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RESUMO

As membranas serosas pleurais, peritoneais e pericardicas sao aquelas
gue envolvem, respectivamente, as superficies do pulméo, da cavidade
abdominal e do coracdo. Em condicBes patoldgicas, uma quantidade
maior de liquido se acumula nessas cavidades formando um processo
denominado efusdo cavitaria. Efusdes cavitarias malignas sao definidas
como a presenca de células malignas nas cavidades serosas. Recentes
estudos mostram que a analise multiparamétrica por citometria de fluxo
¢ uma metodologia sensivel e rapida que permite avaliar um grande
nimero de células com diferentes marcadores. Dessa forma, o objetivo
deste trabalho foi avaliar o fendtipo das células presentes nos liquidos
cavitarios e analisar a sua importancia como marcadores fenotipicos
para o diagnostico diferencial entre as efusdes malignas e as benignas. A
primeira etapa deste trabalho consistiu em padronizar a marcagdo e a
andlise das amostras de efusdes serosas por citometria de fluxo. Apos a
padronizacdo, a celularidade de 65 amostras de liquidos cavitarios foi
avaliada por citometria de fluxo e comparada com a avaliacdo da
morfologia por microscopia de luz, a qual é metodologia considerada
padrdo ouro para analise desses liquidos. A etapa seguinte consistiu em
avaliar a eficiéncia dos marcadores Ber-EP4, TTF-1, Vimentina,
GCFPD-15, CK7 e CK20 utilizados na imunocitoquimica para
diferenciar as células reacionais das neoplasicas por citometria de fluxo
em liquidos pleurais. Apesar do pequeno nimero de amostras analisadas
(n=18), foi possivel concluir que o painel de anticorpos padronizado
neste estudo é Util para distinguir as células neoplasicas das normais e,
com isso, fazer o diagnostico diferencial entre as efusdes malignas e as
benignas. No entanto, mais estudos com um ndimero maior de amostras
serdo necessarios para o estabelecimento da metodologia na rotina
laboratorial de investigacdo de células neoplasicas.

Palavras-chave: Diagndstico. Efusdes. Citometria de fluxo.
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ABSTRACT

The pleural, pericardial and peritoneal membranes are respectively
engaging the lung, abdominal cavity and the heart surfaces. Under
pathological conditions, a greate quantity of fluid accumulates in these
cavities forming a process known as cavity effusions. Malignant
effusions are defined as the presence of malignant cells in the serous
cavity. Recent studies have shown that the multi-parameter flow
cytometric analysis is a sensitive method, which allows quick evaluation
of a large number of cells with different markers. Thus, the aim of this
study was to assess the phenotype of these cells in the cavity fluids,
besides analyzing their importance as phenotypic markers for the
differential diagnosis of malignant and benign effusions. The first stage
of this work was to standardize the measurement and the analysis of
samples of serous effusions by flow cytometry. After standardization,
the cellularity from 65 samples of serous fluid was evaluated by flow
cytometry and compared with the assessment of morphology by light
microscopy, which is considered the gold standard methodology for
analysis of liquids. The next step was to evaluate the efficiency of the
Ber-EP4, TTF-1, Vimentina, GCFPD-15, CK7 and CK20 markers used
in immunocytochemistry to differentiate reactions from neoplastic cells
by flow cytometry in pleural fluids. Despite the small number of
samples (n = 18), the results showed that the standard antibody panel in
this study is useful to distinguish cancer from normal cells and, as a
result, it is possible to make the differential diagnosis of malignant and
benign effusions. However, further studies with a larger number of
samples are needed to establish the methodology in laboratory
investigation of cancer cells routine.

