a imunomarcagdo mostra a auséncia de
expressdo para o anticorpo Ber-EP4, 40X; (F) Efusdo pleural eosinofilica induzida pelo uso do
medicamento olanzapina em um paciente idoso.

2.2.2 Efusoées pleurais malignas (EPMs)

As efusdes pleurais malignas, também denominadas de derrames pleurais neoplasicos,
sdo definidas como o acumulo de uma quantidade significativa de exsudato no espaco pleural,
acompanhado da presenca de células malignas ou tecido tumoral (TEIXEIRA et al. 2006;
PSALLIDAS et al., 2016). A EPM ¢ uma manifestacio comum em pacientes com doenca
metastatica e pode ocorrer em 15% dos pacientes com cancer (SKOK ez al., 2019).

Apesar da possibilidade de qualquer neoplasia maligna evoluir para um quadro de
EPM, certos tipos de tumores parecem ter atracdo metastatica para a pleura, particularmente os
tumores malignos de pulmio, de mama e linfomas, e, com menos frequéncia, as neoplasias
gastrointestinais e geniturindrias (ANTONANGELO et al., 2015; BROADDUS et al., 2017).

A cavidade pleural também pode ser afetada por neoplasias malignas da pleura, consideradas
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tumores primdrios, como o tumor fibroso solitdrio e o mesotelioma maligno. Entretanto, o
envolvimento metastatico ¢ considerado mais comum do que os tumores primarios (MAIJI et
al.,2013).

Ainda ndo estdo totalmente elucidados todos os mecanismos que envolvem a formagao
da efusdo em pacientes com diagnostico de EPM. No entanto, alguns pesquisadores atribuem
essa condi¢do ao bloqueio do fluxo linfatico, ocasionado pelo crescimento tumoral, o que
resultaria no comprometimento da absorcao do liquido pleural (SPELLA et al., 2015). Contudo,
o mesmo estudo verificou que esse nao seria o Unico mecanismo de formacao da efusdo, pois
embora muitos tumores causem obstrucao linfatica, foi observado que nem todos induziriam a
formacdo de efusdo maligna. Assim, outras pesquisas também atribuiram o fendémeno de
formacgdo da efusdo as células do sistema imunoldgico, tais como, granuldcitos, monocitos,
macrofagos, mastocitos, células linfoides e, possivelmente, outras células derivadas da medula
Ossea, como progenitores endoteliais e de fibroblastos, que atraidas para o espago pleural pela
sinalizagcdo de cé€lulas tumorais, induziriam a producao de substancias angiogénicas ¢ demais
processos inflamatérios importantes para a patogénese da EPM (GELTNER e ERRHALT,
2015; PSALLIDAS et al., 2016; DESAI e LEE, 2017).

Na pesquisa realizada por Agalioti et al. (2017), em camundongos também se observou
a influéncia do gene KRAS (Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog) mutado no
mecanismo de formacao das efusdes. Nesse estudo, as células malignas circulantes portadoras
do gene KRAS mutado, ao invadir a cavidade pleural através dos vasos sanguineos, regulariam
positivamente a produgdo do Ligante 2 de Quimiocina (CCL2), que na corrente sanguinea
ativaria células mieloides da medula 6ssea do individuo (considerados como hospedeiros) para
migrar para o espago pleural, assim iniciando um processo inflamatorio local que causaria o
acimulo anormal de liquido na cavidade e a consequente induzir a formagdo da EPM
(AGALIOTI et al. 2017). Assim, os achados em conjunto demonstraram que a formacgdo da
EPM constitui um fendmeno bioldgico complexo com diversas interagcdes entre as células
tumorais, células do sistema imunoldgico, células do microambiente pleural além do
envolvimento do sistema vascular. A Figura 3 mostra alguns desses fatores influenciadores do

processo de formacao das EPMs.
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Figura 3 — Mecanismos envolvidos na patogénese das EPMs.
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Fonte: Adaptada de Spella ef al. (2015)

As interagdes tumor-hospedeiro sdo consideradas pegas-chave na formagdo das
EPM. A sinalizagdo vasoativa e inflamatoria provocada pela interagdo entre as
células imunes e nmalignas induz mecanismos de angiogénese,
hiperpermeabilidade vascular, inflamagdo e recrutamento de novas células
hospedeiras no microambiente pleural, favorecendo o desenvolvimento de EPM.

Em algumas situagdes a efusao pleural pode ser o primeiro sinal da manifestacao da
doenga primaria, como observado em 15% dos pacientes diagnosticados com cancer de pulmao,
ou ainda, pode se desenvolver no decorrer da doenga, sendo observado em aproximadamente
50% desses pacientes (DERVEAUX et al., 2018). No caso dos pacientes diagnosticados com
neoplasia hematologica ou cancer de ovario foram observados melhores prognosticos quando
a efusdo se apresentou como a primeira manifestagao sintomatica em comparagao com aqueles
que desenvolveram a efusdo em alguma fase posterior (SKOK et al., 2019). No entanto,
independentemente do tempo de formagao da efusdo, a EPM ¢ universalmente um sinal de mau
prognostico, pois indica que a doenga primaria estd em estidgio avangado ou em progressao
(PORCELL et al., 2017). Desse modo, em algumas condi¢des o tratamento torna-se somente
paliativo, de maneira a aliviar os sintomas que influenciam na qualidade de vida do paciente,
como dispneia, tosse, fadiga, perda de peso e dor pleuritica (KARKHANIS e JOSHI, 2012).

A sobrevida média ap6s o diagnostico de uma EPM varia entre 3 e 12 meses, porém,
determinados fatores, como o tipo de cancer primario, as caracteristicas do tumor, a extensao
da doenca, comorbidades associadas e a constitui¢do celular do liquido pleural torna variavel o

prognostico para esses pacientes (DESAI e LEE, 2017). Assim, pesquisadores propuseram, no
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decorrer dos anos, uma série de critérios e parametros que pudessem auxiliar na melhor
aproximacdao de prognostico para os pacientes acometidos por uma EPM (MARTINEZ-
MORAGON et al., 1998; HEFFNER et al., 2000; PILLING et al., 2010, KAO et al., 2010).

Um dos critérios mais utilizados ¢ escala de desempenho ECOG (Eastern Cooperative
Oncologic Group) ou Performance de Zubrod, elaborada por Oken et al. (1982) que avalia a
progressdao da doenca e quantifica a extensdo do comprometimento da vida diaria do paciente,
utilizando um escore que varia de zero a cinco pontos, o que permite classificar o paciente com
o indice 0 (totalmente ativo, capaz de continuar todo o desempenho de pré-doenca, sem
restri¢ao); 1 (restrito para atividade fisica extenuante, porém capaz de realizar um trabalho de
natureza leve ou sedentaria); 2 (completamente capaz para o autocuidado, mas incapaz de
realizar quaisquer atividades de trabalho fora do leito por mais de 50% do tempo); 3 (capacidade
de autocuidado limitada, restrito ao leito ou a cadeira mais de 50% do tempo de vigilia); 4
(completamente limitado, nao pode exercer qualquer autocuidado; restrito ao leito ou a cadeira);
e 5 (obito) (OKEN et al., 1982; PEREIRA et al., 2014).

A partir desse estudo, outros pesquisadores também estabeleceram, em associagdo a
outros critérios, novas maneiras de se avaliar o prognostico de pacientes acometidos por EPM,
dentre os quais, Clive et al. (2014). Os autores desenvolveram e validaram um sistema de
pontuagdo conhecido como “escore de prognostico LENT” (referéncia as iniciais dos
parametros avaliados: lactato desidrogenase do liquido pleural, escore de desempenho ECOG,
razao neutrofilos/linfocitos e tipo de tumor), no qual um sistema de pontuagao de progndstico
¢ apresentado como uma ferramenta util para a previsao de sobrevida, logo, auxiliando nas
decisdoes de manejo clinico dos pacientes com EPM. Posteriormente, o estudo elaborado por

Skok et al. (2019) sumarizou e tabelou o escore LENT, conforme pode ser observado no Quadro

3.
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Quadro 3 — Escore de prognéstico LENT.

Varidveis Escore
Niveis de LDH no liquido pleural {IU/L)
L <1300 0
=1500 1
Ps ECOG
0 0
E 1 1
2 2
Jtod 3
B-N/L
N <0 1]
»>9 1
Tipos tumorais
T Tipos de fumores Mesoteliomas, 0
de baixo risco neoplasias hematologicas
Tip‘_Js de fumores Céaneer de mama_ cincer ginecoldgico, 1
de risco moderado carcinoma de células renais
Tipos de tumores Céancer de pulmdo 2
de alto fisco Outros tipos de fumores
Categorias de risco Total de pontos
Baixo risco 0al
Risco moderado 2a4
Alto risco sa7

Fonte: SKOK et al. (2019).

L - LDH; E - ECOG; N - razdo neutrofilos / linfocitos; T - tipo de tumor.

Com relacao a incidéncia das EPMs, estima-se que 150.000 novos casos ocorram
anualmente nos Estados Unidos e 100.000 na Europa (DONNENBERG et al., 2019; SKOK et
al., 2019). A Tabela 2, desenvolvida por Skok et al. (2019) a partir de dados sumarizados
publicados por Clive ef al. (2014), mostra a prevaléncia das EPMs nas doengas malignas obtidas
através de um estudo prospectivo com 789 pacientes de diferentes nacionalidades (221

pacientes do Reino Unido, 253 da Australia e 315 da Holanda) (CLIVE et al., 2014; SKOK et

al., 2019).

Tabela 2 — Caracteristicas gerais das neoplasias malignas mais comuns associadas as EPMs.

Sobrevida média

Tipo de cancer geral em dias Subtipo histologico Prevz;/lenma
(IC 95%) (%)
A ~ 74 (60 - 92) Adenocarcinoma de pulmao 29-37
Cancer de pulmao . .
Carcinoma de pequenas células 6-9
Céancer de mama 192 (133 - 271) Adenocarcinoma mamario 840
Cancer ginecoldgico 230 (97 - 279) Adenocarcinoma ovariano 18-20
61 (44 -73) Adenocarcinoma gastrico 2
Cancer gastrointestinal . Colorretal . !
Carcinoma de células renais 1
Adenocarcinoma pancreético 3
Neoplasias malignas 218 (160 - 484) Linfoma 3-16
hematoldgicas
Céncer de pele 43 (23-72) Melanoma 3-16
Mesotelioma 339 (267 - 422) Mesotelioma maligno 1-6
Sarcoma 44 (19-76) Sarcoma 1-3

Fonte: Skok et al. (2019).
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No Brasil, apesar da inexisténcia de levantamentos epidemioldgicos precisos, acredita-
se que o numero de pacientes acometidos por esse tipo de efusdo seja semelhante mesmo diante
das diferencas econdomicas entre esses paises (VAZ et al., 2006; BROADDUS et al., 2017). No
entanto, espera-se um aumento da incidéncia dos dbitos por mesotelioma maligno ou outras
neoplasias pleurais para a proxima década, particularmente entre os anos 2021-2026, quando
se completam aproximadamente 30 anos do pico de consumo do amianto no pais (ALGRANTI
et al.,2019). Um estudo elaborado por Kalinke et al. (2018) considera ainda o fato de que, em
2017, o Brasil era o terceiro maior produtor, consumidor e exportador mundial de crisétilo (uma
variacdo do amianto), e, a0 comparar as taxas de incidéncia de mesotelioma maligno nacionais
com as taxas mundiais, observou-se uma discrepancia de dados, indicando que possivelmente
as informagdes relacionadas a quantidade de casos de mesotelioma maligno e de 6bitos no
Brasil sdo erroneas. Logo, a previsao do pico do numero de casos de mesotelioma para as
proximas décadas justifica a preocupagdao com o conhecimento da quantidade real de casos no
pais (KALINKE et al., 2018).

Além disso, no Brasil, segundo estimativas elaboradas pelo Instituto Nacional de
Cancer José Alencar Gomes da Silva (INCA) para o biénio 2018-2019, foi prevista a ocorréncia
de 600 mil novos casos de cancer (para cada ano), sendo os canceres de prostata, pulmao, mama
feminina, colon e reto os mais incidentes (INCA, 2018). Ainda segundo registros do INCA, a
excecao do cancer de pele ndo melanoma, os tipos de cancer mais incidentes para os homens
foram prostata (31,7%), pulmao (8,7%), intestino (8,1%), estomago (6,3%) e cavidade oral
(5,2%), enquanto para as mulheres, os canceres de mama (29,5%), intestino (9,4%), colo do
utero (8,1%), pulmao (6,2%) e tireoide (4,0%) figuraram entre os principais.

Por regido geografica, o levantamento observou que as regides Sul e Sudeste
concentram 70% da ocorréncia de novos casos com um padrdo da incidéncia predominante para
os canceres de prostata e de mama feminina, bem como os canceres de pulmao e de intestino
(INCA, 2018). Nesse contexto, embora a efusdo pleural possa surgir secundariamente a
diferentes neoplasias, as causas mais comuns estdo associadas ao cancer de pulmdo (em
homens) e ao cancer de mama (em mulheres), ou seja, os tipos de neoplasias mais incidentes
no Brasil.

Dessa forma, fica clara a importancia da implantagdo de estratégias que auxiliem na
abordagem dos pacientes oncologicos, de maneira a definir ndo somente novas formas de
diagnostico precoce, como também intervencdes efetivas que previnam a progressao da doenga

neoplasica e, consequentemente, o avango das taxas de EPM (WAHLA et al., 2019).
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Nesse sentido, a EPM tornou-se um problema de satide publica mundial, visto ser um
agravante comum nos pacientes oncologicos e, portanto, com necessidade de elaboracdo de
diretrizes oficiais para guiar profissionais da saude quanto ao melhor manejo dessa condicao
clinica. Tendo em vista tal necessidade, no ano 2000 a American Thoracic Society publicou as
primeiras diretrizes para o gerenciamento das EPMs (ATS, 2000). Em 2010, novas diretrizes
foram publicadas pela British Thoracic Society, sendo ambas as publicagdes baseadas no
consenso de um grupo de especialistas internacionais da area que revisaram sistematicamente
dados obtidos da literatura (ROBERTS et al., 2010).

Desde a publicagdo das diretrizes da British Thoracic Society, surgiram varios outros
estudos grandes, multicéntricos e randomizados, bem como pesquisas que impactaram
substancialmente a maneira como os pacientes com EPM deveriam ser avaliados e tratados
(HOOPER et al., 2010; ARBER et al., 2013; SHAFIQ et al., 2015; BERTOLACCINI et al.,
2017). E assim, ap6s uma pesquisa elaborada pela European Society of Thoracic Surgeons
sugerir a necessidade de uma atualizacdo e revisao das diretrizes até entdo estabelecidas, a
American Thoracic Society, em conjunto com a Society of Thoracic Surgeons e a Society of
Thoracic Radiology, elaborou, em 2018, novas diretrizes oficiais com recomendagodes
atualizadas para orientar profissionais da saude/cuidadores quanto a melhor abordagem da
EPM, desde o momento do seu diagnostico até os melhores tratamentos e indicacdes que
objetivam a melhoria da qualidade de vida do paciente (SCARCI et al., 2017; FELLER-
KOPMAN et al., 2018).

2.2.2.1 Caracteristicas citologicas das EPMs

Conforme mencionado anteriormente, as EPMs sdo quase que exclusivamente (95%)
causadas por metdstases no espaco pleural. Cerca de dois tercos (70-77%) desse total sdo
classificados histologicamente como células procedentes de adenocarcinomas (LEPUS;
VIVERO, 2018). Dentre estes, os tipos mais comuns de neoplasias causadoras de EMP sao
pulmdo (37%), mama (16%), hematolégico (10%) e primario desconhecido (10%),
responsaveis por 50 a 67% de todas as EPM (MERCER et al., 2019; SKOK et al., 2019).

Ainda que o conteudo celular das efusdes pleurais malignas dependa da etiologia da
doenga, estas sdo compostas basicamente por proteinas serosas, células cancerigenas, células
imunes linfoides e mieloides (DONNENBERG et al., 2019).

Considerando a grande variabilidade de células metastaticas que podem invadir a

cavidade pleural, em certas situagdes podem ocorrer dificuldades para a distingao morfologica
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entre alguns achados citologicos presentes nas EPMs (ANTONANGELO et al., 2015;
BROADDUS et al., 2017). Os maiores desafios relatados estdo associados a distingdo entre
células de adenocarcinoma e o mesotelioma; hiperplasia mesotelial e o adenocarcinoma;
hiperplasia mesotelial e o mesotelioma; e, por fim, células linfoides reativas e os linfomas
(YAMAZOE et al., 2018). A Figura 4 mostra alguns exemplos das diversas apresentagdes

citoldgicas observaveis nas efusdes pleurais malignas.

Fonte: Adptado de Nguyen (2009), iCytholy (2014); Lazarchic e Davis (2010).

Amostras de liquidos pleurais corados em Papanicolaou. (A) Células epiteliais malignas e células
mesoteliais benignas. As células malignas estdo presentes como aglomerados coesos, indicadas por
setas pretas, 40x; (B) Arranjos celulares (indicados por setas pretas) caracteristicos do carcinoma de
mama, 40x; (C) Carcinoma de células escamosas metastatico de origem pulmonar, indicado por setas
pretas, e célula queratinizada atipica (indicada por seta vermelha), 40x; (D) Presenga de células tumorais
malignas de origem mesotelial dispostas em aglomerados e isoladas, indicadas por uma seta preta, com
células mesoteliais reativas, (indicadas por uma seta vermelha). Achados citologicos compativeis com
mesotelioma; (E) Amostra de liquido pleural com presenga de linfocitos maduros, eritrocitos e células
malignas de linfoma de grandes células B, indicadas por setas pretas, 20x; (F) Células procedentes de
um mesotelioma pleural maligno, indicadas por setas pretas, em amostra de liquido pleural.

Além disso, as apresentagdes citoldgicas observadas em liquidos pleurais benignos e
malignos, em algumas condig¢des, sdo extremamente semelhantes. Por exemplo, as efusdes
associadas a linfomas podem ser semelhantes as efusdes secundarias a tuberculose, ou seja, um
liquido predominantemente exsudativo e linfocitico (KIM et al., 2019). Assim, o baixo
rendimento citologico, visto em algumas situagdes, torna o diagnostico diferencial entre efusdes
benignas e malignas, por observagdes citologicas, extremamente dificil (AKTURK et al.,

2016). Por exemplo, as EPMs associadas a linfoma, em alguns casos, além de apresentarem um
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rendimento citologico relativamente menor em comparagao com outros tumores sélidos (como
o adenocarcinoma de pulmlo, por exemplo), possuem poucas células com alteragdes
morfologicas passiveis de distingdo. Em virtude disso, o liquido maligno assemelha-se
citologicamente a uma efusao pleural reacional, de modo que efusdes linfocitarias muitas vezes
necessitam de exames laboratoriais complementares para a conclusiao do diagndstico (ZHANG

etal., 2018).

2.2.3 Efusdes pleurais paramalignas (EPPs)

A efusdo pleural em pacientes com diagnostico de cancer, nem sempre ¢ um sinal de
metastase, mas € evidente que na maioria dos casos esta relacionado a doenga primaria (LARA
et al.,2017). Assim, um pequeno percentual de pacientes com neoplasia, pode desenvolver uma
efusdo devido a condi¢des ndao neoplasicas, tais como, insuficiéncia cardiaca, infec¢des e
hipoproteinemia (MEDENICA et al., 2018). Portanto, o termo “efusdo pleural paramaligna”
esta reservado para aquelas efusdes em que ndo ha um resultado direto do envolvimento
neopléasico com a pleura, e sim, como um efeito de condi¢cdes que atuam indiretamente no
espaco pleural, como a obstrucdo bronquica, infiltragdo de linfonodo mediastinal,
tromboembolismo ou sindrome da veia cava superior, além disso, também podem ser
resultantes de agdes da radioterapia ou uso de medicamentos como ciclofosfamida,
procarbazina, bleomicina ou metrotexato (medicamento utilizados no tratamento de alguns
tipos de neoplasias) (TEIXEIRA et al., 2006; LARA et al., 2017).