Key-words: Flow cytometry. Effusions. Diagnosis.
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CAPITULO 1 INTRODUCAO

As membranas serosas (MS) pleurais, peritoneais e pericardicas
sdo aquelas que envolvem, respectivamente, as superficies do pulméo,
da cavidade abdominal e do coracdo (JUNQUEIRA; CARNEIRO,
2013). Essas sdo delineadas por dois folhetos continuos de células
mesoteliais justapostos como uma “bolsa”, no interior da qual flui uma
pequena quantidade de liquido cavitario (LC), ou liquido seroso, com
volume necessario para lubrificar os folhetos que se movem um sobre o
outro como resultado dos movimentos de respira¢do, do peristaltismo
intestinal e dos batimentos cardiacos (CIBAS, 2009). Em condigdes
patolégicas, uma quantidade maior de liquido se acumula nessas
cavidades, formando um processo conhecido como derrame ou efusao
cavitaria (EC). O espago, considerado virtual, de 5 a 10 um, que
normalmente separa essas laminas, amplia-se de acordo com a
guantidade de liquido formada anormalmente (GRAY; KOCJAN, 2010;
LIBERTI, 2001).

As condicdes patoldgicas que levam a ocorréncia desse tipo de
quadro clinico sdo multifatoriais e, em geral, sdo condi¢cdes secundarias
a processos benignos ou malignos (quando no liquido h& presenca de
células malignas) (ROBBINS; COTRAN, 2010; RYU et al., 2014). Nas
efusdes consideradas benignas, as condigBes mais comuns observadas
sdo insuficiéncia cardiaca congestiva, pneumonia, tuberculose, embolia
pulmonar, cirrose hepatica, sindrome nefrotica, insuficiéncia renal,
inflamacbes do pericardio, doencas pancreaticas ou reacles a
radioterapia e dialise (CASTRO; ROSENBERG, 2005; KOPCINOVIC;
CULEJ, 2014). Os tumores sélidos, tais como cancer de mama, pulméo,
ovario, érgdos do sistema gastrico e neoplasias hematolégicas, como os
linfomas, todos em fase de metastase, estdo entre as maiores causas de
efusGes malignas. Na realidade, qualquer neoplasia maligna, como os
raros tumores do sistema nervoso central, podem ocasionar uma efuséo.
Sendo assim, a diferenciacdo entre as efusdes malignas e as benignas,
em alguns casos, tornou-se um problema para a conclusdo do
diagndstico desses pacientes (LONGATTO FILHO et al., 1999;
MARTINEZ-VEA et al., 1982; SHIDHAM; ATKISON, 2007).

Infelizmente, mesmo com o advento de critérios especificos e da
aplicacdo de novas técnicas diagnosticas, cerca de 10% a 20% dos
derrames pleurais, por exemplo, ainda permanecem sem diagnostico
etiolégico definido depois de esgotados os métodos diagnosticos
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atualmente disponiveis e, por isso, sdo considerados como efusdes de
origem indeterminada (GENOFRE; CHIBANTE; MACEDO, 2006).
Nos casos em que a etiologia é desconhecida ou duvidosa, torna-se
necessario realizar a puncao do liquido com a finalidade de submeté-lo
as andlises laboratoriais, tais como avaliagdes bioquimica, hematoldgica,
citopatolégica e microbioldgica. Os diversos parametros da amostra sao
avaliados a fim de se investigar a real causa que desencadeou a efusdo
no paciente (BAMMANN, 2001; GENOFRE; CHIBANTE; MACEDO,
2006; ROBBINS; COTRAN, 2010).

Os critérios morfolégicos tém sido exaustivamente revistos com o
objetivo de otimizar a conclusdo do diagndstico e diminuir os indices de
resultados falsos, tanto negativos quanto positivos (LONGATTO
FILHO, 1999). Na maioria dos casos, apenas esses critérios ndo sao
suficientes para a conclusdo do diagndstico; e a realizacdo das analises
de imunocitoquimica é indispensivel para uma correta identificacdo
diagndstica. Contudo, essa metodologia inclui diversas etapas, 0 que
gera atraso no diagndstico e no tratamento dos pacientes oncoldgicos
(AFSHAR-MOGHADDAM; HEIDARPOUR; DASHTI, 2014). Estudos
mostram que a analise multiparamétrica por citometria de fluxo é uma
metodologia mais sensivel, rapida e que permite avaliar um grande
nimero de células em diferentes marcadores (GOLIM et al., 2007).
Assim, o foco deste trabalho foi padronizar e implantar um método para
avaliar o fenétipo das células presentes nos liquidos cavitarios e analisar
a sua importancia como marcadores fenotipicos para o diagnostico
diferencial entre as efusdes malignas e as benignas.
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CAPITULO 2 REVISAO DE LITERATURA

As superficies dos pulmdes, do coracdo e de 6rgdos localizados
na cavidade abdominal sdo delimitadas por uma fina camada de células
denominadas mesoteliais, que, justapostas como uma dupla membrana,
constituem as maiores cavidades corporais humanas, sdo elas: as
cavidades pleurais, pericardica e peritoneal, respectivamente. O espaco
formado pelas células mesoteliais sdo considerados virtuais, estando as
membranas formadas por essas células em intimo contato entre si,
deslizando uma sobre a outra nos diversos movimentos das visceras e
das paredes das cavidades em que se situam (CHARALAMPIDIS et al.,
2015; KOSS, 2006).

2.1 CAVIDADES SEROSAS

As trés cavidades serosas corporais pleurais, pericardica e
peritoneal, além de possuirem a mesma origem embrionéria (origem
mesodérmica), tém basicamente a mesma constituicdo. Elas sdo
formadas por uma lamina de tecido conjuntivo rico em fibras elasticas,
no qual se encontram vasos sanguineos e linfaticos, e ainda por um
revestimento mesotelial voltado para a cavidade na qual se encontra a
serosa. O revestimento mesotelial é composto de uma fina camada de
células planas denominadas células mesoteliais (KOSS, 2006; LIBERTI,
2001).

A camada mesotelial foi descrita pela primeira vez por Bichat, em
1827, e, apesar da sua descoberta e descricdo precoce, foi apenas nos
Gltimos anos que sua importancia, tanto em individuos saudaveis quanto
em estados patoldgicos, tem sido relatada. Atualmente, sabe-se que sua
funcdo ndo se limita apenas a ser uma camada protetora dos érgdos
corporais, ela é ainda uma estrutura dindmica e complexa, relacionada a
respostas a lesdes, infecgBes, inflamacbes e doencas malignas
(MUTSAERS, 2002).

Os vasos linfaticos sdo componentes essenciais do sistema de
absorcao dos fluidos presentes nessas cavidades e comunicam-se com a
superficie da membrana serosa através de aberturas entre as células
mesoteliais, 0 que assegura uma continuidade entre o sistema linfético e
as cavidades serosas. Qualquer desequilibrio na homeostase desse
sistema resulta no acumulo maior de liquido e no aparecimento do
derrame ou da efuséo cavitaria (SHIDHAM; ATKISON, 2007).
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As efusdes cavitarias sdo classificadas clinicamente como
transudato ou exsudato. Os transudatos surgem como o resultado de um
desequilibrio entre as pressdes hidrostatica e oncética. O exsudato é o
resultado do aumento da permeabilidade capilar, da diminuicdo da
reabsorcdo linfatica ou de uma injaria do mesotélio. Alguns autores
ainda descrevem as efusfes quilosas ou pseudoquilosas. As efusbes
quilosas surgem devido ao extravasamento do ducto toracico, muitas
vezes secundario a rupturas, obstrucBes ou traumas. Em efusdes
prolongadas, a lise dos lipideos presentes nos liquidos serosos forma as
efusdes pseudoquilosas (BAER; SMITH, 2001; ROBBINS; COTRAN,
2010; SHIDHAM; ATKISON, 2007).

Ha diversos fatores que podem desencadear uma efuséo cavitaria,
assim, ao analisar um liquido seroso, podemos encontrar diversos
processos que vao desde processos inflamatérios simples, com um
mesotélio reativo, até um tumor primario das cavidades (mesotelioma),
ou ainda, um derrame maligno de origem metastatica (COSTA; DE
AGUSTIN, 2003). A radiografia simples, a ultrassonografia, o
ecocardiograma e a tomografia computadorizada podem confirmar a
presenca de uma efusdo cavitaria, porém somente com a andlise
laboratorial do liquido é que podemos determinar sua etiologia (MAJI et
al., 2013).