Desta forma, a distingdo diagnostica entre as efusdes malignas e paramalignas se torna
primordial, pois a estratégia terapéutica aplicada ¢ completamente diferente em cada uma
dessas situagdes, assim como o progndstico (MEDENICA et al., 2018). Portanto, nessas
condigdes ¢ imprescindivel uma avaliagdo clinico e laboratorial criteriosa para estabelecer a
correta etiologia e direcionar a melhor terapia, visto que ¢ a distingdo dos diferentes tipos de
efusdo que define entre um tratamento curativo ou paliativo (LARA et al., 2017).

Entretanto, ¢ importante ressaltar que resultados falso negativos ndo se caracterizam
como amostras paramalignas, e diante disto, estudos apontam que uma analise complexa,
incluindo diferentes abordagens de diagnéstico, poderiam refletir em resultados mais
fidedignos para as amostras de EPP (ZHANG et al., 2018; BEAUDOIN e GONZALEZ, 2018;
ZHOU et al., 2018; MEDENICA et al., 2018). Um estudo realizado por Bibby et al. (2018)
relatou que o acompanhamento de pacientes cujas bidpsias pleurais originais mostraram

pleurite inespecifica, descobriram que até 15% foram subsequentemente diagnosticados com
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malignidade pleural, mais frequentemente mesotelioma (BIBBY ef al., 2018). Assim, neste
mesmo estudo, foi indicado realizar bidpsias e coletas repetidas, para evitar estes falsos
resultados. Nesse contexto, estudos apontam que dentre as analises laboratoriais para o
diagnéstico diferencial entre EPM e EPP, a andlise citoldgica continua sendo o padrdo-ouro,
apesar da sensibilidade variavel (WU et al., 2017; BIBBY et al., 2018; MERCER et al., 2019).
Dados da literatura indicam que a analise citoldégica de um liquido pleural com suspeita
maligna, possui uma faixa de sensibilidade entre 40% a 87%, diante disso, algumas pesquisas
foram realizadas com o proposito de avaliar o volume ideal de liquido a ser encaminhado para
as analises citologicas, e assim, otimizar sua sensibilidade (ABOUZGHEIB et al., 2009;
HOOPER et al.,2010; SWIDEREK et al.,2010; THOMAS et al., 2011; ROOPER et al., 2014;
WU et al., 2017). No entanto, dentre os estudos avaliados, nenhum deles concluiu um volume
ideal exato, em geral, os volumes obtidos variaram entre 50 ml e 100 ml. Neste sentido, um
estudo elaborado por Lara ef al., (2017) indicou que a associagdao entre critérios clinicos,
radiografia de toérax, além das andlises obtidas a partir da toracocentese, seria uma boa
abordagem sistematica para distinguir efusdes reacionais, malignas ou paramalignas (LARA et
al., 2017). Assim como, resultados obtidos de estudos anteriores também mostraram que a
aplicacdo de tomografia computadorizada, tomografia computadorizada por emissdao de
positrons (PET), ultrassonografia de torax, cirurgia toracica video assistida (VATS) ou
toracotomia, seriam boas ferramentas para a distingdo entre os tipos de efusdes, quando
aplicadas em conjunto aos parametros avaliados por toracocentese (citologia e demais analises
laboratoriais) (BUGALHO et al., 2014; TREGLIA et al., 2014; PORCEL et al., 2015;
CAKMAK e DURKAN, 2017; PERIKLEOUS et al., 2017). No entanto, o estabelecimento do
diagndstico por imagem requer elevados recursos financeiros, tanto para aquisi¢do quanto para
manutengdo dos aparelhos, o que limita, em alguns locais, sua aplicagdo em conjunto com
outras analises no diagnostico das efusdes pleurais (AZEVEDO et al., 2016).

Assim, a auséncia de diretrizes com alternativas e informagdes mais integradas, com
respostas mais praticas e atualizadas que auxiliem os profissionais na melhor abordagem dos
pacientes com efusdo, propiciou o desenvolvimento de dados descentralizados, além de uma
escassez na literatura nacional sobre informag¢des importantes como incidéncia, prevaléncia e
protocolos no estudo das efusdes no Brasil. Acredita-se que o desenvolvimento destes estudos
poderiam proporcionar a evolucdo de diagndsticos mais rapidos, terapias mais direcionadas,
consultas médicas mais informadas e uma visao geral mais clara das necessidades geradas nesta

area no decorrer dos anos.
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2.2.3.1 Caracteristicas citologicas das EPPs

No estudo citolégico das EPP a principal caracteristica observada ¢ que nio sio
encontradas células neopldsicas malignas no liquido avaliado, pois como visto, apesar deste
tipo de efusdo estar associado a pacientes com diagnostico de neoplasia, essas células nao
invadiram a cavidade pleural (TEIXEIRA ef al., 2006). Desta forma, estes liquidos estdo mais
relacionados as causas reacionais do que malignas e, portanto, podem ser caracterizados
citologicamente semelhantes aos liquidos procedentes de EPR (MEDENICA et al., 2018).
Deste modo, assim como nas efusdes reacionais, estes liquidos ndo possuem uma Unica
caracteristica citoldégica e podem variar consideravelmente a quantidade de células
leucocitarias, de células mesoteliais normais e reativas (BINTCLIFFE et al., 2016;
BEAUDOIN e GONZALEZ, 2018; MEDENICA et al., 2018).

Nestas condi¢des, como sera visto mais adiante, ¢ comum que células mesoteliais
apresentem alteracoes reativas devido a grande variedade de estimulos e lesdes que
normalmente podem ocorrer neste quadro clinico (SUBBARAYAN et al., 2019). O que se
observa, em algumas dessas situacdes, sdo células mesoteliais com elevada capacidade de
proliferacao celular somadas as alteragdes nucleares e citoplasmaticas que podem se assemelhar

a morfologia das células malignas (YAHYA et al., 2013).

Figura 5 - Exemplo citolégico observado em uma amostra com diagnostico de EPP.

k.

Fonte: Shield et al., (2017).

(A) Amostra de liquido pleural benigna coradas em Papanicolaou (40x) de uma paciente com historico de
carcinoma de mama. Observa-se (indicadas por setas pretas) células mesoteliais reativas formando
pequenos grupos celulares, que se assemelham a células malignas (B) Mesma amostra da paciente descrita
na imagem (A) porém utilizando coloracao de Diff-Quik.

No entanto, ressalta-se que conclusdes diagnosticas obtidas a partir das observagdes

citoldgicas destes liquidos, devem ser avaliadas com cautela. Um estudo realizado por Akturk
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et al., (2016) concluiu que o calculo da razdo entre a quantidade de neutrofilos e linfocitos,
empregada algumas vezes como parametro de prognoéstico, pode ter utilidade no diagnostico
diferencial entre efusdo secundaria a tuberculose, mas nd3o entre efusdes malignas,
parapneumonicas ou paramalignas (AKTUK et al., 2016). Nao diferente, um estudo realizado
por Cakmak e Durkan (2017) também nao observou diferengas estatisticas entre a quantidade
de leucocitos em efusdes malignas e paramalignas (CAKMAK e DURKAN, 2017). Além disso,
as ce¢lulas mesoteliais reativas atipicas podem ser uma armadilha para um diagndstico falso
positivo de malignidade (SUBBARAYAN et al., 2019). Portanto, assim como nas demais
efusodes, a citologia das EPP requer uma andlise complexa e criteriosa, para evitar a liberagao
de falsos resultados que acarretem consequéncias sérias no tratamento dos pacientes com

diagnostico de efusao pleural (MEDENICA et al., 2018).

2.2.4 Efusdes pleurais de origem indeterminada (EPI)

O diagndstico de uma efusao pleural de origem indeterminada ¢ considerado umas das
tarefas mais dificeis e complicadas da area médica, tanto clinica, quanto laboratorial. (CHEN
et al., 2018). Genofre et al., (2006) definiu como EPI aquelas efusdes em que permanecem sem
diagnostico etioldgico definido mesmo depois de aplicados todos os métodos de diagnosticos
disponiveis (GENOFRE et al., 2006). Enquanto um estudo elaborado por Ferreiro et al. (2017)
caracterizou uma EPI quando a etiologia da efusdao permanecer desconhecida mesmo apds uma
revisdo completa da historia clinica e aplicagao de exames de imagem do térax, analise do
liquido pleural e exames de sangue (FERREIRO et al., 2020).

Assim, existem varios fatores que podem contribuir para a dificuldade em estabelecer a
etiologia das EPI, como por exemplo, a variacdo da sensibilidade das técnicas de diagndstico
atualmente disponiveis, etiologias menos comuns que podem ser negligenciadas, como no caso
de efusodes secundarias ao extravasamento do liquido cefalorraquidiano que mesmo sendo raro,
uma vez que se suspeite, pode ser rapidamente confirmado pela presenca da beta-2 transferrina
no liquido pleural, além de uma variedade de doengas gastrointestinais, especialmente
pancreatite e fistulas pancreéticas pleurais que apesar de estarem associadas as efusdes, podem
ser negligenciadas nas avaliagdes clinico-laboratoriais (PANJWANI e ZAID, 2017;
FERREIRO et al., 2020).

A EPI pode se resolver espontaneamente ou assumir um carater persistente,
necessitando entdo de uma rotina de investigacao que deve ser iniciada pela revisao de todas as

informacgdes presentes no prontuario, considerando até mesmo a coleta de novos exames e
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realizacdo de procedimentos habitualmente nio utilizados para a investigacdo de efusdes
pleurais de etiologia mais comum (GENOFRE et al., 2006). Dados da literatura indicam que
um dos fatores primordiais a serem considerados diante de uma EPI ¢ avaliar as caracteristicas
bioquimicas do liquido para definir seu carater transudativo ou exsudativo, ¢ assim, a partir
dessas avaliagdes ser possivel estabelecer uma conduta clinica com informagdes suficiente que
possam auxiliar no diagnostico laboratorial (LIGHT, 2006, PORCEL et al., 2015; FERREIRO
et al., 2020). O Quadro 4, elaborado por Light, listou as doencas mais associadas ao
desenvolvimento de uma EPI, organizadas de acordo com a classificacdo das efusdes em

transudatos e exsudatos.

Quadro 4. Lista de doengas com maior probabilidade de associacao com as EPI.

EFUSOES PLEURAIS EFUSOES PLEURAIS EXSUDATIVOS

e Extravazamento do liquido
cefalorraquidiano para a pleura

e Tuberculose

e Embolia pulmonar
e Infeccdo por fungos
e Pseudocisto

TRANSUDATIVAS
e Insuficiéncia cardiaca congestiva e Neoplasias e Sindrome de Meigs’
e Cirrose malignas e Sindrome de
e Sindrome nefrética e Pneumonia hiperestimulagdo ovariana
e Urinotorax (especialmente e Pleurite reumatoide
e Mixedema anaerobica) e Lupus eritematoso

e Doengca pleural induzida por
drogas

e Derrame pleural de amianto
e Sindrome das unhas amarelas

pancreatico e Uremia
® Abscesso intra- ® Quilotérax
abdominal e Pscudoquilotérax

e Doenga pericardica

Fonte: Adptado de Light, (2006).

Por fim, como visto, as analises para a conclusdo do diagnostico em algumas condigdes
ainda ¢ um problema na pratica clinica, sobretudo no que diz respeito as EPI (CHEN et al.,
2018; DIXIT et al., 2017; ASCIAK ¢ RAHMAN, 2018). E assim, as etapas adicionais
necessarias para a resolucdo destes casos afeta diretamente na vida destes pacientes, pois foi
observado que o tratamento precoce de uma efusdo reacional ou paramaligna diminui a
possibilidade de complicacdes e tende a ser curativo, enquanto que o tratamento precoce de
uma efusdo maligna pode proporcionar um aumento na qualidade de vida dos individuos com
neoplasia, deste modo, estudos reportam que existe uma associagdo direta entre o diagnodstico
rapido e preciso, e o sucesso terapéutico (FERREIRA et al., 2006; MEDENICA et al., 2018;
LARA et al., 2017; CARRINGTON e KRUSE, 2019; BERTHOLD e WELTE, 2019). No
entanto, para isso, ha necessidade de profissionais bem informados e capacitados, além da
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utilizagdo de um conjunto de técnicas que proporcionem essa agilidade diagnostica (TEIXEIRA
et al., 2006; KARKHANIS e JOSHI, 2012; AKULIAN ¢ FELLER-KOPMAN et al., 2018; HE
e OH, 2018, ZHOU et al.,, 2018; BEAUDOIN e GONZALES, 2018). No entanto, as
informagdes disponiveis sobre a melhor abordagem dos diferentes tipos de efusdo, ainda sdo
descentralizadas, em algumas situagdes, estdo desatualizadas, o que dificulta o estabelecimento
de diretrizes oficiais, nacionais e internacionais, que orientem os profissionais da satde sobre
melhor manejo desses pacientes (HOOPER et al., 2010; KARKHANIS e JOSHI, 2012;
ASCIAK e RAHMAN, 2018; FELLER-KOPMAN et al.,2018; RAKESH e GELZINIS, 2019).
Diante disso, a partir de dados obtidos da literatura, sumarizamos a seguir, as principais etapas
de avaliagdo dos liquidos pleurais utilizadas no diagnéstico diferencial entre EPR, EPM e EPP,

e resolugdo de possiveis EPIs.

2.3 DIAGNOSTICO E ANALISE LABORATORIAL DOS LIQUIDOS PLEURAIS

O diagnostico da efusdo pleural geralmente se inicia através de um exame fisico em
conjunto com exames de imagem (PORCEL et al, 2015). Assim, uma vez confirmada a efusao,
a etapa subsequente consiste na analise do liquido a fim de avaliar suas caracteristicas fisicas,
bioquimicas e citopatologicas, e assim, ser possivel definir sua etiologia para prosseguir para a
terapia mais adequada (HE e OH, 2018). Além da aplicagcdo dos exames clinicos ¢ de imagem
para confirmar a presenga anormal de liquido na cavidade, a anamnese inicial € considerada um
dos passos mais importantes para se buscar elementos que corroborem com alguma hipdtese
diagnoéstica (FELLER-KOPMAN et al., 2018). Desse modo, a histéria do paciente pode
orientar na melhor escolha de exames que podem ser solicitados para auxiliar no diagndstico
diferencial (BEAUDOIN e GONZALEZ, 2018). Portanto, nesta etapa de coleta de dados, deve-
se realizar uma avaliacdo dos medicamentos utilizados, fatores de risco, como por exemplo,
para tuberculose, além de identificar sintomas sugestivos de infecgdo respiratoria, doenca
maligna, doengas autoimunes, bem como doengas cardiacas, hepaticas ou renais (ZHOU et al.,
2018) Além disso, deve-se avaliar a histéria ocupacional completa do individuo, com
questionamentos especificos sobre a exposi¢cdo ao amianto pois, como visto, mesmo diante de
uma exposi¢cdo minima ao mineral, foram observadas pré-disposi¢des ao desenvolvimento de
diversos tipos de cancer mesmo décadas apos o fim da exposicdo (OLIVEIRA et al., 2018).

Em seguida a anamnese e aos exames de imagem, realiza-se a coleta do liquido da
cavidade, que pode ser obtido por toracocentese ou drenagem tordcica durante a toracoscopia,
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pleuroscopia ou toracotomia (RODRIGUEZ-PANADERO et al., 2006). Nao ha dados precisos
quanto ao volume exato a ser enviado para as analises laboratoriais, a American College of
Physicians Health and Public Policy Committee indicou um volume de 50-100 ml para que
sejam realizadas as andlises citologicas. Nao diferente, a British Thoracic Society recomendou
ndo menos que 50 ml para as analises citoldgicas. Enquanto um estudo elaborado por Swiderek
et al. (2010) que dividiu o liquido pleural coletado em aliquotas de 10 ml, 60 ml ¢ > 150 ml,
concluiu que um volume de 60 ml seria o mais adequado para diagnosticar uma EPM. Em
contrapartida, Thomas et al. (2011) relataram 25-50 mL de liquido foram adequados para
diagnosticar derrame pleural maligno. Por outro lado, um estudo retrospectivo realizado por
Rooper et al. (2014) indicou 75 mL como volume minimo a ser encaminhado para as anélises
citologicas (HOOPER et al., 2010; SWIDEREK et al., 2010; THOMAS et al., 2011; ROOPER
etal.,2014; WU et al., 2017, FELLER-KOPMAN et al., 2018). Portanto, como pode ser visto,
nao ha diretrizes oficiais que estabelegam um volume exato a ser encaminhado para cada anélise
laboratorial, no entanto, a partir destes dados, estipula-se que o ideal ¢ encaminhar pelo menos
50 ml de amostra para as analises citologicas, visto que sdo estas primordiais para o diagnéstico
diferencial das efusoes pleurais (MERCER et al., 2019).

Em continuidade as avaliagdes, segundo um estudo elaborado por Comar et al. (2008)
o ideal ¢ que as amostras sejam coletadas em tubos diferentes para serem encaminhados para
os diferentes setores que constituem um laboratorial de analises clinicas, assim, seria um tubo
para as avaliagdes microbiologicas, citoldgicas e bioquimicas e, no caso de a amostra ser
encaminhada em apenas um tubo, esta deve ser destinada primeiramente para analises
microbiologicas, seguida das analises citologicas e, por tltimo, analises bioquimicas, evitando
desta forma, contaminagdes externas que possam influenciar nos resultados das analises
microbioldgicas e perdas celulares, no caso das andlises citologicas (COMAR et al., 2008).

A Figura 6 mostra um fluxograma resumindo as principais etapas realizadas para o
diagnostico diferencial das efusdes pleurais, obtidas a partir de informacdes da literatura
(COMAR et al., 2008, KARKHANIS e JOSHI, 2012, HE ¢ OH, 2018, ZHOU et al., 2018;
BEAUDOIN e GONZALEZ, 2018; ASCIAK ¢ RAHMAN, 2018; FELLER-KOPMAN et al.,
2018; RAKESH e GELZINIS, 2019).
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Figura 6 - Fluxograma das etapas de analise dos liquidos pleurais.
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As andlises microbioldgicas sdao importantes para o tratamento dos casos
classificados como EPRs, no entanto ressalta-se que os métodos convencionais utilizados nesta
etapa, tais como coloragdo por Ziehl-Neelsen ou cultura para a caracterizagdo
bacteriana/fingica, no liquido pleural ou da bidpsia pleural, ndo devem ser realizados como
diagnostico diferencial (ZHANG et al., 2018). Enquanto as avaliagdes bioquimicas, como a
dosagem de proteinas totais, LDH, glicose, triglicerideos, pH e demais parametros, auxiliam na
distingdo entre transudatos e exsudatos, sendo consideradas importantes ferramentas na
distin¢do e caracterizacdo das efusdes (CHUBB e WILLIAMS, 2018).

Com relagdo aos diagnosticos moleculares, o fato que nem todos os laboratorios
possuem o suporte necessario para o estabelecimento de técnicas moleculares, tais como,
hibridizacao fluorescente in situ (FISH), hibridiza¢do in situ por prata (SISH) ou técnica de

reacdo em cadeia da polimersae (PCR), limita a aplicabilidade destes testes na rotina
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laboratorial (TURCHETTO-ZOLET et al., 2017). Apesar disto, estudos reportaram a aplicagao
destes e de outros testes moleculares na detecgdo de mutagdes genéticas uteis no diagnostico
diferencial das efusdes (OH et al., 2016; CARTER et al., 2017; AGALIOTI et al., 2017; LIU
etal., 2018).

Em contrapartida, a anélise citologica do liquido pleural obtido por toracocentese € o
método mais aplicado na rotina laboratorial (MERCER et al., 2019). Isto porque, a deteccio de
células neoplésicas apenas pela citologia do liquido mostrou vantagens econOmicas, boa
especificidade, simplicidade técnica, além de poupar os pacientes de investigagdes mais
invasivas (DIXIT et al., 2017, ARNOLD et al., 2018, RAKESH e GELZINIS, 2019).

Neste sentido, tendo em vista que o foco deste trabalho ¢ a detec¢do de células malignas
no liquido pleural, esta revisao foi direcionada para o estudo das andlises citologicas das efusdes

pleurais.