2.2 EFUSOES CAVITARIAS REATIVAS (BENIGNAS)

O diagnostico etiologico das efusdes pleurais é frequentemente
um problema na pratica clinica, sobretudo no que diz respeito a
diferenciacdo entre casos malignos e benignos, devido & significativa
diferenca no tratamento e no progndstico envolvidos (WAGNER et al.,
2007). Define-se o derrame pleural parapneumdnico como o acumulo
anormal de liquido na cavidade pleural secundaria a pneumonia ou o
abscesso  pulmonar de etiologia bacteriana  (excetuando-se
Mycobacterium tuberculosis, que configura um derrame tuberculoso). O
empiema pleural ocorre quando da presenca de pus no espago pleural,
originalmente estéril (LETHEULLE et al., 2015; WAISBERG et al.,
2011).

Com relacéo as efusdes asciticas consideradas benignas, embora
a origem do liquido que acumula na cavidade peritoneal possa variar
(plasma, bile, sangue, suco pancreético, liquido intestinal, linfa etc.), a
grande maioria das ascites ndo malignas, cerca de 80% a 90% dos casos
sdo atribuidos a cirrose hepéatica. O desenvolvimento da ascite é a
consequéncia final de uma série de anormalidades anatdmicas,
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fisiopatoldgicas e bioquimicas que ocorrem em pacientes com cirrose
(ANDRADE JUNIOR et al., 2009). No Quadro 1 se observam as
principais causas de ascites provocadas por processos ndo malignos,
além da cirrose hepatica.

Quadro 1 — Principais doengas causadoras de ascite

Doengas com hipertensdo portal
Cirrose
Insuficiéncia hepatica fulminante
Retardo/Obstrucgdo ao fluxo de saida do sangue hepético
Insuficiéncia cardiaca congestiva
Pericardite constritiva
Miocardipatia restritiva
Sindrome de Budd-Chiari
Doenca veno-oclusiva
InfeccOes
Tuberculose peritoneal
Sindrome de Fitz-Hugh-Curtis

AIDS
Renal

Sindrome nefrotica

Nefrogénica em pacientes sob hemodialise
Enddcrina

Hipotireoidismo (mixedema)
Sindrome de Meig
Struma Ovarii
Sindrome de hiperestimulagdo ovariana
Pancreatica
Biliar
Urinaria
Lapus eritematoso sistémico

Miscelanea

Fonte: Adaptado de: ANDRADE JUNIOR et al., 2009.

J& os derrames pericérdicos benignos estdo relacionados a
processos infecciosos (tuberculose, viral, bacteriana e flngica),
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metabdlicos (uremia, induzida por drogas, hipotireoidismo e artrite
reumatoide), radiacdo (terapias) (PALMA et al., 2009).

2.3 EFUSOES CAVITARIAS MALIGNAS

Efusdes cavitarias malignas sdo definidas como a presenca de
células malignas na cavidade serosa (JUNQUEIRA et al., 2007,
SANGISETTY; THOMAS, 2012; SOUFEN et al., 1999). Essas células
podem ser procedentes de qualquer um dos 6rgdos presentes no
organismo; assim, qualquer neoplasia maligna, como 0s raros tumores
do sistema nervoso central, pode envolver uma cavidade serosa e se
manifestar como uma efusdo maligna (SHIDHAM; ATKISON, 2007).
Esse tipo de efusdo é considerada o estagio terminal de diversas doengas
malignas, e muitos pacientes nesse estagio raramente sobrevivem a um
ano (COSTA; DE AGUSTIN, 2003; GRAY; KOCJAN, 2010;
YAMADA; TAKEDA; MATSUMOTO, 1983).

A efusdo pleural maligna é uma complicagdo comum que ocorre
em cerca de 50% dos pacientes com neoplasias metastaticas
frequentemente associada a carcinoma de pulméo, de mama, de ovario e
a linfomas. A deteccdo de células malignas no liquido pleural ou na
biopsia da pleura parietal significa disseminagcdo ou progressdo da
doenca priméria, o que implica a reducdo da expectativa de vida dos
pacientes com cancer. A média de sobrevida apds o diagnostico de
derrame pleural metastatico varia de trés a 13 meses, dependendo do
estagio e do tipo de tumor primario. O menor tempo de sobrevida é
observado em casos de derrame pleural secundario a cancer de pulmao.
Em contrapartida, a média de sobrevida maior é observada em pacientes
portadores de derrame pleural secundario a cancer de ovario
(JUNQUEIRA et al., 2007; TEIXEIRA; PINTO; MARCHI, 2006).