2.3.1 Analises citologicas dos liquidos pleurais

Por mais de um século, o diagnostico de neoplasias pelo achado de alteragdes celulares
em liquidos pleurais vem sendo realizado, mostrando ser um método de alta especificidade
diagnostica (MERCER et al., 2019). Em muitas ocasides identifica neoplasias, sugerindo o sitio
primario, antes que o mesmo tenha sido detectado (LONGATTO-FILHO et al, 1999). No
entanto, sua sensibilidade variavel ¢ uma de suas desvantagens, pois pode influenciar no tempo
de liberagao dos resultados, o que acarreta em atrasos na decisdo de novas investigacdes, além
disso, a taxa de confiabilidade ¢ dependente da extensdo da doenca, do seu tipo histologico
(maior no adenocarcinoma e menor no mesotelioma) e da habilidade de andlise do citologista
(ARNOLD et al., 2018, RAKESH e GELZINIS, 2019). Outra desvantagem ¢ que as analises
citoldgicas nos liquidos pleurais podem apresentar algumas dificuldades, como por exemplo,
nos casos em que o nimero de células ¢ muito pequeno, ou quando problemas na coleta ou no
processamento da amostra, resultam em células com diversas alteracdes morfologicas
(MICHAEL e DAVIDSON, 2016).

Assim, para evitar essas ocorréncias ¢ recomendado que a andlise citologica do liquido
pleural seja iniciada imediatamente apos sua coleta, e caso ndo seja possivel, a amostra deve
ser refrigerada entre 2 °C e 8 °C, durante no maximo 24 horas (ANTONANGELO e

CAPELOZZI, 2006). Também ¢ indicado que amostras coaguladas, envelhecidas ou sem a
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correta identificacdo sejam rejeitadas para as analises citoldgicas, visto que podem induzir a
falsos resultados (COMAR et al., 2008).

Com relagdo a preparacao das laminas para a realizagdo das andlises citologicas, estas
podem ser obtidas utilizando centrifugacdo convencional, citocentrifugagdo, cells blocks
(amostra blocada em parafina) ou ainda filtros Milipore® da amostra coletada
(NEGROMONTE-FILHO, 2011). A técnica de coloragdo geralmente estabelecida ¢ a
coloragdo por Papanicolaou (PAPANICOLAOQOU, 1942), porém Longatto-Filho ef al. (2001)
considera a utilizagdo da coloragdo hematologica ou coloragdo por Giemsa, também seja
empregada, pois facilitaria a visualizacdo de células procedentes de neoplasias hematologicas,
enquanto Papanicolaou seria mais adequado para a observagdao de células procedentes de
tumores s6lidos (LONGATTO-FILHO et al., 2001). Naylor, (2008) também recomenda que
para a coloragdo de amostras processadas por cells blocks a lamina seja corada por
Hematoxilina-Eosina (H&E) (NAYLOR, 2008). Diante disto, visto que na rotina laboratorial
dos laboratorios de patologia, as amostras sdo comumente preparadas por cell block e
citocentrifugacao, as coloracdes mais aplicadas sao Papanicolaou e H&E (Figura 7) (MIYOSHI

etal. 2016)

Figura 7 - Achados citoldgicos e histologicos em paciente com efusao pleural, exemplificando
células coradas em Papanicolaou e H&E.

A

Fonte: Assawasaksakul ef al. (2017).

(A) A amostra citologica demonstra adenocarcinoma metastatico com células tumorais dispostas em configura¢do
tridimensional (coloragdo de Papanicolaou, x 400); (B) bloco celular correspondente se¢do do mesmo paciente
(coloragdo com H&E, x 400).

No entanto, mesmo obedecendo as condi¢des exigidas para uma analise citologica
adequada, frequentemente sdo encontrados casos de efusdo pleural de dificil distingdo, quando
se utiliza apenas amostras coradas por Papanicolaou e H&E — (TEIXEIRA, et al., 2006;
KUMMAR et al., 2016). Os relatos mais comuns encontrados pelos citopatologistas ¢ a

dificuldade em distinguir células mesoteliais benignas atipicas das células metastaticas de
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adenocarcinoma (SHIELD et al., 2017, SUBBARAYAN et al., 2019). O fato ¢ que o mesotélio
benigno sofre inlimeras alteragdes arquiteturais e celulares em reagdo aos numerosos estimulos;
por outro lado, células malignas bem diferenciadas podem mascarar-se como células benignas
(YAHYA et al., 2013). A Figura 8 mostra um exemplo de apresentagdo citologica de células

mesoteliais benignas atipicas e células metastaticas de adenocarcinoma.

Figura 8 — Semelhangas morfoldgicas entre EPR e EPM.
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Fontes: Shield et al. (2017), Firat, (2018).
Amostra de liquido pleural coradas utilizando a coloragdo de Papanicolaou, 40X (A) Células
mesoteliais reacionais (indicadas por uma seta preta); (B) Células metastaticas de adenocarcinoma

de pulmao em uma amostra de liquido pleural. Observam-se células malignas dispersas, uniformes
e de tamanho semelhante as células mesoteliais (indicadas por setas pretas).

&

Além disso, apesar das neoplasias envolverem diferentes tipos celulares, muitas vezes
suas apresentacoes citoldgicas sao semelhantes e, portanto, fazer o diagnostico apenas por
critérios morfoldgicos torna-se inviavel (CIBAS, 2009). Diante disso, a aplicagdo de técnicas
complementares se faz necessario, € assim, analises citoldgicas em determinadas situagdes sao
suplementadas com emprego de outras técnicas, tais como, citoquimica, imunocitoquimica,
citogenética ou biologia molecular (KOSS, 2006). Dentre estas, a mais utilizada na rotina
laboratorial ¢ a imunocitoquimica, por ser uma técnica relativamente simples, confiavel e
amplamente utilizada para determinar a origem do tecido neopldsico e investigar o

comportamento ou a progressao de uma determinada neoplasia (YAHYA et al., 2013).
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2.3.2 Imunofenotipagem por imunocitoquimica (ICQ)

A imunocitoquimica ¢ uma técnica que tem como fundamento a utiliza¢ao de anticorpos
contra uma proteina que se pretende identificar e localizar em uma determinada célula
(BACARELLI et al., 1995). Essa proteina, considerada um antigeno, ap6s passar pela marcagao
com o anticorpo, permite caracterizar fenotipicamente a célula suspeita (WERNER, 2005).
Assim, a imunocitoquimica € uma técnica de imunofenotipagem que permite a identificagdo e
caracterizacdo de um subconjunto de célula com base em diferentes tipos de antigenos
expressos na superficie, no citoplasma ou no nucleo celular (WANG e HERVE, 2017). Na
verdade, o termo imunocitoquimica estd associado a uma série de metodologias que usam
imunoensaios para localizar um epitopo de interesse em esfregacos citologicos, preparagdes
citocentrifugadas (como por exemplo, cytospin®) ou preparagdes monocamada (como por
exemplo, Thinprep®) (FERRO, 2014). Com isso, ¢ possivel identificar e classificar células
especificas dentro de uma populagao celular morfologicamente heterogénea, ou aparentemente
homogénea (CAPELOZZI, 2009).

Uma vez que os anticorpos, como proteinas que sdo, nao possuem cor propria nem outra
forma de serem visualizados nas preparagdes citologicas ou histologicas (neste caso,
denominada de imuno-histoquimica), ¢ necessario a utilizagdo de substancias que os tornem
visiveis quando se encontram ligados aos antigenos (FERRO, 2014). Assim, a observagao do
complexo antigeno-anticorpo € possivel pela adi¢do de um fluorocromo ou alternativamente
uma enzima, que quando conjugado ao anticorpo, pode ser observado ao microscopio
(RENSHAW, 2016). O Quadro 5 mostra os diferentes tipos de substancias que podem ser

utilizadas como fluoréforos visiveis a reagao.
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Quadro 5 — Classificacdo e exemplos de substincias fluoroforas utilizadas na
imunocitoquimica.

Grupo Exemplo

Compostos fluorescentes Isotiocianato de Fluoresceina (FITC)

Isotiocianato de Rodamina

Enzimas Peroxidase

Fosfatase alcalina

Ferritina

Metais pesados Ouro coloidal

14C

Compostos Radioativos

3SS

Fonte: Ferro (2014).
14C:Carbono-14; **S: Enxofre

Assim, para a formagdo do complexo antigeno-anticorpo-floruéforo, a amostra de
liquido pleural € previamente preparada, por centrifugagdo ou por confeccao de cellblock, para
em seguida, aderida a uma lamina de vidro, ser marcada, direta ou indiretamente com o
fluoroforo que permita a visualizagdo anticorpo que se deseja detectar o antigeno, como
exemplifica a Figura 9 (A-B) (BURRY, 2011). Na marcagao direta, ¢ utilizado somente um
anticorpo primario que ja estd conjugado com um marcador (florescente) (Figura 9-A), este
tipo de marcagdo tem como vantagem a simplicidade e a rapidez do processamento, €, como
desvantagem, a pouca ampliacao de sinal, pois somente existe uma molécula de marcador por
molécula de antigeno (FERRO, 2014). Enquanto na marcacao indireta, o anticorpo primario
que se liga ao antigeno, necessita de um anticorpo secundario, o qual estard marcado com a
substancia que permite a visualizagdo do complexo (Figura 9-B). Neste tipo de marcagdo, a
vantagem ¢ ser mais sensivel do que o método direto, pois hd um maior nlimero de moléculas
de marcador por cada molécula de antigeno, enquanto sua desvantagem esta no fato de ser mais
demorado e complexo do que o método direto (FERRO, 2014).

A visualizacdo do complexo antigeno-anticorpo-floruéforo também pode ser realizada
pelo método peroxidase anti-peroxidase (PAP). Neste método sdo utilizados trés tipos de
reagentes sdo eles, um anticorpo primario que se liga ao antigeno, um anticorpo secundario,
que funciona como uma ponte para o complexo PAP, responsavel pela visualizagdo da reacdo

(Figura 9-C).
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Figura 9 — Tipos de marcagdo empregadas na imunocitoquimica.
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Fonte: Adaptado de: Abcam® ¢ FERRO (2014).

C Célula

(A) Marcacdo imunocitoquimica direta, no qual, o anticorpo possui o marcador que se liga diretamente ao
antigeno; (B) Marcagdo imunocitoquimica indireta, no qual, sdo utilizados anticorpos secundarios para detecgdo

de antigenos; (C) Marcagdo imunocitoquimica pelo método Peroxidase-Anti-Peroxidase (PAP).

Assim, além de todo cuidado técnico necessario para que as reagdes por
imunocitoquimica sejam de qualidade e possam ser interpretadas da maneira correta pelo
patologista, a fase de escolha dos anticorpos a serem aplicados, apds a analise da lamina corada
em H&E ou Papanicolaou, ¢ igualmente importante (WERNER et al., 2005).

No entanto, ndo foram encontrados na literatura, diretrizes oficiais que estabelecam
quais anticorpos devem ser utilizados para cada suspeita clinica no diagnostico das EPMs
metastaticas, ou seja, ndo ha um consenso sobre quais marcadores devem ser utilizados para
cada tipo de cancer. Porém, j4 ¢ reconhecido que alguns antigenos sdo expressos em
determinados tipos celulares, caracterizando a origem histoldgica, e assim, definir mais
precisamente o diagnodstico e a conduta a ser realizada (KARPATHIOU et al, 2015). Por
exemplo, anticorpos especificos para filamentos intermediarios mostraram ser eficazes no
auxilio ao diagnodstico das EPMs metastaticas, isso porque, as células procedentes de tumores
solidos frequentemente contém filamentos intermedidrios caracteristicos da sua célula de
origem (MACHADO e FIGUEIREDO, 1996). E o caso da expressdo de citoqueratinas,
detectadas por imunocitoquimica, que podem indicar uma origem epitelial (carcinoma),
enquanto a desmina, outro tipo de filamento intermediario, ¢ especifica para neoplasias de
origem muscular (ABBAS, 2015).

Deste modo, diante da ampla diversidade de células neoplasicas que podem invadir a

cavidade pleural, e consequentemente, das diferentes apresentagdes fenotipicas expressas por
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essas células, direcionou-se esta revisao para a caracterizagdo fenotipica das células neoplasicas
mais associados as EPM, que sdo cancer de mama, pulmdo e neoplasias hematoldgicas

(MERCER et al., 2019; SKOK et al., 2019).

2.3.2.1 Caracterizagdo fenotipica do cancer de mama para o diagnostico de EPM

Um tecido glandular normal da mama ¢ composto por trés tipos de células que
expressam diferentes subconjuntos de proteinas: luminal, basal e mioepitelial (ZAHA, 2014).
As células luminais expressam citoqueratinas (CK 7, 8, 18, 19), antigeno da membrana epitelial
(EMA), antigeno da membrana do glébulo de gordura do leite (MFGM), a-lactalbumina,
receptor de estrogénio (RE) e receptor de progesterona (RP). As células mioepiteliais
expressam CKs do tipo basocelular e marcadores especificos: actina do musculo liso, calponina,
S100 e p63, enquanto os tipos celulares basais expressam diferentes citoqueratinas (5/6, 14, 17)
(ZAHA, 2014; WEIGAND et al., 2016). Células neoplasicas podem surgir de qualquer um
desses tecidos, assim, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) lancou em julho de 2012 a 4°
edicao da Classificagdao dos Tumores de Mama, onde, nesta edicao foram reclassificados cerca
de 20 subtipos histologicos de cancer de mama, além de sugeridos novos escores para avaliagao
por imuno-histoquimica de receptores hormonais de estrogénio (ER) e progesterona (PR), além
do receptor do fator de crescimento epidérmico humano 2 (HER-2) (GOBBI, 2012).

Assim, considerando que a base de classificagdo desses tumores € a expressao de destes
receptores hormonais e da expressao de HER-2, as células procedentes de tumores malignos da
mama, podem ser identificadas nas amostras de efusdo pleural pela expressao de ER, PR e
HER-2 (FRANCIS et al., 2016).

No entanto, a expressao dos receptores hormonais (ER e PR) ndo ¢ especifica somente
das células mamarias, sendo também observados em células metastaticas de carcinoma
originarios dos orgdos reprodutores feminino, assim como a expressdo do antigeno HER-2
também pode ser observada em células do trato digestivo (estomago) (ABRAHAO-
MACHADO; SCAPULATEMPO-NETO, 2016). Dessa forma, a utilizagao desses marcadores
ndo ¢ recomendada em suspeitas clinicas que necessitam da distingdo desses tipos histologicos
(FRANCIS et al., 2016). Além disso, algumas células metastaticas de origem mamadria podem
ter o fenotipo triplo negativo, ou seja, ndo expressam os antigenos ER, PR e HER-2, e
consequentemente, podem gerar resultados falsos negativos (PALA et al., 2012). Apesar de nao
haver diretrizes oficiais com orientagdes especificas sobre a melhor abordagem das EPMs

secundarias ao cancer de mama, as diretrizes elaboradas pela American Society of Clinical
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Oncology/College of American Pathologists (ASCO/CAP) com especificagdes para o
diagnéstico de cancer de mama, recomenda que a detec¢do dos receptores hormonais (RE e RP)
e do HER-2, sejam sempre incluidos nos testes laboratoriais das amostras de tecidos suspeitos
de recorréncia ou amostras com suspeitas de metastases em pacientes com cancer de mama,
portanto, podem ser consideradas como amostras suspeitas de lesdes metastaticas, os liquidos
pleurais com suspeita de EPM (HAMMOND et al., 2010). Esta recomendacao se baseia no fato
de que podem ocorrer mutagdes genéticas durante o progresso do tumor primario que podem
influenciar no tratamento da doenca (MATSUI et al., 2019).

Além destes marcadores, outros anticorpos podem ser utilizados contra os antigenos
expressos em células mamadrias, o que permite sua caracterizacao e posterior identificagdo em

sitios metastaticos (ver Quadro 6) (ZAHA, 2014; MAGLA et al., 2017).

Quadro 6 — Resumo de alguns marcadores aplicados no diagndstico diferencial das EPMs.

MARCADOR (anticorpos) PADRAO DE FINALIDADE

EXPRESSAO
Marcagdo mioepitelial
Actina do musculo liso (SMA) Citoplasmatico
Calponin Citoplasmatico Diferencia entre proliferacdes
p63 Nuclear invasivas e benignas com
Cadeia pesada da miosina do musculo aparéncia morfologica
liso Citoplasmatico semelhante.
(SMMHC)
Ductal and lobular (carcinomas in situ)
E—'caderlna' Mer{ll)’rgnar O ductal ¢ positivo para E-
Citoqueratina 8/18 Periférico . .

. . caderina e CKS8 (+) ¢

citoplasmatico ou s . ;.
. periférico citoplasmatico
perinuclear

Origem mamdria no carcinoma metastdtico

GCDFP-15 Citoplasmatico Util na detecgdo de tecido
Mamaglobina A Citoplasmatico mamario em metastases
Carcinoembryonic antigen protein distantes, onde a aparéncia
(CEA) Citoplasmatico morfoldgica pode ser
enganosa.

Marcadores de progndstico

Receptor de estrégeno (RE) Nuclear - o .
Util na diregdo da terapia

Receptor de progestedrona (RP) Nuclear

: - hormonal no tratamento do
Fato de crecimento epidermal humano Membranar cancer de mama
(HER-2)
Ki-67 Nuclear Util como indice de

proliferacdo celular (Ki-67)

Antigeno relacionado ao fator VIII Citoplasmatico
Fator de crescimento vascular Membrana nuclear, Marcadores de angiogénese
endotelial membrana
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citoplasmatica e
citoplasma

Fonte: MANGLA et al., 2017.

Dentre os marcadores citados no Quadro 6, a detecgdo da expressdo da Proteina fluida
15 da doenga cistica transversal (GCDFP-15) e da Mamaglobina A tem mostrado ser uma boa
ferramenta na identificagdo de metastases originadas da mama em liquidos pleurais (MI et al.,
2017). A GCDFP-15, também conhecida como BRST-2, ¢ uma das proteinas detectadas no
fluido do cisto mamario, enquanto a mamaglobina A € uma proteina secretora das células da
mama (TAKEDA et al., 2008). Assim, o uso de anticorpos que detectem os antigenos GCDFP-
15 e Mamaglobina A sdao um dos marcadores mais utilizados na imunocitoquimica para
identificar células metastaticas de origem da mamaria no liquido pleural, além dos receptores
hormonais e do HER-2 (HUO et al., 2013; DARB-ESFAHANI et al., 2014, MATSUI et al.,
2019).

2.3.2.2 Caracterizagdo fenotipica do cancer de pulmao para o diagnostico de EPM

O cancer de pulmao ¢ tradicionalmente dividido em carcinoma de pulmao de nao
pequenas células e carcinoma de pequenas células, sendo o primeiro responsavel por 80% dos
casos e o segundo pelos 20% restantes (ZHENG, 2016). O reconhecimento da diversidade dos
carcinomas levou a sua subclassificacdo em 2015 pela OMS, dos quais destacam-se os
adenocarcinomas, carcinoma de células escamosas e carcinoma de células grandes (TRAVIS
et al., 2015). Em todos esses tipos celulares, a efusdo pleural ¢ uma possivel complicacao da
doenga (MEDENICA et al., 2018).

A decisdo sobre quais anticorpos devem ser utilizados na detec¢do de células malignas
em amostras de efusdo pleural, geralmente ¢ guiada a partir das caracteristicas fenotipicas do
tumor primario (quando j& diagnosticado) ou apds a visualizagdo morfoldgica das células do
liquido pleural coradas em H&E e/ou Papanicolaou (HALIMI et al., 2019). A Figura 10 mostra
dois casos de EPM secundéria a cincer metastatico de pulmdo diagnosticado por analises
morfoldgicas e imunocitoquimicas.

A disponibilidade comercial de uma ampla variedade de anticorpos facilitou o
diagnodstico das EPM malignas secunddrias a cancer de pulmao, dentre estes, o uso do anti-
CEA, anti-MOC 3.1, anti-B72.3, anti-Ber-EP4, anti-BG-8, anti-Napisa A, anti-citoqueratinas

CK7 e CK20, por serem expressos em variantes malignas pulmonares, mostrarem ser boas
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ferramentas na deteccdo de células metastaticas de cancer de pulmao em amostras de liquido
pleural (YE et al, 2011 ; WANG et al., 2014 ; ZHENG, 2016 ; DIXIT et al., 2017 ; HALIMI
et al., 2019).