Ascites malignas ocorrem comumente em pacientes com
canceres de ovario, mama, trato gastrointestinal, pancreas, figado,
linfoma e mesotelioma (ALMEIDA JUNIOR, 2004; SANGISETTY;
THOMAS, 2012).

Assim como nas demais cavidades, as efusdes malignas
pericardicas também caracterizam uma complicacdo neoplésica tardia.
Os tumores metastaticos para o coracdo e o pericardico apresentam
incidéncia maior que os tumores primitivos do musculo cardiaco. Os
carcinomas, dentre eles os carcinomas de pulmdo, e os sarcomas (de
qualquer localizacdo) podem originar metastases para 0 coragdo e seus
envoltorios. A disseminagdo por via linfatica é responsavel pela
presenga das metastases no pericardio, no miocardio, porém raramente
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no endocérdio. No entanto, 0 acometimento do pericardio representa
maior gravidade a esses pacientes e, em geral, resulta na morte de até
83% dos casos (LIMA; CROTTI, 2004; SOUFEN et al., 1999).

Estudos relatam que determinadas substancias produzidas pelas
células neopléasicas parecem induzir danos funcionais e estruturais nas
células mesoteliais, rompendo a barreira pleural, pericardica e/ou
peritoneal e provocando o extravasamento de liquido para o interior
dessas cavidades. A producdo de interleucinas pelas células tumorais
também favorece a formacdo de efusGes, como, por exemplo, a
interleucina-6, que é toxica para células mesoteliais. A sua producdo
aumentada em casos de carcinoma de mama estd associada com a
progressdo da doengca e com a frequéncia de metastases pleurais
(COSTA; DE AGUSTIN, 2003; KOSS, 2006; NEGROMONTE FILHO,
2011).

Como visto anteriormente, a presenca de células tumorais em
liquidos cavitarios é imprescindivel para o diagnostico diferencial entre
um processo benigno e uma neoplasia. Sendo assim, a sua detec¢do
influencia diretamente na escolha da conduta terapéutica e na avaliagdo
progndstica. Nessa linha de raciocinio, fica evidente a importancia do
diagndstico precoce nessas efusdes malignas. Para o diagndstico, além
da andlise citoldgica, outros exames sdo sugeridos, como a dosagem de
marcadores tumorais, as técnicas citoquimicas e imunocitoquimicas e 0s
marcadores de proliferacdo celular, a andlise da ploidia de DNA por
citometria de fluxo ou estética e ainda, mais recentemente, as técnicas
de citogenética e de biologia molecular, como, por exemplo, a técnica de
hibridacéo in situ por fluorescéncia (FISH) e a técnica de amplificacdo
multiplex por sondas de ligacdo — dependentes (MLPA) —, as quais séo
capazes de detectar alteragdes em regides génicas consideradas “alvo”
para o desfecho neoplasico (HAROSKE et al., 2000; POLITI et al.,
2005; TANG et al., 2015).

2.4 ANALISE CITOLOGICA DAS EFUSOES CAVITARIAS

A descoberta de células tumorais em liquidos cavitarios ou em
biopsias de membranas serosas por citologia € considerado o padréo
ouro no diagndstico de efusdes malignas (TANG et al., 2015). A
avaliacdo da citologia das efusfes cavitarias foi o primeiro exame a ser
realizado; no entanto, sua analise apresenta algumas dificuldades, como,
por exemplo, nos casos em que 0 nimero de células ¢ muito pequeno ou
gue a toracocentese foi de dificil puncdo, resultando em células com
alteragdes morfologicas (YAHYA; ALI; HUSSEIN, 2013). Dessa
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forma, embora o exame citolégico seja altamente especifico, sua
sensibilidade em alguns estudos é considerada insatisfatoria (GU et al.,
2015).