Além destes, a utilidade dos anticorpos TTF-1 (fator de transcri¢do da tiredide-1) e do
p63, tem sido apontada como uma importante ferramenta na caracterizagdo e distingdo de
células neoplasicas de carcinoma epidermoide (variante pequenas células) e do carcinoma de
pequenas células (YATABE et al., 2019). O TTF-1 ¢ uma proteina nuclear fisiologicamente
expressa durante o desenvolvimento da tireoide, do pulmao e de algumas regides cerebrais,
assim, sua expressao em cé¢lulas normais pulmonares foi observada primariamente no nucleo
das células alveolares (particularmente pneumdcitos tipo II) e em células bronquicas (ndo
ciliares e basais), em contrapartida também foi observado sua expressao em mais de 80% dos
carcinomas de pequenas células do pulmao (MARINHO e RAMOS, 2010). Enquanto o p63 ¢
uma proteina membro da familia do gene p53 e suas mutagdes embrionarias foram associadas
a graves alteracdes do desenvolvimento da mama em roedores e humanos, a expressdo anormal
do p63 foi originalmente documentada em carcinomas epidermoides da cavidade oral e do
esofago e em lesoes pré-malignas e invasivas da cérvix uterina (MA et al., 2015). No epitélio
bronquico, ele esta positivo em células basais normais, epitélios metaplasico e displasico e em
carcinomas epidermoides pouco diferenciado, entretanto, ele também pode estar expresso em
algumas subpopulagdes de adenocarcinomas e em tumores neuroendocrinos pouco

diferenciados, e geralmente negativo em carcinoma de pequenas cé¢lulas (WU et al., 2003).
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Figura 10 — Caso de EPM secundario a cancer de pulmao metastatico.
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Fonte: WANG et al., (2016).

Imagens de EPM procedente de dois pacientes (A-D: Paciente 1; E-H: Paciente 2) com diagnoéstico de
adenocarcinoma de pulmdo. (A) Amostra de EPM corada em H&E revela alto contetido tumoral (indicados por
setas pretas); (B) Amostra corada em H&E, preparada por cellblock revela alto contetido tumoral - células tumorais
> 90%; (C) Amostra revela alto contetido tumoral observada pela expressdo positiva difusa do TTF-1; (D) Mostra
expressdo negativa para p63; (E) Amostra corada em H&E de EPM com baixo contetido tumoral; (F) Células
tumorais (<10%) com expressdo positiva para TTF-1 indica baixo contetido tumoral para esta amostra (células
indicadas por uma seta preta); (G) Nesta imagem se observa células mesoteliais hiperplasicas (CMs) e células
inflamatodrias, em conjunto com células malignas. A expressdo positiva para D2-40, somente é observada nas
células mesoteliais hiperplasicas; (H) Nesta imagem se observa células mesoteliais hiperplasicas (CMs) e células
inflamatodrias, em conjunto com células malignas uma expressdo positiva para WT-1 é observada somente nas
células mesoteliais hiperplasicas, e ndo em células cancerigenas.

Além destas publicagdes, um estudo realizado por Marinho € Ramos (2010) relatou que
a expressao do fenotipo TTF-1+/p63- esta presente em 87% a 94% dos carcinomas de pequenas
células, enquanto um fenotipo p63+/TTF-1- ¢ observado em 96% a 100% dos carcinomas
epidermoides pouco diferenciados (MARINHO e RAMOS, 2010). Além deste, outros estudos
aplicados a deteccao de células metastaticas pulmonares mostraram que o uso das citoqueratinas
CK7 e CK20 em um painel com outros anticorpos, podem ser Uteis para distinguir se a origem
celular metastatica € primaria pulmonar (CK7+, CK20—) ou metastética do trato digestivo em
amostras de efusdes pleurais (CK7—, CK20+) (SU et al., 2006; AL-ZAHRANI, 2008;
CAPELOZZI, 2009). Também foi observado que o uso da calretinina, da mesotelina, da
queratina 5/6, da podoplanina e do WT-1 foram ftteis na identificagdo de células mesoteliais
malignas e reacionais, ¢ consequentemente na distingdo de células malignas pulmonares
(AFSHAR-MOGHADDAM et al., 2014). A distincdo entre adenocarcinoma metastatico e

mesotelioma maligno e/ou células mesoteliais reativas € muito importante para o estadiamento
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e tem implicagdes significativas no tratamento (HUSAIN et al., 2018). Assim, o Ber-EP4, um
anticorpo monoclonal que identifica glicoproteinas de superficie celular de 34 kD e 39 kD
presentes na membrana das células epiteliais humanas, mas ndo nas células mesoteliais reativas
ou malignas, tem demonstrado ser um bom marcador no diagnostico diferencial entre
adenocarcinoma metastatico, mesotelioma maligno e células mesoteliais reativas (WANG et
al.,2014).

Como visto, a interpretacdo dos resultados imunocitoquimicos € algo complexo que
deve ser realizado com cautela pelos citopatologistas, principalmente porque um mesmo
anticorpo pode marcar antigenos expressos por diferentes tipos celulares (WU et al., 2003;
MARINHO e RAMOS, 2010; HUSAIN et al., 2018). Desta forma, determinar se o sitio
primario ¢ realmente pulmonar, em algumas situagdes, ird requerer uma combinacdo de
investigacdes clinicas, radiologicas e a escolha de um painel de anticorpos que permita
distinguir corretamente a origem celular, considerando que resultados equivocados podem
afetar diretamente na terapia e na qualidade de vida do paciente (YATABE et al., 2019;
MERCER et al., 2019).

2.3.2.3 Caracterizagdo fenotipica das neoplasias hematologicas para o diagnostico de EPM

As neoplasias hematologicas constituem um complexo grupo de doencgas clonais que
podem afetar as diversas linhagens e tecidos hematopoiéticos, formando células com diversas
alteragdes morfologicas, genéticas e imunofenotipicas (TAYLOR et al., 2017). Diante disto,
em 2008, a OMS publicou a 4? edi¢ao do livro “Classificacdo dos tumores hematopoiéticos e
tecidos linfoides”, onde estabeleceu diretrizes e classificagdes dos diferentes tipos de neoplasias
hematologicas com base na tipificagdo genética e histologica dos diversos tumores
hematologicos, além disso, o livro contém orientagdes e informagdes sobre os critérios de
diagnostico, caracteristicas patologicas e alteracdes genéticas associadas, resposta a terapia,
caracteristicas e resultados clinicos, epidemiologia, prognostico e fatores preditivos oficiais
para os tumores do tecido hematopoiético e linfoide (SWERDLOW et al., 2008). Em 2017, a
OMS realizou uma atualizag¢do desta edi¢do, ndo considerada uma quinta edi¢do pois ainda
existem outros volumes pendentes da quarta edi¢do, no qual foram revistos e revisados mais de
70 subtipos de leucemias, linfomas e outras sindromes hematoldgicas (SWERDLOW et al.,
2017).

Desta forma, descrever as diferentes apresentagdes citologicas e imunofenotipicas das

células neoplasicas hematologicas em amostras de liquido pleural, requer um estudo amplo e
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complexo (VAKIL et al., 2018; SWERDLOW et al., 2017). Porém, em uma abordagem mais
simplificada da relagdo das efusdes pleurais e as neoplasias hematoldgicas, nota-se que as EPMs
sdo apresentacdes comuns em pacientes com neoplasias hematologicas, podendo ocorrer em
até¢ 48% destes pacientes, dentre os quais, 10% foram associadas ao linfoma do tipo ndo-
Hodgkin (diagnosticados ao exame citologico positivo para células malignas) (BODE-
LESNIEWSKA, 2016). Em contrapartida, foram raramente associadas a leucemia mieloide
aguda, leucemia linfocitica aguda e sindrome mielodisplasica/neoplasia mieloproliferativa
(FAIZ et al., 2013). Relatos da literatura apontam que linfomas e leucemia foram as causas
mais frequentes de efusdes malignas em criangas (BODE-LESNIEWSKA, 2016). Enquanto em
um outro estudo elaborado por Gilbert ef al (2015), em 91 pacientes adultos com doenga
hematoldgica e necessidade de toracocentese, foram observados que 62% tinham diagndstico
de linfoma, seguido de leucemia (21%), mieloma multiplo (13%) e 4 pacientes secundarios a
amiloidose ou mielofibrose (GILBERT et al., 2015).

Apesar da infiltragdo de células malignas no espago pleural ser a causa mais comum de
efusdo em pacientes com diagnostico de neoplasia hematoldgica, essa também pode ser causada
por infecgdes (especialmente tuberculose), dano pleural devido a irradiagdo toracica prévia,
quimioterapia ou infiltragdo por outras neoplasias (ALEXANDRAKIS et al., 2014). Desta
forma, visto que a patogénese das efusdes pleurais secunddrias as neoplasias hematologicas ¢
multifatorial, a distingdo entre EPR, EPM ¢ EPP, constituem um verdadeiro desafio no
diagnostico diferencial de efusdes reacionais ¢ malignas, com destaque para efusdes pleurais
reacionais linfociticas e linfomas (ALEXANDRAKIS et al., 2014; BODE-LESNIEWSKA,
2016). Isto porque, as analises laboratoriais dos diferentes liquidos pleurais podem apresentar
condi¢des morfoldgicas semelhantes entre si, como em alguns casos de linfomas ndo-Hodgkin
que podem apresentar elevados niveis de ADA e predominio linfocitico, um achado comum em
pacientes com diagnoéstico de tuberculose, porém incomum em EPMs (ANTONANGELO et
al., 2012). Diante disto, o encaminhamento para a imunofenotipagem e a selecdo de anticorpos
apropriados para a caracterizagdo das células suspeitas, constituem uma das etapas mais
importantes para um diagndstico correto e eficaz (ALEXANDRAKIS et al., 2014).

Assim, a selecdo do painel apropriado leva em consideracdo as caracteristicas
fenotipicas da neoplasia primaria, dos resultados clinicos e laboratoriais, além de uma extensa
andlise morfologica das células presentes na amostra de liquido pleural (BODE-
LESNIEWSKA, 2016). Além disto, ¢ recomendado que os perfis imunofenotipicos das células

suspeitas sejam comparados com os das células hematopoiéticas normais, o que exige um
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conhecimento prévio das expressdes fenotipicas normais para a identificagdo e caracterizacao
das células com expressdes anormais (DONGEN et al., 2012).

Diante disto, a determinacao dos percentuais relativos dos leucocitos normais pode ser
avaliada pela expressdo do antigeno (CD45+) (conhecido como um pan-leucocitario), linfocitos
T pela expressdo (CD3+) e suas subpopulagdes T auxiliar (CD4+), T citotoxico (CD8+), T yo
(CD3+ CD4- CD8-) ¢ T af (CD3+ CD4+ CD8+), linfocitos B (CD19+), células NK (CD56+
CD3-) e células NKT (CD56+ CD3+) (SWERDLOW et al., 2017). Assim, considerando que
os linfomas s3o definidos como proliferacdo clonal de linfocitos em diferentes estagios de
maturacao, um painel de anticorpos apropriado deve incluir marcadores de células B (CD19,
CD20, CD79a), marcadores de células T, e demais marcadores presentes na maturagado celular,
tais como, CD23, ciclina, D1, Bcl2,CD15, CD30, Ki67 e CD45, além da analise da expressao
da imunoglobulina de cadeia leve que mostrou ter um papel importante na avaliagdo dos
linfécitos B e no diagndstico dos pacientes com suspeita de linfoma de células maduras B
(SWERDLOW et al., 2017). A identificacdo de uma populagao de células B, expressando
apenas um unico tipo de imunoglobulina de cadeia leve, Kappa ou Lambda (k ou 1), indica um
processo clonal de células B, que em conjunto com outros marcadores, podem sustentar a
hipétese de linfoma (HORNA et al., 2011). Além disso, um imunofendtipo patologico de
células T, com uma perda de expressio de antigeno ou uma coexpressao incomum de
marcadores (por exemplo, CD7, CD4 e CDS), pode ser indicativo de neoplasia de células T
(BODE-LESNIEWSKA, 2016).

O Quadro 7 resume alguns antigenos expressos por diferentes populagdes leucocitarias

nos estudos das neoplasias hematologicas por imunofenotipagem.
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Quadro 7 —Antigenos expressos nas diferentes populacdes leucocitérias.

POPULACOES CELULARES
IDENTIFICADAS

ALVOS ANTIGENICOS

Células B normais ou clonais

CD19, CD20, kappa, lambda

Células B da LLC vs. outros disturbios
linfoproliferativos

CD19, CD20, CDS, CD23, CD22, FMC7, CDlIc,
CD25, CD103, CD10

Células plasmaticas

CD38, cyt kappa, cyt lambda, CD45, BB4, CD56

Células T normais ou anormais

CD3, CD5, CD7, CD2, CD4, CDS8, TCRab, TCRgd

Células T imaturas
Células B imaturas

CD1, CD2, CD4, CD8, CD34, CD7, cytCD3, TdT
CD19, CD10, CD34, CD20, CD79a, CD22, CDA45,
TdT

CD34, CD33, CD13, HLADR, CD45, CD117
CD15, CD11b, CD16, CD10

Células mieloides imaturas
Células mieloides exibindo
diferenciacdo granulocitica
Células mieloides exibindo
diferenciacdo monocitica

Células mieloides exibindo
diferenciacdo megacariocitica
Precursores de glébulos vermelhos
Expresséo aberrante do antigeno
mieloide

Expressdo aberrante do antigeno
linfoide

Adaptado de: STEWART et al. (1997).

CD4, CD14, CD64, CD33, CDI11b, CD45

CD61, CD41, CD42b; CD34

CD71, CD45, Glycophorin A
CD33, CD13, CD56, CD34, CD15, CD117

CD19, TdT, CD7, CD3

No entanto, como descrito inicialmente, o estudo das neoplasias hematologicas,
principalmente quando envolve pacientes em situacdes metastaticas, requer uma analise mais
detalhada, incluindo diferentes painéis de anticorpos que diante das diversas suspeitas clinicas,
podem ainda ser ampliados com outros anticorpos, para promover a correta conclusao do
diagnostico (LAU et al., 2004; SWERDLOW et al., 2017). Assim, tendo em vista a ampla
variedade de anticorpos disponiveis para caracterizar os diversos tipos celulares presentes em
neoplasias hematologicas, pesquisas sdo constantemente realizados com o intuito de estabelecer
diagnodsticos mais rapidos e fidedignos que promovam as melhores condutas terapéuticas aos
pacientes acometidos com neoplasias hematologicas (TAYLOR et al., 2017; BORGOHAIN et
al., 2017). Dentre as pesquisas observadas, o estudo realizado pelo grupo europeu Euroflow
tem proporcionado contribui¢des relevantes na area do diagndstico laboratorial das neoplasias
hematologicas ao propor o estabelecimento e a padronizagdo da imunofenotipagem por
citometria de fluxo (CF) (DONGEN et al., 2012).

A imunofenotipagem por CF permitiu resultados mais rapidos, precisos e altamente
sensiveis para diagnodstico, classificagdo prognostica, além do acompanhamento da eficacia do
tratamento das neoplasias hematologicas (KALINA et al., 2012). Assim, a aplicagdo da CF tem
permitido bons rendimentos principalmente quando combinada com a aplicacdo de outras

técnicas auxiliares, como imunocitoquimica e métodos moleculares (BODE-LESNIEWSKA,
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2016). A Figura 11 mostra um caso de EPM associado a linfoma, diagnosticado por estudos

morfoldgicos e imunofenotipicos, por ICQ e CF.

Figura 11 — Andlise morfolédgica e imunofenotipica por citometria de fluxo e imunocitoquimica
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Fonte: Adaptada de Bode-lesniewska (2016).
(A) Observagido dos linfocitos corados em Papanicolaou, x400; (B) Observagéo de linfocitos por imunocitoquimica
com expressao positiva para antigeno Bcl2; (C) Avaliagdo da amostra por citometria de fluxo demonstrando uma
grande populagdo de células B, CD19 positivas com expressdo monoclonal para a cadeia k e co-expressao de
CD10, correspondendo ao diagnostico de linfoma.

Assim como a imunocitoquimica, a imunofenotipagem por citometria de fluxo permite
caracterizar uma populagao de células normais, diferenciar popula¢des anormais, definir o seu
fenotipo, seu percentual na amostra em estudo e interpretar o resultado no contexto clinico e
morfolégico (CHEN e LUU, 2017). Além disto, permite a andlise simultinea de populagdes
mistas de células do sangue, da medula 6ssea, bem como tecidos s6lidos que podem ser
dissociados em células tinicas, como linfonodos, bago e tecidos mucosos (HORNA et al., 2011).
Como visto, as amostras de liquido pleural sdo consideradas amostras adequadas para avaliacao
por citometria de fluxo, pois consistem em preparagdes em suspensdo, com antigenos celulares

disponiveis para a ligagdo com os anticorpos (CHEN e LUU, 2016). No entanto, apesar de ser
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amplamente aplicada no diagndstico de distirbios hematologicos, raramente tem sido utilizada
na caracterizagdo de células epiteliais e mesoteliais no cenario diagnostico (BODE-

LESNIEWSKA, 2016).

2.4 ESTUDO DAS EFUSOES PLEURAIS POR CITOMETRIA DE FLUXO

A citometria de fluxo, introduzida em meados do século XX, era uma metodologia
utilizada apenas em centros de pesquisas para obtencao de pardmetros basicos da morfologia
celular, porém com os avangos tecnoldgicos e grandes descobertas, como a producao de
anticorpos monoclonais, abriu um amplo espectro dentro do diagnostico laboratorial
(CHANG e HEDLEY, 2012; O’DONNEL et al., 2013). E um método que analisa
rapidamente células ou particulas tinicas a medida que elas passam por um ou varios lasers,
dependendo do modelo do citdmetro de fluxo, enquanto suspensas em uma solucao a base
de sal tamponada (CHEN e LUU, 2016). Cada particula ¢ analisada quanto a dispersao da
luz visivel em um ou varios parametros de fluorescéncia (ver Figura 12) (ADAN, et al.,

2017).

Figura 12 — Funcionamento interno de um Citometro de fluxo.
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A dispersao da luz visivel ¢ medida em duas diregcdes diferentes, a direcdo direta
(dispersdo direta ou “foward scatter [FSC]), que indica o tamanho relativo das células, e a 90 °©
dispersdo lateral ou side scatter [SSC]), que indica a complexidade ou a granularidade interna
das células (MACEY, 2007). Assim, quando as amostras sdo aspiradas pelo citdmetro de fluxo,
as células marcadas passam, uma a uma, por um conjunto de feixes de lasers, ¢ emitem
fluorescéncia (referente ao tipo de fluorocromo ligado ao anticorpo utilizado), isso possibilita
uma analise multiparamétrica simultanea de cada uma das células observadas, e permite a
separagao de populagdes celulares dependendo do padrio de expressio de antigenos
encontrados nas mesmas (PEDREIRA et al., 2013).

Apesar do crescente interesse de sua aplicabilidade na analise do perfil imunofenotipico
em diferentes tumores solidos, a necessidade da preparagdao da amostra bioldgica sélida em uma
suspensao celular parece ser um fator limitante para seu estabelecimento na rotina laboratorial
(FULLER e THRALL, 2016). Um complexo estudo elaborado por Davidson (2016),
apresentou uma revisao de dados com estudos realizados nos ultimos 20 anos sobre a
aplicabilidade da citometria de fluxo em amostras de efusdo pleural com suspeitas malignas
(DEIVIDSON, 2016). Nesta revisao, foi visto que CF desempenhou um papel importante na
analise da ploidia do DNA para distingdo entre efusdes malignas e benignas. Os resultados
obtidos mostraram que a metodologia tem boa sensibilidade, apesar de que alguns autores
relataram que a citometria de imagem teve um desempenho melhor que o CF, enquanto outros
tiveram a experiéncia oposta (FRIEDMAN et al., 1996; CHEN, et al;. 1998). Em uma outra
abordagem, Davidson (2016) relata uma série de outros estudos direcionados a analise
imunofenotipica em amostras de efusdo secundarias a tumores nao-hematoldgicos, assim, as
efusdes pleurais foram avaliadas aplicando um painel de anticorpos que continha os marcadores
Ber-EP4, N-Caderina, CD45 e CD14, os resultados mostraram que estes marcadores avaliados
por CF, foram efetivos na identificagdo de células de carcinoma, células mesoteliais, leucdcitos
e macrofagos, respectivamente (DEIVIDSON, 2016). Em outro estudo realizado por Pillai et
al. (2013) foi avaliada a eficacia do painel Ber-EP4, CD45, CD14, B72.3, AH6 ¢ HB-Tn em 83
amostras de efusdo pleural, os resultados obtidos mostraram uma sensibilidade e especificidade
em 88,15 e 97,64% para deteccdo de malignidade, respectivamente, comparados a 73,68 e
100% para morfologia, além disto, foi observado por citometria de fluxo que as células de
carcinoma expressaram 3 dos 4 marcadores epiteliais (BerEP4, B72.3, AH6 ¢ HB-Tn) em 77%
dos casos, em comparagdo com 7% das amostras reativas, e cé€lulas positivas para todos os 4
marcadores foram encontradas em 39% das efusdes secundarias a carcinoma (PILLAI et al.

2013). Hartman et al. (1999) também avaliaram o anticorpo 6E6 contra a proteina MUC1/Y
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em efusOes secundarias a carcinoma de ovario € mama, e relataram alta sensibilidade na
detecgdo destes tumores (HARTMAN et al. (1999).

Assim, o conjunto destes estudos mostram que apesar de bem estabelecida na area
hematologica, a incorporacdo da CF aos diagndsticos citopatoldgicos de rotina ainda ndo esta
bem definida, e que apesar dos resultados promissores, a aplicacdo desta metodologia para o
estudo das neoplasias ndo-hematoldgicas ainda permanece em sua grande parte, apenas no
ambito da pesquisa. (FULLER e THRALL, 2016).

Por fim, acredita-se que a utilizacdo dessa ferramenta na caracterizagdo da origem do
tipo celular em suspeitas de neoplasias malignas ndo-hematologicas, poderia auxiliar os
métodos de diagnostico utilizados atualmente a definir mais precisamente a conclusdo
diagnostica, como tem sido visto na drea hematologica, e, consequentemente, na conduta

terapéutica a ser realizada em pacientes acometidos por cancer (DAVIDSON, 2016).
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

e Investigar o fendtipo das células presentes em efusdes pleurais por citometria de fluxo
e analisar a importancia destes como marcadores fenotipicos para o diagnostico
diferencial entre efusdes reacionais, malignas e paramalignas e comparar os resultados
da imunofenotipagem por citometria de fluxo com aqueles obtidos nas avaliacOes

morfoldgicas e imunocitoquimicas;

3.2. Objetivos especificos

e Analisar por citometria de fluxo o fendtipo das células presentes em amostras de efusdes
pleurais dos pacientes atendidos no Hospital Universitario da Universidade Federal de
Santa Catarina (HU/UFSC) e no Centro de Pesquisas Oncologicas (CEPON) com
suspeita clinica de efusao pleural maligna;

e Avaliar a importancia dos marcadores para a detec¢ao do fendtipo das células
provenientes das efusdes pleurais para o diagndstico diferencial de carcinomas
primarios ou metastaticos, de pulmao e de mama e neoplasias linfoproliferativas;

e Verificar as marcagdes fenotipicas nas células provenientes de efusdes pleurais por
citometria de fluxo como ferramenta no diagndstico diferencial entre proliferacdes
malignas e reacionais;

e Avaliar as diferentes populagdes leucocitarias nas amostras de pacientes com

diagnostico de cancer de pulmao e mama e discutir sua relagdo com a neoplasia.
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4. CASUISTICA E METODOS

Este estudo utilizou-se o0 método ndo-probabilistico de amostragem por conveniéncia,
assim, foram incluidas 58 amostras de liquido pleural procedentes de pacientes atendidos no
Hospital Universitario da Universidade Federal de Santa Catarina (HU/UFSC — n= 54) e no
Centro de Pesquisas Oncologicas (CEPON - n = 4) com suspeita de efusdo pleural maligna no
periodo de julho de 2015 a setembro de 2019. Foram realizadas analises dos prontuarios dos
pacientes incluidos neste estudo, a fim de observar a evolugdo da doenga em cada paciente,
assim como, avaliar as conclusdes diagndsticas e outras caracteristicas clinicas dos individuos

incluidos no estudo.

4.1 DESENHO EXPERIMENTAL

As amostras de liquidos pleurais, logo apds toracocentese, foram encaminhadas
simultaneamente para o Laboratorio de Oncologia Experimental e Hemopatias (LOEH-
CCS/UFSC) e para a Unidade de Laboratorio de Anatomia Patolégica (ULAP/HU/UFSC) para
a realizagdo das analises laboratoriais, conforme as metodologias estabelecidas em cada local.
Como pode ser observado no fluxograma experimental (Figura 9), em ambos laboratdrios, a
primeira etapa desse estudo consistiu na analise da celularidade presente nas amostras
recebidas, e entdo na definicdo de quais amostras estavam aptas para seguir para as etapas
seguintes.

Nessa etapa de triagem, além de se observar a celularidade da amostra, no
ULAP/HU/UFSC também foi definida a presenca ou a auséncia de células malignas pela analise
da morfologia em amostra corada por hematoxilina e eosina (H&E) e Papanicolaou
(PAPANICOLAOU, 1942). Caso fosse confirmada a presenca dessas células ou houvesse
duavidas com relacdo a morfologia observada, a amostra era encaminhada para as andlises por
imunocitoquimica, para defini¢do do diagnostico. Ja no LOEH/CCS/UFSC, além das analises
iniciais estabelecerem a quantidade de células viaveis, também foram realizadas as
caracterizagdes fenotipicas das células encontradas pela expressdao do marcador anti-CD45, a
fim de avaliar a populacdo leucocitéria e diferencia-la das células ndo hematopoiéticas presentes
na amostra. Assim, na etapa seguinte, foi estabelecido o painel de anticorpos a ser realizado,
conforme a suspeita clinica (Quadro 6).

Ao fim das analises, os resultados obtidos por cada laboratorio foram comparados e as

andlises estatisticas realizadas para verificar a concordancia entre as metodologias.
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Figura 13 - Fluxograma experimental do estudo.
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Fonte: Elaborado pela autora.

Fluxograma experimental indicando as vias de analise realizadas no estudo para a avaliac@o dos liquidos pleurais

suspeitos de efusdo pleural maligna.

4.2 ASPECTOS ETICOS

O presente estudo foi aprovado pelos Comités de Etica em Pesquisa com
Seres Humanos da Universidade Federal de Santa Catarina (CAAE
18715613.0.0000.0121 — ANEXO A) ¢ do CEPON (CEP/CEPON n.° 003/2014 —
ANEXO B). Apos receberem as devidas informagdes, os pacientes que concordaram
em participar do estudo assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

(TCLE).
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4.3 CRITERIOS DE INCLUSAO

Foram incluidas no estudo as amostras de efusio pleural procedentes de pacientes de
ambos os sexos atendidos no Centro de Pesquisas Oncologicas (CEPON) e no Hospital
Universitario da UFSC (HU/UFSC) com suspeita clinica de efusdo pleural maligna. Somente
foram analisadas as amostras dos pacientes que concordaram assinar o TCLE. Também foram
incluidas no estudo apenas as amostras que, apds a analise do tubo de triagem por citometria
de fluxo (Quadro 6- tubos 1 e 2), apresentaram viabilidade celular superior a 95%. Este estudo

considerou o método nao-probabilistico de amostragem por conveniéncia

4.4 AVALIACAO IMUNOFENOTIPICA DAS CELULAS PRESENTES NOS LiQUIDOS
PLEURAIS POR CITOMETRIA DE FLUXO

A imunofenotipagem por citometria de fluxo foi realizada em todas as amostras
encaminhadas para o LOEH-CCS/UFSC. Antes das andlises imunofenotipicas, como parte da
rotina do laboratério, o controle de qualidade foi realizado diariamente pela calibracao e
compensacao do citometro utilizando-se os reagentes especificos CS&T (Cytometer Setup and
Tracking Beads) (BD Biosciences, EUA) e IMMUNO-TROL™ Cells (Beckman Coulter®,
Florida, USA). O CS&T ¢ um sistema de particulas que otimiza as voltagens e permite a
caracterizacdo automatica ¢ a emissao de um relatério sobre as medidas do citometro de fluxo
por meio de um software. O IMMUNO-TROL™ ¢ um reagente que contém leucocitos
estabilizados com uma concentra¢ao de antigenos de superficie conhecida. Sua utilizagao tem
por finalidade verificar o desempenho dos anticorpos monoclonais, bem como verificar o
processo de marcacao, de lise e de analise das amostras.

Assim, ap6s a verificagdo da compensagdo do citdmetro de fluxo, foi iniciado o
processamento das amostras recebidas. Estas foram encaminhadas em diferentes recipientes de
transporte para o LOEH/CCS/UFSC, cujos frascos variaram de acordo com o volume de liquido
coletado, sem adi¢do de conservantes (liquido fresco). Por esse motivo, essas amostras foram
processadas logo apos seu recebimento, visando garantir maior viabilidade celular. Na maioria
dos casos foram recebidas em tubos do tipo falcon de 15 mL, nos quais foram centrifugadas
por 5 minutos x 2.000 g. Nas situacdes em que o volume do frasco ultrapassou o limite de 15
ml, o recipiente enviado foi homogeneizado e uma aliquota de 15 mL do liquido foi retirada e

centrifugada seguindo os passos descritos anteriormente.
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Apbs a centrifugagdo, o sobrenadante foi descartado, e no tubo original foi separado cerca
de 1 mL da amostra. A partir desse tubo (pds-centrifugado), foram retiradas aliquotas de 100
uL da suspensdo celular, as quais foram distribuidas em diferentes tubos de analise (proprios
para o citdometro de fluxo). Nesses tubos (contendo 100 pL da amostra), foi iniciada a etapa de
marcagdo celular com os anticorpos previamente selecionados com a ULAP/HU/UFSC. Os
anticorpos visavam identificar os antigenos expressos por células metastaticas procedentes de
tumores solidos de pulmao, de mama e/ou neoplasias linfoproliferativas em amostras de liquido
pleural.

Todos os anticorpos monoclonais utilizados no estudo estavam conjugados a um
fluorocromo, como isotiocianato de fluoresceina (FITC), ficoeritrina (PE), ficoeritrina cianina
7 (PE-cy7), complexo proteina piridina de clorofila (PerCP), aloficocianina (APC),
aloficocianina-cianina 7 (APC-H7), V450 e pacific blue (PB). As especificacdes dos anticorpos
monoclonais em relacdo ao fluorocromo conjugado, clone, fabricante e volumes utilizados

estao descritas no Quadro 8.

Quadro 8 — Descrigao dos anticorpos utilizados no estudo.

Antlcorpos monoclonais Volume Fabricante
conjugados com Clone
fluorocromos (hL)
CDS8 — FITC BI.11 3ul Exbio
LAMBDA - FITC 4C2 7 uL BD
CD56 — PE N901 (NKH-1) 5uL Beckman Coulter
KAPPA — PE A8BS5 15 pL BD
CDS5 — PerCP 5.5 L17F12 0,5 uL Exbio
CD19 —PeCy 7 SJ25C1 3ulL Beckman Coulter
CD3 — APC HIT3a 1 ulL Beckman Coulter
CD38 — APC H7 HIT2 3uL BD
CD20 - PB 2H7 0,5 uL Beckman Coulter
CD4 - PB 13B8.2 1 puL Exbio
CD45 — V500 HI30 10 pL BD
7-AAD — PerCP 5.5 Soln4204 3puL BioLegend
Ber-EP4 — FITC HEA-125 1 puL Miltenyi Biotec
GCDFP-5 — FITC A3D2 1 pul Imuny
TTF-1 - FITC B3A2 1 pul Imuny
CK7 — APCH7 A5C3 1 pul Imuny
CK20 — FITC A5B4 1 pl Imuny

Fonte: Elaborado pela autora.

CD: Cluster of Differentiation; FITC: isotiocianato de fluorosceina; PE: ficoeritrina; PE-Cy7: ficoeritrina cianina;
PerCP: complexo proteina piridina de clorofila; APC: aloficocianina; APC-H7: aloficocianina-cianina; PB: Pacific
Blue.
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O Quadro 9 mostra como foi estabelecida a marca¢do celular com os anticorpos
monoclonais e a respectiva fun¢do de cada marcagdo para a imunofenotipagem por citometria

de fluxo.

Quadro 9 — Distribuicdo dos tubos de andlise dos liquidos pleurais para a

imunofenotipagem por citometria de fluxo.

FL PerC APC
FITC PE PeCy7 | APC PB V500 Objetivo
1D P5.5 H7

1 - - - - - - - - Tubo controle

Viabilidade celular

2 - - TAAD - - - - CD45
da amostra.

Caracterizagdo da
populagdo

CD56/ leucocitaria e

3 CD8/KP! CD5 CDI19 | CD3 | CD38 | CD20/4 | CD45

LB? deteccdo de

neoplasia

linfoproliferativa.

Detecgdo de
células malignas
4 Ber-EP4 - - - - CK7 - CD45
procedentes de

cancer de pulmao.

Detecgdo de
células malignas
5 TTF-1 - - - - CK7 - CD45
procedentes de

cancer de pulmao.

Detecgdo de
células malignas
6 CK20 - - - - CK7 - CD45 procedentes de
cancer de pulméo e

mama

Detecgao de
células malignas
7 GCFPD-15 - - - - CK7 - CD45
procedentes de

cancer de mama

FL: Fluorocromo; ID: identificagdo dos tubos; 'KP: Kappa; *LB: Lambda; - : Indica que ndo foram
utilizados anticorpos.

Nos casos em que o paciente ndo tinha uma suspeita clinica definida (efusdo pleural de
origem indeterminada), foi procedida a marcacdo da amostra com todos os tubos descritos no
Quadro 4, com excecdo do tubo 7, caso o paciente fosse do sexo masculino, pelo fato de este

ser realizado para a detec¢do de células procedentes de cdncer de mama.
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Apods a marcagdo, a amostra foi incubada por 15 minutos a temperatura ambiente e ao
abrigo da luz. Ao término da incubagdo, foi adicionado 1 mL de solucdo lisante (Optlyse B,
Beckman Coulter, France) a fim de lisar os eritrocitos que, eventualmente, estivessem presentes
na amostra. A mistura foi incubada por 10 minutos, a temperatura ambiente e ao abrigo da luz.
Posteriormente, adicionou-se 1 mL de PBS a suspensdo celular com lisante, a qual foi
centrifugada por 5 minutos x 2.000 g. Em seguida, o sobrenadante foi desprezado, o pellet foi
ressuspendido com 500 pL de PBS e o tubo foi encaminhado para aquisi¢do estabelecida em
50.000 eventos ou mais, nao ultrapassando 100.000 eventos (eventos referem-se a células ou
restos celulares presentes na amostra).

Como os antigenos reconhecidos pelos anticorpos Ber-EP4, GCFDP-15, CK7 e CK20
estao localizados no citoplasma, sua marcacao foi intracelular. Para isso, foi utilizado o reagente
de fixacdo e permeabilizacdo (Fix&Perm®), o qual garante que os anticorpos presentes na
membrana (CD45) permanecam marcados enquanto os citoplasmaticos sdao processados. Além
disso, para otimizagao antes da marcacao da analise das cadeias leves de imunoglobulinas dos
linfécitos B (Kappa e Lambda), foram adicionados 10 mL de PBS a cerca de 300 uLL da amostra,
que foi centrifugada em seguida, por 5 minutos x 2.000 g. Esse procedimento foi repetido trés
vezes. Depois, foi retirado o sobrenadante e suspendido em 300 pL para, entdo, ser retirada uma
aliquota de 100 pL dessa suspensdo para marcagdo com os anticorpos descritos no Quadro 4 -
tubo 3.

ApOs a preparagdo da amostra com a marcacao dos anticorpos, foi iniciada a etapa de
aquisicao e, para isso, foi utilizado o software BD FACSDiva™., Para cada amostra foi realizado
um tubo controle, no qual ndo foram adicionados anticorpos monoclonais ligados a
fluorocromos. Esse controle ¢ importante para que a autofluorescéncia das células ndo seja
considerada um resultado “falso positivo”. Além disso, também serve para ajustar a quantidade
de células da amostra, que ndo podem ultrapassar o limite de 2.000 eventos/segundo na
velocidade “high” durante a aquisicdo no citdmetro de fluxo. Nos casos de amostras
hipercelulares, estas foram diluidas e, quando estavam hipocelulares, foram centrifugadas e
ressuspensas em uma quantidade menor de volume para concentrar o nimero de células. Esse
processo, além de garantir resultados dentro da linearidade do equipamento, também permite a
otimizagdo da reagdo antigeno-anticorpo.

Por fim, para a andlise dos dados foi utilizado o software Infinicyt® versio 1.7
(Cytognos, Salamanca, Espanha) e a estratégia de andlise estabelecida foi realizada conforme

descrita a seguir.
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4.4.1 Estratégia de analise dos liquidos pleurais por citometria de fluxo

Para a analise e identificacdo das populagdes celulares foi utilizada a estratégia de gates
(janelas de identificagdo) sequenciais, como mostra a Figura 14. Primeiramente foi avaliada a
celularidade para todas as amostras no momento da aquisi¢ao do tubo 2, a partir dos parametros
tamanhos (FSC-A) versus complexidade interna (SSC-A) (Figura 10, Painel A). A partir dai,
as celulas inviaveis ou restos celulares que poderiam interferir na selecdo das células de

interesse foram eliminados das analises.

Figura 14 - Estratégia de gating para a avaliagdo dos liquidos pleurais por citometria de fluxo.
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Fonte: Elaborado pela autora.

Em vermelho observa-se uma populacdo de células suspeitas para malignidade (Dot plots A, B e C). Enquanto a
populag@o leucocitaria pode ser observada nas coloragdes laranja, azul e amarela (Dot plots B e C). (A) Dot plot
das subpopulagdes celulares separadas de acordo com tamanho e granularidade; (B) Dot plot das subpopulagdes
de células viaveis 7TAAD (-) e 7TAAD ndo viavel (+) selecionadas em pontilhados verde; (C) Dublets, selecionados
em pontilhados verde; (D) Dot plot das subpopulagdes celulares separadas de acordo com tamanho e granularidade.

Para confirmar a viabilidade das amostras analisadas, fo1 utilizada a marcagdo com o 7-
aminoactinomycin D (7AAD) conjugado com fluorocromo complexo proteina piridina de
clorofila (PerCP). Assim, pela expressao de 7AAD foram removidas as células inviaveis
conforme mostrado na Figura 3 - Painel B. Em seguida, foram removidos os doublets (células
agrupadas) apos selecdo do tamanho celular em relagdo a altura e a area (FSC-H versus FSC-
A) (Figura 3, Painel C). Por fim, para essa primeira etapa de andlise, as subpopula¢des celulares
foram separadas de acordo com tamanho e granulosidade. Nessa etapa, as células hematoldgicas
foram separadas das células ndo hematolédgicas, que poderiam ser as células mesoteliais e/ou
possiveis células neoplésicas presentes no liquido pleural. Para isso, foi utilizado o anticorpo
anti-CD45, que por ser um marcador pan-leucocitario, permite a separacdo dos leucdcitos das
células ndo-hematologicas.

No passo seguinte da estratégia de andlise, foi levado em consideragdo que células
normais ou neoplasicas hematologicas ndo expressam os marcadores TTF1, CK7, CK20, Ber-
EP4 e GCFPD-15, enquanto alguns tipos celulares procedentes de tumores de pulmao e mama

expressam esses marcadores. Nesse sentido, conforme a suspeita clinica, observamos a
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positividade para os antigenos TTF1, CK7, CK20 e GCFPD-15 nas células suspeitas (Figura
4). Essa estratégia de andlise foi definida em estudo prévio (LIRA-REIS, 2015) utilizando
células de cultura (A549) com expressao de antigenos conhecida para os anticorpos Ber-EP4,
CK7, CK20, TTF-1, enquanto para o anticorpo anti-GCDFP-15 utilizou-se uma amostra de
liquido pleural com diagnéstico prévio de células metastaticas de cancer de mama. A Figura 15
mostra a estratégias de gates aplicadas para a analise da populagdo de células suspeitas por

citometria de fluxo.