Estudos relatam que, considerando todas as possibilidades de
interpretacdo citomorfolégica em uma efusdo, em algumas situagdes
torna-se um problema distinguir morfologicamente alguns tipos
celulares. Por exemplo, uma das maiores dificuldades entre os
citologistas é o diagnostico diferencial entre adenocarcinoma
envolvendo as cavidades serosas e o mesotelioma (Figura 1). Além
disso, ha dificuldades na diferenciagdo entre a hiperplasia mesotelial € 0
adenocarcinoma; entre a hiperplasia mesotelial e 0 mesotelioma; entre o
adenocarcinoma e o0 mesotelioma; entre as células linfoides reativas e os
linfomas; e entre a histogénese das células neoplasicas e a origem do
sitio primério das metéstases (ALVES et al., 2001; POLITI et al., 2005;
TANG et al., 2015).

Figura 1 — Alteragbes morfolégicas malignas
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Fonte: PATHPEDIA, 2015.
Nota: (A) Adenocarcinoma pulmonar; (B) Mesotelioma maligno.

O fato de que células benignas sofrem alteracSes morfolégicas
aos varios estimulos reacionais enquanto que células malignas podem
parecer citologicamente células benignas (HAE-SEONG et al., 2014)
torna a definicdo do diagndstico, somente pelos achados morfoldgicos,
muitas vezes inextinguivel e, assim, outros exames complementares séo
necessarios, tais como a imunocitoquimica, a citogenética e até a
biologia molecular para que seja realizada a conclusdo do diagnéstico
(YAHYA; ALI; HUSSEIN, 2013).

2.5 CITOMETRIA DE FLUXO
Por mais de um século, a observagéo de alteracdes celulares nas

efusGes tem sido utilizada como um método de alta especificidade
diagnostica. No entanto, mesmo com a estipulagdo de critérios



25

especificos e a aplicagdo de todos os métodos de diagndstico
disponiveis, cerca de 20% das efusbes pleurais ainda permanecem sem
diagndstico etioldgico definido e sdo classificadas como derrame de
origem indeterminada. Isso ocorre porque, apesar de as neoplasias
envolverem diferentes tipos celulares, muitas vezes, suas apresentacdes
citolégicas sdo semelhantes. Na tentativa de corrigir esse problema de
identificacdo, novas metodologias foram desenvolvidas, dentre essas,
pode-se citar a imunofenotipagem por citometria de fluxo. Essa
metodologia trouxe grandes contribui¢es, pois é capaz de caracterizar e
diferenciar fenotipicamente populacdes de células anormais de normais,
mesmo quando estas se encontram em baixo percentual na amostra
(GENOFRE; CHIBANTE; MACEDO, 2006; MARTINS; GAGLIANI,
2008; OLIVEIRA; POLI NETO, 2004).

A citometria de fluxo é um método de mensuragdo em que as
células, previamente marcadas com um anticorpo monoclonal ligado a
uma substéncia fluorescente (fluorocromo) e suspensas em um meio
liquido (solucdo salina isot6nica), sdo aspiradas pelo citdbmetro de fluxo
e injetadas em uma camara de fluxo. Dessa forma, as células passam
enfileiradas (Figura 2), uma a uma, por sensores que analisam
caracteristicas celulares, de maneira que, quando as células passam pela
camara de fluxo, o feixe de radiacdo de excitacdo, ao interceptar a
particula (célula) na cadmara, sofre dispersdo na dire¢éo frontal (forward
scattering) e lateral (side scattering). A radiacdo assim dispersa €
detectada diretamente por fotodiodos (dispersdo frontal) ou pode ser
desviada a 90° através de lentes, espelhos dicroicos e filtros Opticos,
sendo focada em fotomultiplicadores. A combinacdo desses tipos de
radiacdo dispersa revela informagdes importantes, tais como a dimenséo,
a granularidade/complexidade, a morfologia e o fenotipo celular. Esses
sinais sdo transformados em numeros, dot plots e histogramas, podendo
os dados serem analisados por software (GOLIM et al., 2007; VIRGO;
GIBBS, 2012).