Figura 15 — Estratégia de gating para as efusdes pleurais malignas secunddrias a cancer de
pulmdo e mama.
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Fonte: Elaborado pela autora.

Em cinza destacam-se os leucocitos (CD45+). (A) Dot plot separadas de acordo com
tamanho e granulosidade; (B) Dot plot das células A549 (destacadas em vermelho)
negativas para expressdo do CD45 conjugado com o FITC; (C) Dot plot das células
A549 (destacadas em vermelho) positivas para expressao do TTF-1 em FITC; (D)
Dot plot das células A549 positivas para CK7 em APC.H7; (E) Dot plot das células
A549 (destacadas em vermelho) negativas para CK20 em FITC; (F) Dot plot das
células A549 positivas para Ber-EP4 em FITC; (G) Dot plot das células metastaticas
de cancer de mama (destacadas em vermelho) separadas de acordo com tamanho e
granulosidade; (H) Dot plot das células metastaticas de cancer de mama (destacadas
em vermelho) negativas para expressao do CD45 conjugado com o FITC; (I) Dot
plot das células metastaticas de cancer de mama (destacadas em vermelho) positivas
para GCDFP-15 em FITC.
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Para os casos suspeitos de doenca linfoproliferativa, as células linfoides B neoplasicas
foram selecionadas por um gate nas populagdoes CD45 positivas/CD19 positivas.
Posteriormente, a presenga de uma populacao de células B expressando apenas um unico tipo
de imunoglobulina de cadeia leve Kappa ou Lambda (k ou A) indicou um processo clonal de
células B, sustentando a hipotese de um diagnostico de linfoma ou mieloma multiplo, conforme

observado na Figura 16.

Figura 16 - Estratégia de gating para os EPM suspeitos quanto a doenga hematologica.
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Fonte: Elaborado pela autora.

Dot plots representativos da imunofenotipagem para amostra de liquido pleural demonstrando as células
hematopoiéticas neoplasicas. (A) Células de médio a grande tamanho evidenciado pelas caracteristicas de
dispersdo de luz (SSC x FSC), colorido em vermelho; (B) Células hematoldogicas (CD45+); (C) Células B
(CD19+); (D) Células B neoplasicas clonais Kappa.

4.4.2 Quantificacao das populacgdes leucocitarias por citometria de fluxo das amostras de

liquido pleural procedentes de processos malignos ou reacionais

Os anticorpos utilizados no estudo para a detec¢ao de células neoplasicas procedentes de
neoplasias linfoproliferativas, além de permitirem identificar células neopléasicas de origem
hematologica, também permitiram a determinagdo dos valores relativos dos linfocitos T,
linfécitos B, células NK e NKT das amostras analisadas.

Assim, para essa etapa também foram utilizadas as estratégias de gates avaliando a
expressao positiva do marcador CD45 em conjunto com os marcadores CD3+ para
identificagdo dos linfocitos T e de suas subpopulagdes T auxiliar pela expressio CD4+, T
citotoxico pela expressao CD8+, T yd pela expressdao CD3+/CD4-/CD8- e T af} pela expressao
CD3+/CD4+/CD8+. Para os linfocitos B, foi considerada a expressao CD19+, ja para as células
NK, a expressdo CD56+/CD3-, enquanto as células NKT foram avaliadas pela expressao
CD56+/CD3+. A Figura 17 ilustra a estratégia de andlise utilizada para a identificagdo dessas

populacdes celulares por citometria de fluxo.
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Figura 17 — Dot plots representativos da imunofenotipagem da amostra de liquido pleural
demonstrando as células hematopoiéticas.
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Fonte: LIRA-REIS (2015)

(A) Células de médio a grande tamanho evidenciado pelas caracteristicas de dispersdo de luz (SSC x FSC);
(B) Células T (CD3+); (C) Células T (CD3+) evidenciando marcagdo CD45+; (D) Células NKT; (E)
Células T (C4+/CD8+); (F) Linfocitos B (CD19+); (G) Linfocitos B separados pela expressdo das
imunoglobulinas Kappa e Lambda; (H) Células NK (CD56+); (I) Células CD45+ na regido dos neutrofilos
(em roxo) e mondcitos (em verde).

4.5 ANALISES MORFOLOGICAS DAS CELULAS PRESENTES NOS LIQUIDOS
PLEURAIS

As amostras foram encaminhadas para a ULAP/HU/UFSC em frascos de transporte sem
conservantes (liquido fresco). Nos casos em que o processamento da amostra ndo ocorreu logo
apos a puncao, foi adicionado um volume de dlcool 95% proporcional ao volume da amostra

(50/50) para a conservagao do liquido, até que fosse iniciado seu processamento. Na maioria
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dos casos, as amostras de liquido pleural foram recebidas em tubos do tipo falcon de 15 mL, no
qual foram realizadas as andlises macroscopicas de cor e aspecto. Nas situagdes em que o
volume do frasco ultrapassou o limite de 15 ml, o recipiente enviado foi homogeneizado e uma
aliquota de 15 mL do liquido foi retirada para as devidas analises. Em seguida, a amostra foi
centrifugada por 15 minutos x 1.500 g, e o sobrenadante foi transferido para outro frasco (o
sobrenadante foi armazenado na geladeira durante sete dias para, se necessario, repetir o
processamento). Com o pellet foram realizados trés esfregacos em ldmina previamente
preparada com albumina, para ndo houvesse perda celular durante as etapas de coloragao. Essas
laminas foram coradas seguindo a técnica de Papanicolaou (PAPANICOLAOU, 1942). Com
o restante do pellet foi confeccionado um “cellblock”, que ap6s o processamento foi corado por
hematoxilina e eosina (H&E). Na rotina laboratorial, o “cellblock™ ¢ um método complementar
ao citocentrifugado no preparo de amostras. O método consiste em acondicionar, em um papel
filtro, o precipitado remanescente do citocentrifugado. Essa amostra acondicionada em papel
filtro foi armazenada em um pequeno recipiente denominado cassete, que sdo pequenas pecas
rotineiramente utilizadas no processamento de amostras em laboratorios de anatomia
patologica. Esses pequenos recipientes sao fabricados em polioximetileno, e sdo totalmente
resistentes a acao quimica de solventes, mantendo os espécimes seguramente submersos nos
liquidos utilizados durante os procedimentos de rotina patologica (fixacdo, desidratacdo,
clarificagdo e inclusdao em parafina).

Assim, no processamento das amostras na ULAP/HU/UFSC para a etapa de fixacao,
desidratacao e clarificacao, foi utilizado o processador automatico de tecidos Lupetec Modelo
PTO09 TS. As amostras do estudo foram processadas com as demais amostras da rotina do setor,
onde foram realizados multiplos banhos em formol, alcool, xilol e parafina, em um
procedimento com duracdo total de 12 horas (processo “overnight”). No dia seguinte, apds os
banhos de preparacao, foi realizada a inclusdo da amostra em parafina utilizando uma central
inclusora Lupetec CI 2014. Essa etapa permite a obten¢do de um bloco facilmente manejavel,
no qual a amostra esta envolvida em um meio (parafina) que lhe confere um suporte necessario
para a obtencdo de cortes citologicos com 2 pm de espessura utilizando o micrétomo Leica
Biosystems RM2245. Apds os cortes, a fita de parafina contendo a amostra foi impregnada em
lamina de vidro, encaminhada para estufa com variacdo de temperatura de 55°C-60°C para
possibilitar a retirada da parafina (desparafinizacdo) sem danificar a amostra, e assim ser

iniciado o processo de coloragao.

74



Ao término de todo o processamento, para cada amostra de liquido pleural recebida na
ULAP/HU/UFSC foram confeccionadas quatro laminas, das quais trés foram coradas em

Papanicolaou e uma, obtida pelo “cellblock”, foi corada em H&E.

4.5.1 Analises imunocitoquimicas das células presentes nos liquidos pleurais

Nos casos em que apenas os critérios morfoldgicos ndo foram suficientes para definir
malignidade, as amostras foram encaminhadas para avaliagio imunofenotipica por
imunocitoquimica. Assim, a avaliacdo da expressdao dos marcadores imunofenotipicos dos
carcinomas de pulmao, mama e linfoma foi realizada pelo método estreptoavidina-biotina-
peroxidase. Para tal avaliagdo foi utilizada a plataforma de imunocoloracdo automatizada
VENTANA BenchMark ULTRA, seguindo-se estritamente o protocolo do fabricante,
acompanhado do kit de deteccio VENTANA OptiView DAB IHC.

As amostras utilizadas para essa etapa foram obtidas dos “cellblocks”, confeccionados
conforme descrito na etapa anterior. A partir dos cellblocks foram obtidos cortes de 3 um de
espessura da amostra, as quais foram impregnadas em laminas de silano proprias para a
utilizacdo do aparelho de imunocitoquimica. Essas laminas foram silanizadas para evitar a
perda do material durante o processo de marca¢ao com os anticorpos, € previamente preparadas
com controles proprios do setor.

Para essa etapa foram utilizados os anticorpos anti-CK7, anti-CK20, anti-TTF-1, anti-
Ber-EP4, anti-GCDFP-15, anti-Kappa, anti-Lambda e anti-CD20. Em algumas situacdes, para
a determinagdo do subtipo tumoral, houve ampliagdo do painel dos anticorpos utilizados.
Porém, em virtude do objetivo do estudo ser a comparacdo dos resultados obtidos entre as
metodologias (citometria de fluxo e imunocitoquimica), essa ampliacao ndo foi considerada e,
portanto, esses anticorpos nao foram incluidos no estudo.

O Quadro 10 mostra os anticorpos primarios usados na imunocitoquimica e suas

especificacgoes.
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Quadro 10 - Anticorpos primarios usados na imunocitoquimica e seus respectivos fabricantes,
clones, dilui¢des e controle.

Anticorpo Marca Clone Diluicio Controle
anticorpo
Ep-CAM DAKO Ber-EP4 1:200 Epitélio
CK7 DAKO Clone OV-TL 1:100 Carcinoma
12/30 pulmonar
CK20 DAKO Clone K20.8 1:50 Carcinoma
gastrico
TTF-1 DAKO SPT24 1:200 Carcinoma
pulmonar
GCDFP-15 DAKO ZM23 1:100 Mama
KAPPA DAKO NaM76-5F3 1:50 Medula 6ssea
LAMBDA DAKO N10/2 1:100 Medula 6ssea
CD20 DAKO 2H7 1:100 Medula 6ssea

Fonte: Elaborado pela autora.

A interpretacdo dos resultados foi realizada pelos patologistas da ULAP/HU/UFSC de

acordo com a expressao dos marcadores.

4.6 ANALISES ESTATISTICAS

A normalidade das variaveis quantitativas foi realizada utilizando o teste de
Kolmogorov-Smirnov. O teste de Kruskal-Wallis foi aplicado para comparar os trés grupos
(EPR, EPM, EPP) quanto a idade e populacdes leucocitarias. O teste de Mann-Whitney foi
aplicado para comparar os grupos aos pares € determinar entre quais grupos ocorreu a diferenca.
Para a avaliagcdo de concordancia entre os resultados obtidos das metodologias (citometria de
fluxo e imunocitoquimica/morfologia) foi utilizado o teste Kappa e adotaram-se como
referéncia os valores determinados por Altman (1991). Desta forma, foi atribuida concordancia
pobre para valores de Kappa entre 0,00-0,20, concordancia razoavel a valores entre 0,21 a 0,40,
concordancia moderada a valores entre 0,41-0,60, concordancia boa a valores 0,61- 0,80 e
excelente concordancia a valores entre 0,81-1,00.. Foi considerado um nivel de significancia de
5% (p < 0,05) e intervalos de confianca de 95%. As analises dos dados foram efetuadas

utilizando o software SPSS, versao 2.0.
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5 RESULTADOS
5.1 CARACTERIZACAO DA CASUISTICA

Neste estudo, foram avaliadas 58 amostras de pacientes com suspeita de efusdo pleural
maligna. Destas, 53,4 % eram procedentes de pacientes do sexo feminino (n =31), e 46,6% do

sexo masculino (n = 27). A Tabela 3 mostra uma analise descritiva referente a idade desses

pacientes.

Tabela 3- Distribui¢cdo dos pacientes com suspeita de EPM de acordo com a idade.

Parametro Idade (anos)
Média 57,2
Mediana 58,5
Desvio Padrio 14,9
n 58

A média de idade dos pacientes foi de 57,2 anos, com minima de 15 anos e maxima de
84 anos. Além disso, a distribuicao da frequéncia relativa das variaveis qualitativas (Obito,
género, pacientes com diagndstico prévio de cancer e tipos de cancer diagnosticados) foi
caracterizada (Tabela 4). Como demonstrado na Tabela 4, do total de pacientes participantes
deste estudo, 62,1% tiveram o diagnoéstico de cancer confirmado (n=36). Destes, 13,9% foram
diagnosticados com cancer de pulmao (n = 5); 8,3% com cancer de mama (n = 3); ¢ 47,2% com

neoplasia maligna hematologica (n=17), dentre estas linfoma (n= 13) e mieloma multiplo (n=4).

Tabela 4 - Distribui¢do das frequéncias das variaveis qualitativas.

Variaveis (n) %

Obito 24 41,4%

Mortalidad ’
ortalidade Vivos 34 58,6%
Ge Feminino 27 46,6%
enero Masculino 31 53,4%
Diaenéstico de ca Sim 36 62,1%

iagnostico de cancer

g Nio 22 37,9%
Pulmao 5 13,9%
. Mama 3 8.3%

T i _ ,
ipo de Cancer Linfoproliferativa 17 47,2%
Outros 11 30,6%

Fonte: Elaborado pela autora.
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Do total de pacientes incluidos neste estudo, n=11 (30,6%) tinham diagnostico prévio
de cancer de pele (n = 1), cancer no mediastino (n = 1), cancer no intestino (n = 3), cancer no
cérebro (n = 2), cancer no testiculo (n=2) e cancer no estomago (n = 2). Visto que a selecao dos
anticorpos para este estudo foi feita considerando as neoplasias que afetam com mais frequéncia
a cavidade pleural, quais sejam, as neoplasias metastaticas de pulmao, de mama e as neoplasias
linfoproliferativas, os tipos de cancer desses pacientes foram classificados como “outros”.

Os demais participantes (n = 22) tinham suspeita de efusdo pleural de origem
indeterminada, por ndo possuirem historico de diagndstico prévio de cancer. No decorrer deste

estudo, foram registrados 24 6bitos.

5.2 IDENTIFICACAO DAS CELULAS NEOPLASICAS NAS AMOSTRAS DE LIQUIDOS
PLEURAIS POR CITOMETRIA DE FLUXO

Esta etapa do estudo consistiu em avaliar a presenca de células neoplésicas nos liquidos
pleurais por imunofenotipagem por citometria de fluxo e comparar com a analise morfoldgica
e/ou imunocitoquimica, consideradas metodologias padrao ouro, como representado pelas
Figuras 18 e 19.

Como visto, dos 58 liquidos pleurais analisados, 36 tinham diagnostico prévio de cancer,
dos quais foram considerados para as analises subsequentemente apenas os individuos
portadores de cancer de pulmao ([n=5] - avaliados pelas expressdo dos marcadores Ber-EP4,
TTF-1, CK7 e CK20), neoplasia linfoproliferativa ([n=17] — avaliados pela expressao clonal
dos marcadores Kappa e Lambda) e cancer de mama ([n=3] — avaliados pela expressao dos
marcadores CK7,CK20 e GCDFP-15). Nesses casos, foram realizadas analises por citometria
de fluxo e imunocitoquimica, e os resultados obtidos por ambas as metodologias foram

organizados de acordo com a expressdo dos marcadores, como mostra o Quadro 11.

78



Quadro 11 - Comparacdo das analises dos marcadores por imunocitoquimica e por citometria
de fluxo nas amostras de liquido pleural procedentes de pacientes com diagnostico de cancer
de pulmdo, mama e neoplasia linfoproliferativa.

Negativo Positivo
(1CQ) (1CQ) TOTAL
Negativo 3 1 4
Ber-EP4 (C.F.)
Positivo 1 0 1
(CF)
TOTAL 4 1 5
Negativo
TTF-1 (C.F.) : 1 *
Positivo 0 1 1
(CF)
TOTAL 3 2 5
Negativo
CK20 (C.F.) ! ’ !
Positivo 1 0 1
(CF)
TOTAL 8 0 8
Negativo
- (CF) 3 1 4
Positivo 0 4 4
(CF)
TOTAL 3 5 8
Negativo 3 0 3
GCFPD-15 (CF)
Positivo 0 0 0
(CF)
TOTAL 3 0 3
Negativo
Kappa (CF) 13 0 13
Positivo 0 4 4
(CF)
TOTAL 13 4 17
Negativo 14 0 14
Lambda (C.F.)
Positivo 1 > 3
(CF)
TOTAL 15 2 17

Fonte: Elaborado pela autora.

Os marcadores Ber-EP4 e TTF-1 foram utilizados exclusivamente para a detec¢do de
células malignas procedentes do pulmao, enquanto os marcadores C7 e CK20 foram aplicados
tanto para o diagnostico de cancer de pulmdo quanto para mama. Assim, trés amostras foram
diagnosticadas com EPM secundarias a cancer de pulmao apds as andlises morfoldgicas,
associadas a expressao fenotipica expressarem fendtipo TTF-1(+), Ber-EP4 (+), CK7(+), sendo
que em um caso nao foram observadas células positivas para o TTF-1, no entanto a expressao

dos outros marcadores associados a morfologia confirmaram a malignidade. Nao foram
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diagnosticadas nenhuma EPM secundaria a cancer de mama quando avaliadas pelo painel
proposto neste estudo. Enquanto das 17 amostras procedentes de individuos com diagnostico
de neoplasia hematoldgica, a monoclonal idade do marcador Kappa ou do marcador Lambda,
confirmou a neoplasia hematologica em seis pacientes.

A partir dos resultados demonstrados no Quadro 8 foi possivel estimar, para cada
marcador, o grau de concordancia entre as metodologias utilizando o Teste Kappa, como mostra

a Tabela 5.

Tabela 5 — Graus de concordancia entre os resultados obtidos por citometria de fluxo e
imunocitoquimica.

Marcador Valor de Kappa Concordincia®
Ber-EP4 0,250 Razoavel
TTF-1 0,545 Moderada
CK7 0,750 Boa
Kappa 1,000 Excelente
Lambda 0,767 Boa

*Valores de p para teste Kappa.
*Referéncia aos valores determinados por Altman
(1991).

Como demonstrado na Tabela 5, a comparagao dos resultados obtidos pela citometria
de fluxo e pela imunocitoquimica mostra que os marcadores Lambda e Kappa apresentaram
uma concordancia boa e excelente, respectivamente, quando avaliados para neoplasias
hematolédgicas. Por sua vez, os marcadores CK7 e TTF-1 apresentaram resultados de
concordancia melhores quando comparados ao marcador Ber-EP4 para as efusdes pleurais
secundarias a cancer de pulmdo. No entanto, a andlise da concordancia Kappa para os
marcadores GCDFP-15 ¢ CK20 foi inviabilizada, em virtude do nimero insuficiente de casos
com expressao positiva para esses marcadores celulares.

Das 33 amostras remanescentes, em 22 casos procedentes de pacientes sem diagndstico
prévio de cancer, foi observada a expressdo de TTF-1 (n=3), Ber-EP4 (n=2) e CK7 (n=5), por
citometria de fluxo. Apesar do perfil fenotipico indicar uma possivel malignidade, as analises
morfologicas ndo mostraram evidéncias de células malignas e, portanto, esses casos foram
concluidos como benignos (reacionais). Em um caso procedente de um paciente diagnosticado
com mieloma multiplo, as analises morfologicas ndo indicaram a presenga de células
neoplésicas na amostra analisada, no entanto, foram detectadas células plasmocitarias
monoclonais por citometria de fluxo.

Em 11 amostras de pacientes com diagnostico prévio de cancer, as analises morfologicas

ndo detectaram a presenca de células neoplasicas, e a comparacdo com as analises por
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citometria de fluxo foi limitada visto que os marcadores utilizados ndo eram aplicaveis para a

caracterizacao das neoplasias primarias dos pacientes avaliados.

Figura 18 — Andlise de uma mostra de efusdo pleural com infiltracao de células plasmociticas
procedente de um paciente do estudo diagnosticado com mieloma multiplo, avaliado por
citometria de fluxo.
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Painéis A — C: confirmado por analises morfoldgicas e por imunocitoquimica (painéis de D — F), e analise de um
processo reacional benigno de um paciente do estudo evidenciando policlonalidade Kappa em Lambda. (A) Dot
plot das células neoplasicas de mieloma multiplo (destacadas em vermelho) separadas de acordo com tamanho e
granulosidade analisado por citometria de fluxo; (B) Dot plot das células neoplasicas de mieloma multiplo
(destacadas em vermelho) positivas para CD45 em V500 analisadas por citometria de fluxo; (C) Dot plot das
células neoplasicas (destacadas em vermelho) monoclonais para lambda; (D) Analises morfologicas das células
plasmociticas coradas em H&E em 40X; (E) Células com expressdo monoclonal para lambda em 40X analisadas
por imunocitoquimica; (F) Células com expressao negativa para Kappa em 40X; (G) Expressao celular marcador
Kappa em processo reacional analisado por imunocitoquimica em 40X; (H) Expressdo celular marcador Lambda
em processo reacional analisado por imunocitoquimica em 40X; (I) Analise por citometria de fluxo de um processo
reacional benigno evidenciando expressao policlonal dos marcadores Kappa e Lambda.
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Figura 19 — Amostra de efusdo pleural maligna procedente de um participante do estudo
diagnosticado com cancer de pulmao metastatico, avaliado por citometria de fluxo.
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Fonte: Elaborado pela autora.

Painéis A — D: e confirmado por analises morfoldgicas e
por imunocitoquimica (painéis de E — H). (A) Dot plot
das células metastaticas de pulmao (destacadas em
vermelho; células leucocitarias em cinza) separadas de
acordo com tamanho e granulosidade; (B) Dot plot das
células metastaticas de pulméo (destacadas em vermelho;
células leucocitarias em cinza) positivas para CK7 em
APC.H7; (C) Dot plot das células metastaticas de pulmao
(destacadas em vermelho; células leucocitarias em cinza)
positivas para TTF-1 em FITC; (D) Dot plot das células
metastaticas de pulmao (destacadas em vermelho; células
leucocitarias em cinza) negativas para CK20 em FITC;
(E) Andlises morfologicas em 40X; (F) Células com
expressao positiva para CK7 em 40X; (G) Células com
expressao nuclear positiva para TTF-1 em 60X; e (H)
Células com expressdo negativa para CK20 em 40X.
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5.3 CLASSIFICACAO DOS LiQUIDOS PLEURAIS DE ACORDO COM AS ANALISES
MORFOLOGICAS E IMUNOFENOTIPICAS POR ICQ E CF

A partir dos resultados obtidos pela andlise morfolégica, imunocitoquimica e pela
citometria de fluxo, foi definido que as amostras de efusdo pleural seriam consideradas
malignas (EPM) quando detectada a presenca de células neoplésicas no liquido analisado por
qualquer uma das metodologias aplicadas, e paramaligna (EPP) se o paciente tivesse o
diagnostico de cancer, mas nao houvesse células neoplasicas no liquido analisado por meio das
metodologias aplicadas. Nos casos em que a causa da efusdo pleural era de origem
indeterminada, mas o acompanhamento mostrou resolu¢ao da efusdo sem novo acimulo e sem
a deteccao subsequente de cancer primario, a etiologia foi considerada benigna ou reacional
(EPR).

Inicialmente, verificou-se a caracterizacdo dessa amostragem comparando os grupos
citados acima, com relacao a idade. Como mostra a Tabela 6, ndo existiu diferenca significativa

entre os grupos em relacao a idade.

Tabela 6 — Distribuicao dos grupos EPP, EPM e EPR com relagao a idade.

Idade EPP EPM EPR
Média 55,8 58,5 58,2
Mediana 56 65 59
Desvio Padrao 12,6 15,0 17,7
N 26 10 22
IC 4,9 9,3 7,4
P-valor 0,829

EPP: Efusdo pleural paramaligna; EPM:Efusio pleural maligna; EPR: Efusdo pleural reacional.

Prosseguindo com a comparagao entre os trés grupos, foi realizada uma analise quanto

a distribuicao do género (ver Tabela 7).

Tabela 7 - Distribui¢do dos grupos EPP, EPM e EPR de acordo com o género.

EPP EPM EPR Total
n % n % n % n %
Feminino 11 42.3% 5 50,0% 11 50,0% 27 46,6%
Masculino 15 57,7% 5 50,0% 11 50,0% 31 53,4%
Total 26 44.8% 10 17,2% 22 37,9% 58 100%

p-valor = 0,843

EPP: Efusao pleural paramaligna; EPM:Efusdo pleural maligna; EPR: Efusdo pleural reacional.
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A Tabela 7 mostra a distribui¢do conjunta das varidveis para valores absolutos e seus
percentuais. Assim, foi observado que nao houve diferenca significativa entre os trés grupos

quando distribuidos em relagdo ao género.

5.4 IDENTIFICACAO DAS CELULAS DO SISTEMA IMUNOLOGICO NAS AMOSTRAS
DE LIQUIDOS PLEURAIS POR CITOMETRIA DE FLUXO

Ao contrario da microscopia de luz, que ndo permite diferenciar subpopulagdes
linfocitarias, a citometria de fluxo permite uma ampla andlise das células do sistema
imunologico por meio de anticorpos conjugados a fluorocromos, tais como linfocitos T,
linfécitos B, linfocitos T citotoxicos, linfocitos T auxiliares, linfocitos T alfa/beta, linfocitos T
gama/delta, células natural killers, células natural killers T variante, eosin6filos, monocitos,
neutrofilos presentes tanto em processos reacionais quanto em processos malignos (LAINA, et
al. 2012).

Assim, a etapa final deste estudo, consistiu em determinar os valores relativos dos
linfécitos T (CD3+) e das subpopulacdes T auxiliar (CD4+), T citotoxico (CD8+), T y6 (CD3+
CD4- CD8-) e T aff (CD3+ CD4+ CD8+), dos linfocitos B (CD19+), das células NK (CD56+
CD3-) e das c¢lulas NKT (CD56+ CD3+) presentes nas amostras de efusao pleural coletadas
para este estudo (Tabelas 8, 9 ¢ 10). Para isso, as amostras foram agrupadas de acordo com o
diagnostico do tumor primario e de acordo com a classificagao das efusoes (EPP, EPM e EPR).
Visto que as neoplasias hematologicas presentes no estudo (linfoma e mieloma) afetam
diretamente a producao de células leucocitarias, considerou-se que poderiam existir diferencas
entre as quantidades celulares dos pacientes com histéria de neoplasia linfoproliferativa e
pacientes com diagndstico de tumor sélido (no caso deste estudo, pulmao, mama e outros ndo
hematologicos). Assim, foi realizada uma andlise entre esses dois grupos, conforme pode ser

observado na Tabela .
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Tabela 8 - Comparacao das subpopulagdes leucocitarias presente nas efusdes pleurais procedentes de pacientes diagnosticados com neoplasia
linfoproliferativa e neoplasia ndo hematoldgica (mama, pulmao e outras).

Tipo celular Tipo de neoplasia Média Mediana PD:(;::;((; Min Max N P-valor
. Linfoproliferativa 52,07% 66,01% 38,10% 2,97% 97,40% 17
LINFOCITOS TOTAI .
NFOCITOS TOTAIS Nao-hematologica 52,49% 56,83% 27,26% 2,83% 91,40% 19 0,833
. Linfoproliferativa 46,17% 58,01% 35,15% 0,35% 87,20% 17
LINFOCITOS T ’ ’ ’ ’ ’
NFOCITOS Nao-hematologica 45,37% 51,14% 23,70% 2,61% 71,23% 19 0.874
. Linfoproliferativa 14,90% 12,17% 14,93% 0,15% 43,58% 17
J’_
LINFOCITOS T CD8 Nao-hematologica 13,23% 13,16% 11,24% 0,00% 37,51% 19 0,958
LINFOCITOS T CDA4+ Linfoproliferativa 30,31% 30,67% 25,94% 0,15% 67,30% 17 0.916
Nao-hematologica 28,48% 31,47% 18,83% 2,25% 61,34% 19 ’
. Linfoproliferativa 0,38% 0,01% 0,68% 0,00% 2,00% 17
LINFOCIT D4+/CD8+
NFOCITOS € /CD8 Nao-hematologica 0,59% 0,30% 0,73% 0,00% 2,58% 19 0,149
. Linfoproliferativa 0,58% 0,40% 0,55% 0,00% 1,71% 17
LINFOCITOS CD4-/CD8- ’ ’ ’ ’ ’
Nao-hematologica 3,07% 0,80% 7,78% 0,00% 31,80% 19 0,178
, Linfoproliferativa 5,90% 3,23% 6,99% 0,00% 21,90% 17
LINFOCITOS B Nao-hematologica 7,12% 2,89% 11,46% 0,00% 45,23% 19 0,833
, Linfoproliferativa 2,05% 0,71% 2,49% 0,00% 7,45% 17
CELULAS NK ’ ’ ’ ’ ’
Nao-hematologica 3,26% 2,06% 3,45% 0,00% 11,10% 19 0,245
, Linfoproliferativa 1,61% 0,85% 2,88% 0,07% 9,73% 17
CELULAS NKT Nao-hematologica 3,46% 1,97% 4,35% 0,00% 16,74% 19 0,316
MONOCITOS/ Linfoproliferativa 7,73% 1,60% 12,90% 0,00% 36,61% 17 0.355
MACROFAGOS Nao-hematologica 5,64% 5,10% 3,95% 0,00% 11,60% 19 ’
, Linfoproliferativa 28,73% 11,13% 36,74% 0,70% 90,28% 17
NEUTROFILOS Nao-hematologica 20,51% 14,78% 22,00% 0,00% 68,16% 19 0,792
. Linfoproliferativa 0,84% 0,00% 1,53% 0,00% 4,63% 17
EOSINOFILOS ’ ’ ’ ’ ’
Nao-hematologica 1,23% 0,00% 3,22% 0,00% 13,06% 19 0,857
. Linfoproliferativa 0,72% 0,00% 1,45% 0,00% 3,74% 17
BASOFILOS Nao-hematologica 0,74% 0,00% 1,98% 0,00% 6,91% 19 0.813
. Linfoproliferativa 0,32% 0,05% 0,48% 0,00% 1,13% 17
PLASMOCITOS ’ ’ ’ ’ ’
Nao-hematologica 0,47% 0,00% 1,74% 0,00% 7,00% 19 0,192
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Tabela 9 - Comparagdo da subpopulacdo leucocitaria presente nas efusdes pleurais procedentes de pacientes com EPP/EPM e EPR.

Tipo celular Classificagdo Média Mediana ?:;;gg Min Max N P-valor
0, 0, o, o, 0,
LINFOCITOS TOTAIS EPP/EPM 52,05% 53,85% 26,81% 2,83% 91,40% 19 0.666
EPR 50,45% 47,81% 29,26% 0,27% 92,73% 22
LINFOCITOS T EPP/EPM 44,64% 48,96% 23,36% 2,61% 71,23% 19 0.724
EPR 42,56% 40,08% 29,80% 0,00% 88,79% 22 ’
LINFOCITOS T CD&+ EPP/EPM 13,08% 12,23% 10,33% 0,00% 37,51% 19 0314
EPR 11,28% 9,18% 13,68% 0,00% 66,33% 22 ’
, EPP/EPM 28,35% 30,37% 19,40% 2,25% 61,34% 19
LINFOCITOS T CD4+ ’ ’ ’ ’ ’
EPR 28.45% 23,92% 22,75% 0,00% 73,09% 22 0.896
. EPP/EPM 0,55% 0,33% 0,67% 0,00% 2,58% 19
LINFOCITOS CD4+/CD8+ ’ ’ ’ ’ ’ 2
EPR 0,41% 0,12% 0,56% 0,00% 1,99% 22 0,273
. EPP/EPM 2,65% 0,63% 7,17% 0,00% 31,80% 19
LINFOCITOS CD4-/CD8- ’ ’ ’ ’ ’ 0,896
EPR 2,42% 0,89% 6,66% 0,00% 31,80% 22 ’
. EPP/EPM 7,42% 3,64% 10,85% 0,00% 45,23% 19
LINFOCITOS B ’ ’ ’ ’ ’ 0,839
EPR 7,02% 2,79% 10,79% 0,00% 45,06% 22 ’
, EPP/EPM 3,49% 2,62% 3,49% 0,00% 11,10% 19
CELULAS NK ’ ’ ’ ’ ’ 0,635
EPR 5,94% 3,53% 9,65% 0,00% 45,00% 22 ’
, EPP/EPM 2,96% 1,29% 4,15% 0,00% 16,74% 19
CELULAS NKT ’ ’ ’ ’ ’ 1,000
EPR 3,90% 1,16% 6,41% 0,00% 22,23% 22 ’
, . EPP/EPM 6,28% 5,46% 4,86% 0,00% 19,57% 19
MONOCITOS/ MACROFAGOS ’ ’ ’ ’ ’ 0,82
EPR 10,55% 5,32% 12,97% 0,00% 41,51% 22 824
. EPP/EPM 20,60% 17,20% 20,76% 0,00% 68,16% 19
NEUTROFILOS ’ ’ ’ ’ ’ 0,58
EPR 21,23% 8,99% 28,99% 0,00% 93,44% 22 81
. EPP/EPM 1,60% 0,00% 3,71% 0,00% 13,06% 19
EOSINOFILOS ’ ’ ’ ’ ’ 0,734
EPR 0,94% 0,00% 2,10% 0,00% 8,06% 22 ’
. EPP/EPM 0,78% 0,00% 1,85% 0,00% 6,91% 19
BASOFILOS ’ ’ ’ ’ ’ 0,603
EPR 0,18% 0,00% 0,39% 0,00% 1,24% 22 ’
. EPP/EPM 0,42% 0,00% 1,60% 0,00% 7,00% 19
PLASMOCITOS ’ ’ ’ ’ ’
EPR 0,10% 0,00% 0,38% 0,00% 1,76% 22 0,677

EPP: Efusdo pleural paramaligna; EPM:Efusdo pleural maligna; EPR: Efusdo pleural reacional.



Tabela 10 - Comparagdo das subpopulagdes leucocitarias presente nas efusdes pleurais procedentes de pacientes com EPP e EPM.

Tipo celular Classificagdo Meédia Mediana PD:(;::;((; Min Max N P-valor

, EPP 52,49% 56,83% 27,26% 2,83% 91,40% 16
LINFOCITOS TOTAIS EPM 49,74% 49,85% 29,73% 19,95% 79,41% 3 0.576
LINFOCITOS T EPP 45,37% 51,14% 23,70% 2,61% 71,23% 16 0.823

EPM 40,73% 32,87% 25,92% 19,64% 69,67% 3 ’
LINFOCITOS T CD&+ EPP 13,23% 13,16% 11,24% 0,00% 37,51% 16 1.000
EPM 12,28% 12,22% 3,45% 8,86% 15,75% 3 ’

. EPP 28,48% 31,47% 18,83% 2,25% 61,34% 16
LINFOCITOS T CD4+ EPM 27,64% 23,18% 26,98% 3,16% 56,57% 3 1,000
LINFOCITOS CD4+/CD8+ EPP 0,59% 0,30% 0,73% 0,00% 2,58% 16 0.538

EPM 0,38% 0,42% 0,07% 0,30% 0,43% 3 ’
LINFOCITOS CDA4-/CDS- EPP 3,07% 0,80% 7,78% 0,00% 31,80% 16 0.314
EPM 0,43% 0,40% 0,14% 0,31% 0,59% 3 ’
LINFOCITOS B EPP 7,12% 2,89% 11,46% 0,00% 45,23% 16 0.576
EPM 9,01% 9,74% 8,36% 0,31% 16,98% 3 ’
CELULAS NK EPP 3,26% 2,06% 3,45% 0,00% 11,10% 16 0.613
EPM 4,73% 6,11% 4,22% 0,00% 8,09% 3 ’
, EPP 3,46% 1,97% 4,35% 0,00% 16,74% 16
CELULAS NKT EPM 0,31% 0,17% 0,40% 0,00% 0,77% 3 0.117
MONOQITOS/ EPP 5,64% 5,10% 3,95% 0,00% 11,60% 16 0.502
MACROFAGOS EPM 9,67% 6,02% 8,67% 3,42% 19,57% 3 ’

, EPP 20,51% 14,78% 22,00% 0,00% 68,16% 16
NEUTROFILOS EPM 21,10% 26,48% 15,80% 3,31% 33,50% 3 0,653
EOSINOFILOS EPP 1,23% 0,00% 3,22% 0,00% 13,06% 16 0.897

EPM 3,59% 0,00% 6,22% 0,00% 10,78% 3 ’

, EPP 0,74% 0,00% 1,98% 0,00% 6,91% 16
BASOFILOS EPM 1,00% 0,75% 1,14% 0,00% 2,24% 3 0.175

, EPP 0,47% 0,00% 1,74% 0,00% 7,00% 16
PLASMOCITOS EPM 0,17% 0,00% 0,30% 0,00% 0,52% 3 0,665
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Tabela 11 - Comparagao das subpopulagdes leucocitarias presente nas efusdes pleurais procedentes de pacientes diagnosticados cancer de mama

e de pulmaio).

Tipo celular Tipo de neoplasia Meédia Mediana Desvio Padrao Min Max N  P-valor
. Mama 63,21% 76,17% 25,31% 34,05% 79,41% 3
LINFOCITOS TOTAIS Pulmédo 44,03% 49,85% 27,57% 2,83% 74,65% 5 0,655
, Mama 55,26% 68,22% 23,71% 27,90% 69,67% 3
LINFOCITOS T Pulmédo 37,66% 32,87% 24,08% 2,61% 64,10% 5 0,297
. Mama 19,45% 14,09% 10,95% 12,22% 32,05% 3
J’_
LINFOCITOS T CD8 Pulmédo 7,29% 8,86% 6,94% 0,00% 15,18% 5 0,180
. Mama 35,06% 35,33% 21,64% 13,29% 56,57% 3
J’_
LINFOCITOS T CD4 Pulmédo 29,80% 32,57% 18,40% 2,39% 51,03% 5 0,655
. Mama 0,28% 0,30% 0,06% 0,21%  0,33% 3
+ +
LINFOCITOS CD4+/CD3 Pulméo 0,33% 0,38% 0,35% 0,00% 0,84% 5 0,655
. Mama 0,47% 0,59% 0,24% 0,19%  0,63% 3
LINFOCITOS CD4-/CD8- Pulmao 0,24% 0,02% 0,34% 0,00% 076% 5 2
. Mama 7,95% 7,95% 1,80% 6,15% 9,74% 3
LINFOCITOS B Pulmao 6,37% 3,64% 7,25% 0,22% 16,98% 5 0,655
. Mama 6,20% 5,61% 1,67% 491% 8,09% 3
CELULAS NK Pulmao 1,15% 0,95% 1,56% 0,00%  3,79% 5 0,024
. Mama 1,51% 0,77% 1,53% 0,49%  3,27% 3
CELULAS NKT Pulmédo 2,00% 0,17% 3,26% 0,00%  7,57% 5 0,436
MONOCITOS/ Mama 7,18% 6,02% 3,97% 3,92% 11,60% 3 0.297
MACROFAGOS Pulmido 5,02% 4,74% 2,16% 3,000 8,46% 5 ’
. Mama 16,99% 5,09% 22,17% 3,31% 42,56% 3
NEUTROFILOS Pulméo 35,26% 33,50% 17,70% 17,20% 63,62% 5 0,297
. Mama 0,41% 0,00% 0,71% 0,00%  1,23% 3
EOSINOFILOS Pulmédo 0,40% 0,00% 0,89% 0,00%  2,00% 5 0,845
. Mama 0,25% 0,00% 0,43% 0,00%  0,75% 3
BASOFILOS Pulméo 0,03% 0,00% 0,08% 0,00% 0,17% 5 0,558
. Mama 0,17% 0,00% 0,30% 0,00%  0,52% 3
PLASMOCITOS Pulméo 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%  0,00% 5 0,197
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Apesar do fato das linhagens leucocitarias serem diretamente afetadas em
neoplasias hematologicas como linfomas e mielomas multiplos (SWERDLOW et al., 2017),
em nossos estudos, conforme visto na Tabela 8, ndo foram observadas diferencas estatisticas
entre os diferentes tipos celulares de pacientes diagnosticados com neoplasia hematoldgica
e tumores de mama e pulmao.