Essa técnica que originalmente foi desenvolvida no fim dos
anos 1950 para a contagem e a analise de células sanguineas demonstrou
ser uma metodologia rdpida e pratica que permite que um grande
nimero de células seja avaliado multiparametricamente. Com a
citometria de fluxo é possivel analisar o estdgio de maturacdo de
populacbes celulares, a presenca de células com fendtipo
significativamente anormal, marcadores associados ao progndstico, além
de alvos terapéuticos. A citometria de fluxo evidencia e caracteriza
eventos através da identificacdo de antigenos fixados na superficie de
células ou de particulas suspensas em meio liquido quando essas forem



26

tratadas com anticorpos monoclonais e conjugadas a um fluorocromo.
Essa metodologia revolucionou o ramo da hematologia e trouxe grandes
avancos, principalmente, no que diz respeito ao diagndstico de linfomas
e leucemias (GOLIM et al., 2007).

Figura 2 — Dindmica de funcionamento do citdmetro de fluxo
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Fonte: Adaptado de: CYTOVAS, 2015.

Em diagndstico de tumores solidos, existem poucos relatos
devido a necessidade do material de estar em suspensdo (FERREIRA-
FACIO et al., 2013). Entretanto, considerando a avaliacdo de fatores
progndsticos relacionados ao estudo de subclones intratumorais e da
expressdao de determinados antigenos celulares especificos, estudos
demonstraram crescente interesse na analise de mdltiplos parametros
celulares como expressdo antigénica e analise de DNA em tumores
solidos. A analise do imunofendtipo dos tumores sélidos por citometria
pode ser Gtil ndo s6 no auxilio a patologia no diagndstico precoce de
tumores de crescimento rapido, como também possibilita a melhora na
qualidade do tratamento e na sobrevida dos pacientes (FERREIRA-
FACIO etal., 2013; ORFAO et al., 1995).

26 MARCADORES UTILIZADOS NA IDENTIFICACAO DE
CELULAS PRESENTES EM EFUSOES CAVITARIAS

Como descrito anteriormente, as efusdes cavitarias séo
classificadas clinicamente como transudato ou exsudato (BAER;
SMITH, 2001). Efusdes cavitarias precedentes de processos
transudativos apresentam uma celularidade baixa, com presenca de
células mesoteliais e leucdcitos, sendo muito raro encontrar células
neoplésicas. Ja os liquidos formados a partir de processos exsudativos
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aparecem quando existe uma alteracdo da parede vascular, geralmente
de origem inflamatéria, e podem indicar uma neoplasia em fase
avancada, possuem uma alta celularidade que ird depender da natureza
do processo (quadro inflamatdrio agudo, crénico especifico, crénico
inespecifico ou neoplésico) (COSTA; DE AGUSTIN, 2003).

No Brasil, as neoplasias malignas constituem a segunda causa
de morte na populagdo (17% dos 6bitos). As estimativas para o ano de
2014 que sera valida também para 2015 apontam para a ocorréncia de
aproximadamente 576 mil novos casos de cancer, dentre os tipos mais
incidentes estdo o de pulmdo e o de mama para os sexos masculinos e
femininos, respectivamente. Esses dois tipos de neoplasias sdo 0s mais
envolvidos nos quadros de derrame pleural maligno, seguidos das
leucemias e dos linfomas, para ambos os sexos (INCA, 2011; KOSS,
2006; SWERDLOW et al., 2008; SHIDHAM; ATKINSON, 2007).

Marcadores como CD45, CD3, CD4, CD8, CD19 e CD56
podem fazer a identificacdo dos leucdcitos presentes nos processos
reacionais. Além disso, a determinacdo dos valores dos leucdcitos
(CD45+) e dos valores relativos de linfocitos T (CD3+) e de suas
subpopulacdes T auxiliar (CD4+), T citotoxico (CD8+), T y6 (CD3+
CD4- CD8-) e T af (CD3+ CD4+ CD8+), dos linfocitos B (CD19+),
das células NK (CD56+ CD3-) e das células NKT (CD56+ CD3+) pode
indicar um quadro de leucemia ou linfoma em estagio avancado quando
uma clonalidade maligna é observada nas células da amostra analisada
(LAU et al., 2004). A anélise da expressdo da imunoglobulina de cadeia
leve tem um papel importante na avaliacdo por citometria de fluxo no
diagndstico dos pacientes com suspeita de linfoma nao Hodgkin (LNH-
B). A presenca de uma populacéo de células B expressando apenas um
Unico tipo de imunoglobulina de cadeia leve Kappa ou Lambda (k ou A)
indica um processo clonal de células B, sustentando a hipotese de um
diagndstico de LNH-B (HORNA et al., 2011).