Mesmo ndo observando diferengas estatisticas entre esses grupos, as analises
subsequentes nao incluiram no grupo das EPMs, individuos portadores de neoplasias
hematologicas. Assim, em continuidade com as avaliagdes leucocitérias, considerando
possiveis diferengas citoldgicas entre pacientes com diagnostico de cancer e sem histérico
de cancer, foi estabelecida uma comparagao entre os tipos celulares desses grupos, conforme
pode ser observado na Tabela 9. No entanto, nas nossas analises ndo foram observadas
diferencas significativas das subpopulagdes de células leucocitarias entre os grupos de
pacientes diagnosticados com EPP/EPM e EPR. Em seguida, foram realizadas analises para
a comparacao das células leucocitarias presentes nas amostras individuos com EPP e EPM,
e assim, verificar possiveis diferencas entre os grupos (Tabela 10). Os resultados
apresentados na Tabela 10 mostram que também nao foram observadas diferengas
estatisticas entre os grupos avaliados.

Por fim, ao avaliar o liquido pleural de individuos com diagnéstico de cancer de
pulmao e cancer de mama (Tabela 11), foram observadas diferencgas estatisticas para as
células NK, com um aumento significante para paciente com cancer de mama em
comparacdo aos pacientes com cancer de pulmdo, com média de 6,20% e 1,15%,

respectivamente (p-valor = 0,024).
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6. DISCUSSAO

Os tumores secundarios provenientes da disseminagdo metastatica sdo as causas mais
comuns de EPM, e, entre esses, os tumores malignos de pulmao, mama e linfoma sdo os mais
prevalecentes (BROADDUS et al., 2017). Assim, a investigacdo das células neoplésicas ¢é
imprescindivel nessas amostras, pois a confirma¢do de uma EPM ¢ considerada um fator de
mau prognostico e indica um sinal de doenca avangada com baixa resposta ao tratamento
sistémico (TEIXEIRA et al., 2006).

De acordo com a literatura, a observacdo de células neoplasicas em amostras de
efusdo pleural por citologia ¢ considerada o padrao ouro para o diagndstico de efusdes
pleurais malignas (MEDENICA ef al. 2018). No entanto, quando somente os achados
morfologicos ndo sdo suficientes para definir o diagnostico, a imunocitoquimica ¢ umas das
metodologias mais utilizada para auxiliar na conclusao do diagnostico (FERRO, 2014).
Porém, apesar disso, possui algumas limitagdes, como a morosidade do procedimento e as
variacoes interobservadores (Werner et al., 2005). Essas limitagdes comprometem a precisao
e a reprodutibilidade dos diagnosticos citopatologicos (BURRY, 2011).

Nesse contexto, foi avaliado neste estudo se a imunofenotipagem por citometria de
fluxo poderia ser uma metodologia laboratorial auxiliar a avaliagdo morfoldgica e
imunocitoquimica para a analise das EP com suspeita de neoplasias malignas, pois ¢ um
método facilmente reprodutivel e rapido (ADAN et al., 2017).

A origem deste trabalho surgiu na rotina do laboratério clinico, quando muitas
amostras de EPs recebidas para investigag¢ao de infiltracao por linfoma por CF apresentavam
a presenca de células ndo hematologicas sugestivas de outras neoplasias. Assim, criou-se a
hipotese de investigar o fenotipo dessas células para o diagnoéstico clinico, pois na literatura,
nao havia protocolos descritos para tal procedimento.

Para atingir esse objetivo, inicialmente foi necessario definir um painel de anticorpos
adequado para diferenciar as células de origem pulmonar, mamaria e linfoides que fosse
aplicavel a rotina laboratorial como um método de diagnodstico rapido e sensivel para
avaliagdo diferencial entre carcinomas, primarios ou metastaticos, de pulmao e de mama, e
para diferencia-los dos linfomas. Na definicdo do painel considerou-se os marcadores
presentes nas células neopldsicas metastaticas de pulmdo, de mama e as neoplasias
linfoproliferativas, as quais sdo aquelas que mais frequentemente afetam a cavidade pleural
(MEDENICA et al., 2018). Além disso, também foi levado em consideracdo a

disponibilidade comercial de anticorpos que pudessem ser utilizados para imunofenotipagem
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por imunocitoquimica e por citometria de fluxo, de tal forma que fosse possivel compara-las.
Assim, o painel foi definido como mostra Quadro 6, e fez parte de um estudo anterior
realizado no LOEH (LIRA-REIS, 2015). Depois dessa etapa concluida, deu-se inicio a
analise das amostras de EP oriundas de pacientes suspeitos de EPM. Dos pacientes avaliados,
foi observada uma baixa variabilidade amostral em relagdo a idade, visto que o CV é menor
que 50%, o que € bom, pois demonstra que os dados foram homogéneos.

A avaliagdo morfologica de efusdes ricas em linfocitos e a decisdo definitiva sobre se
a linfocitose € de natureza puramente reativa ou se trata de uma neoplasia linfoproliferativa
sempre € um obstaculo a ser vencido pelo morfologista (LESNIEWSKA ez al., 2016). Nessas
situagdes, a citometria de fluxo ja demostrou oferecer muitas vantagens em relagdo a
avaliagdo morfoldgica, e o seu estabelecimento na rotina laboratorial ja foi bem definido para
o diagnostico diferencial entre efusdes reacionais e malignas secundarias a neoplasias
hematologicas (BINTCLIFFE et al.,, 2016; CHEN et al., 2017). Esse fato corrobora com os
resultados obtidos pelo nosso estudo quando em um caso avaliado por analises morfologicas
nao foram observados plasmdcitos com alteracdes morfologicas compativeis com mieloma
multiplo, no entanto, quando a mesma amostra foi avaliada por citometria de fluxo, foram
observadas células plasmocitarias com padrao de expressao monoclonal (Lambda) e fendtipo
aberrante, conduzindo assim, o diagnostico para mieloma multiplo. Quando os marcadores
Lambda ¢ Kappa, utilizados para avaliacdo de clonalidade, foram avaliados por
imunocitoquimica e citometria de fluxo e comparados, os resultados mostraram que as
metodologias eram concordantes, inclusive foram os marcadores que obtiveram melhor
concordancia de acordo com o teste estatistico de kappa para avaliar o grau de concordancia
entre as duas metodologias (Tabela 5) dentre todos os marcadores analisados neste estudo
(Quadro 5), o que demonstra a importancia da citometria de fluxo como ferramenta
laboratorial para o diagnodstico das efusdes pleurais infiltradas com células neoplésicas
hematologicas.

Neste estudo, o maior desafio, foi estabelecer a padronizacdo para a deteccdo de
células procedentes de neoplasias ndao-hematologicas (pulmdo e mama) utilizando os
marcadores anti-TTF-1, anti-BER-EP4, anti-CK20, anti-CK7 e anti-GCDFP-15, pois, como
citado anteriormente, ainda ndo sdo utilizados na rotina laboratorial, e, portanto, ndo estdo
padronizados. Em andlises prévias, na etapa de padronizagdo, foi observado que os
eosinofilos apresentaram autofluorescéncia, o que pode simular uma expressdo falso-
positiva, principalmente para os marcadores anti-CK7 e anti-CK20. Dessa forma, um tubo

sem marcagcdo com os anticorpos (controle negativo), mostrou ser necessario durante as
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analises por citometria de fluxo (Figura 15) para garantir que ndo havia falsa positividade de
expressao dos marcadores utilizados.

Os resultados obtidos neste estudo, de acordo o teste kappa, mostram que os
marcadores Ber-EP4, TTF-1 e CK7 apresentaram razoavel, moderada e boa concordancia,
respectivamente, entre a citometria de fluxo e a imunocitoquimica (Tabela 5). Isso conduz
para boas expectativas em relag@o ao uso da citometria de fluxo para imunofenotipagem de
tumores solidos. Estudos recentes revelam que esses marcadores possuem uma boa eficacia
para discriminar cé€lulas presentes em neoplasias primarias e metastaticas de adenocarcinoma
pulmonar (AL-ZAHRANI, 2008; WANG et al, 2014). O adenocarcinoma se localiza
principalmente nos pulmdes, no coélon e na mama, assim, uma analise combinada da
expressao de TTF-1, CK7 e CK20 por citometria de fluxo, pode ter alta sensibilidade e
especificidade para a separacdo de adenocarcinomas primarios de pulmao de
adenocarcinomas metastaticos de origem de célon ou mama, pois por essa metodologia €
possivel analisar todos esses marcadores juntos na mesma célula, ou seja uma analise
multiparamétrica (YAHYA et al., 2013). Dessa forma, acreditamos que no futuro, esses
marcadores possam ser estabelecidos no diagndstico diferencial entre células procedentes de
tumores solidos por citometria de fluxo, assim como visto para os marcadores leucocitarios
no estudo das neoplasias hematologicas.

As citoqueratinas 7 € 20 (CK 7 e CK20) sdo proteinas de baixo peso molecular, e suas
distribui¢des anatdmicas estdo geralmente restritas aos epitélios e nas neoplasias originadas
nesses tecidos, enquanto o marcador GCDFP-15 mostra ser eficiente na detec¢ao de células
malignas metastaticas, diante disto, estes marcadores foram incluidos no estudo para detectar
EPM secundéarias a cancer de mama (AL-ZAHRANI, 2008; MANGLA et al.,
2017). Infelizmente, uma limitacdo da pesquisa foi o tamanho da amostragem que nao
permitiu maiores conclusdes sobre os marcadores GCDFP-15 e CK20, pois para a andlise da
concordancia Kappa ¢ necessario haver expressao positiva, o que nao foi observado em
nenhum dos casos avaliados, assim, a comparagdo estatistica entre as metodologias foi
prejudicada. Apesar disto, podemos concluir que ndo foram observados resultados falsos
positivos nas amostras avaliadas para os marcadores CK20 e para o GCDFP-15 por
citometria de fluxo, no entanto, mais estudos serdo necessarios para uma avaliagdo mais
completa destes marcadores.

Em alguns casos, foi observado a expressao positiva para os marcadores TTF-1 (n=3),
Ber-EP4 (n=2) e CK7 (n=5) por citometria de fluxo, o que indicava um imunofenotipo

sugestivo de células neoplasicas malignas, entretanto, as analises morfologicas ndo
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mostraram evidéncias malignas para estas células. Esse fato se explica porque a expressao
desses marcadores também pode ser observada em células ndo neoplasicas procedentes de
diversos tecidos normais, tais como o tecido pulmonar ou ainda células mesoteliais reativas
(HE e OH, 2018). Assim, a expressdo desses marcadores por citometria de fluxo, deve
sempre ser avaliada em conjunto com outros métodos de diagndstico, como a analise
morfologica, para que sejam evitados falsos resultados.

Apesar da amostragem deste trabalho nao ter sido robusta o suficiente para a analise
de concordancia de alguns marcadores, € o niumero de amostras ter sido estratificado em
diferentes grupos de acordo com o tipo de neoplasia presente nas EPMs (pulmao, mama e
linfomas); durante o desenvolvimento desta pesquisa foi evidente a importancia da avaliagao
imunofenotipica por citometria de fluxo na rotina laboratorial para anélise de casos que
apresentem células ndo-hematologicas. Um dos casos foi de um homem de 64 anos com
cancer de pulmao sem tratamento e com EP confirmada por RX. Apds a toracentese, a
amostra foi encaminhada para a citologia e imunofenotipagem por citometria de fluxo. Na
avaliagdo da citologia foi observado 700 leucocitos/mm3 e na avaliagdo morfologica 18% de
neutrofilos, 18% de mononucleares e 64% de células mesoteliais. Na imunofenotipagem por
citometria de fluxo foram observadas 2,38% de monocitos, 0,96% de células NKT; 28.79%
de células T; 10,31% de células B; 18.03% de neutrofilos e 39.53% de células ndo
hematolédgicas (CD45 negativas). O imunofendtipo dessas células por citometria de fluxo
apresentou CK7 positivo e TTF1 positivo, o que € sugestivo de cancer de pulmao. Como
foram observadas células CD45 negativo pela citometria de fluxo e o fenotipo era sugestivo
de células neoplésicas de cancer de pulmao, a amostra foi encaminhada para a
imunocitoquimica, e os resultados foram semelhantes aos observados na citometria de fluxo
(REIS et al., 2016).

Em uma outra analise de caso realizada em parceria com outra pesquisa, uma mulher
de 38 anos com historia de depressao pds-parto e mastite, apresentou epistaxe, alopecia,
linfadenopatia, dispnéia ao esforco, petéquias nos membros inferiores e perda de peso de 20
kg. A paciente foi admitida no hospital para investigacdo de neoplasia linfoproliferativa.
Assim, o aspirado de medula dssea foi realizado e encaminhado para a imunofenotipagem
por citometria de fluxo, e imunohistoquimica. De acordo com os marcadores utilizados na
imunofenotipagem por citometria de fluxo foi descartada a possibilidade de neoplasias
linfoproliferativas, no entanto, foram observadas células ndo hematopoiéticas (CD45
negativas), as quais foram marcadas com anti-HER2, e apresentaram positividade para esse

marcador. Assim, o painel de anticorpos da imuno-histoquimica foi direcionado para o cancer
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de mama e ndo para neoplasias linfoproliferativas. Os resultados da imuno-histoquimica
confirmaram o diagndstico do cancer de mama (REIS et al., 2019). Esses relatos de caso
mostram que a citometria de fluxo ¢ uma metodologia rapida e eficaz e que a partir dela o
diagnéstico definitivo pode ser direcionado para a imunocitoquimica, o que também pode
representar uma economia para o servigo ¢ agilidade para o diagnostico laboratorial final, o
que influencia diretamente no inicio do tratamento.

Como visto anteriormente, as efusdes associadas ao cancer podem surgir com um
resultado da obstrugdo venosa causada pela neoplasia, ou devido a alteracdes inflamatorias
secundarias a neoplasia, ou ainda pela secrecao produzida pela propria neoplasia (HOOPER,
2010). Nessas efusdoes, o numero de células neoplasicas na cavidade pode variar
consideravelmente, e, geralmente, contém células benignas (mesoteliais, macrofagos e
leucécitos), que, frequentemente, estdo em maior nimero que as células neoplasicas (PERES,
2018). Relatos da literatura indicam que mediadores derivados de tumores estimulam
diretamente o influxo de células inflamatérias para a pleura e iniciam alteragdes vasculares.
Na pleura, os leucocitos atraidos se acumulam localmente e tém impacto na proliferacao de
c€lulas tumorais pleurais e vazamento vascular (DESAI ef al., 2017). Desta forma, estudos
mostram que a razdo da quantidade de neutréfilos e linfocitos podem servir como fator de
prognoéstico para pacientes diagnosticados com EPM (KAO et al., 2010). Assim,
considerando que ao contrario da microscopia de luz, que ndo permite diferenciar
subpopulagdes linfocitarias, a citometria de fluxo permite uma ampla analise das células do
sistema imunologico por meio de anticorpos conjugados a fluorocromos, nosso estudo
avaliou a quantidade de linfécitos T, linfocitos B, linfocitos T citotoxicos, linfocitos T
auxiliares, linfocitos T alfa/beta, linfocitos T gama/delta, células natural killers, células
natural killers T variante, eosinofilos, monocitos, neutrofilos presentes nos diversos tipos de
efusdao do estudo (EPR, EPM, EPP). Assim, foram utilizados os anticorpos especificos para
cada tipo de célula e os resultados entre os diferentes tipos de EP foram comparados. Nossos
resultados mostram que ndo ha diferenca significante entre as populagdes avaliadas (Tabelas
8, 9 e 10). Entretanto, um fato relevante foi observado em relacdo ao percentual médio de
células NK nas EPMs: nos casos de cincer de mama o percentual dessas células foi maior
(6,20%) quando comparados com os casos de cancer de pulmao (1,15%) (p-valor = 0,024).
Um estudo realizado por (TRONCARELLI et al., 2019) sugere a existéncia de uma proteina
expressa pelas células NK, que quando ativada, pode atuar contra as células neoplésicas dos
tumores da mama, e que esse fendmeno ocorre somente nos casos de mau prognostico. No

entanto, esses estudos ainda estdo em andamento (TRONCARELLI et al., 2019). Assim, a
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detec¢do das células NK por citometria de fluxo podera futuramente servir como um método
para avaliacdo de prognostico nos casos de cancer de mama com EPM, visto que pela
avaliagdo morfologica ndo ha possibilidade de diferenciar as células linfoides.

Por fim, os resultados obtidos neste estudo mostram que a citometria de fluxo é uma
ferramenta de diagnoéstico laboratorial importante para detec¢do de células malignas em
amostras de liquido pleural, e que em associagdo com a avaliagdo morfologica e
imunocitoquimica, pode auxiliar no diagnostico das EPMs. Assim, por ser um método que
proporciona resultados mais rapidos que as metodologias consideradas padrdao-ouro, a CF
pode oferecer uma agilidade no diagnostico, o que poderia influenciar no tempo de internacao
hospitalar e nos custos para o Sistema Unico de Satude (SUS) e nos servigos privados, além

da melhoria da qualidade de vida desses individuos.
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7. CONCLUSOES
Os resultados encontrados neste estudo permitem concluir:

e A avaliagdo imunofenotipica por citometria de fluxo dos marcadores Lambda e
Kappa, utilizados para avaliar clonalidade nas neoplasias linfoproliferativas, apresentou uma
concordancia boa e excelente, respectivamente, quando comparada a imunocitoquimica, o
que demonstra a eficiéncia da citometria de fluxo como ferramenta laboratorial para o
diagnostico das efusdes pleurais infiltradas com células neoplasicas hematologicas;

e A avaliagdo imunofenotipica por citometria de fluxo dos marcadores CK7 e TTF-1
utilizados para caracterizar células malignas de cancer de pulmdo em amostras de liquido
pleural, apresentou uma concordancia boa e moderada, respectivamente, quando comparada
a imunocitoquimica, apesar da concordancia razoavel do marcador Ber-EP4, o conjunto
destes resultados mostram que a citometria pode obter resultados promissores no estudo das
EPs secundarias a neoplasias pulmonares;

e Mais estudos sdo necessarios mais avaliar a eficidcia dos marcadores GCDFP-15 e
CK20 quando aplicados nos diagndsticos de EPM secundarios a cancer de mama;

e As andlises imunofenotipicas por citometria de fluxo devem ser avaliadas em
conjunto com outras metodologias para garantir que ndo sejam obtidos falsos resultados;

e Os valores relativos dos linfocitos dos pacientes com diagnoéstico final de EPR, EPM
e EPP ndo mostraram diferenga significativa entre os grupos avaliados. A excecao foram os
pacientes com diagnoéstico prévio de cancer de mama e cancer de pulmao, cujos resultados
mostraram diferenga estatistica para as células NK. Assim, acreditamos que futuramente a
deteccao das células NK por citometria de fluxo podera servir como um método para
avaliagdo de prognodstico nos casos de cancer de mama com EPM, visto que pela avaliagdo
morfoldgica ndo ha possibilidade de diferenciar as células linfoides.

Por fim, a citometria de fluxo demonstrou ser uma ferramenta boa ferramenta
completar no diagnostico laboratorial para detecgdo de células malignas em amostras de
liquido pleural, e que em associagdo com a avaliacdo morfologica e imunocitoquimica pode
contribuir no diagnostico diferencial entre EPM, EPP e EPR. Isso implica na rapidez do
diagnostico e no aumento da eficiéncia dos tratamentos, o que pode resultar na diminuigdo
do tempo de internagio hospitalar e dos custos para o Sistema Unico de Satude (SUS) e na

melhoria da qualidade de vida desses individuos.
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