Os marcadores tumorais sdo utilizados para o acompanhamento
da evolucdo da doenca neoplasica e a diferenciacdo de alguns
carcinomas e do mesotelioma, além de estadiamento, avaliacdo de
resposta terapéutica, detec¢do de recidivas e prognodstico (FONSECA,
2011). O mesotelioma é um dos tumores mais intensivamente
investigados pelos métodos imunocitoquimicos, estando em estudo os
novos marcadores que podem ter uma potencial utilidade no seu
diagnéstico. Ainda que o foco principal desses estudos vise ao
diagndstico diferencial entre mesotelioma pleural e adenocarcinomas do
pulmdo, relatos da literatura sobre a especificidade e a sensibilidade da
imunocitoquimica para esse fim parecem ser conflitantes (ORDONEZ,
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2006). A imunocitoquimica pode ser aplicada para distinguir células
mesoteliais reativas das neoplasicas, além de células originadas de
metastase (KRISHAN et al., 2006). Na tentativa de aperfeicoar a
identificacdo dos casos malignos, estudos mostram a utilidade de alguns
marcadores tumorais utilizados na identificacdo de células malignas
(KANAJI et al., 2011; KUNDU; HANDA; MOHAN, 2012; WAGNER
et al., 2007).

No Quadro 2 se observam alguns dos marcadores utilizados na
imunomarcacdo para diferenciar carcinomas metastaticos dos
mesoteliomas.

Quadro 2 — Marcadores imuno-histoquimicos/imunocitoquimicos utilizados em
amostras de efusfes malignas

Expressédo no
Marcador Expressdo em carcinoma metastatico mesotélio/
mesotelioma
Queratina + citoplasmatico/de membrana " perlnuc!e_a\r/
citoplasmético
CK7 Pulméo, ovérip, _mama,_péncreas, +
endométrio, bexiga
CK20 Colon, pancreas, bexiga, estbmago -
CEA Pulmao, trato digestivo, pancreas, i
mama
Ber-EP4 Pulmédo -
TTF-1 Tireoide e reacdo nuclear em pulmao -
BRST-2 Mama i
(GCDFP-15)
HER-2 Mama -

Fonte: Adaptado de: ATKINSON (2005).

As citoqueratinas (CKs) sdo constituintes do citoesqueleto das
células epiteliais, por isso também sdo denominadas de queratinas
epiteliais ou queratinas moles, e devem ser diferenciadas das
tricoqueratinas, as chamadas queratinas duras, as quais formam a haste
do cabelo e a unha. O citoesqueleto, uma rede proteica intracelular, €
constituido pelos chamados filamentos intermediérios, que sdo os
microtUbulos, que estdo relacionados com o transporte intracelular de
organelas, os filamentos de actina, que participam da motilidade celular,
e os filamentos intermediérios propriamente ditos, que proporcionam a
estrutura tridimensional da célula. Trés subclasses de filamentos
intermediarios sdo reconhecidas: vimentina e relacionados (vimentina
presente nas células mesenquimais, desmina nos miécitos e proteinas
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gliais nas células neurogliais); neurofilamentos (presentes nos
neurdnios); e, por fim, citoqueratinas, encontradas nos epitélios e
derivados (ALMEIDA JUNIOR, 2004; YANG; NONAKA, 2010).

Existem 20 subtipos de citoqueratinas com diferentes pesos
moleculares e diferentes expressdes em células normais ou neoplasicas.
Entre as mais utilizadas, estdo a citogueratina 7 (CK7) e a citoqueratina
20 (CK20). A CK7 é uma citoqueratina encontrada em epitélios ductais
e glandulares, incluindo pulmdo, mama, ovario e endométrio. A CK20 é
expressa no epitélio do trato gastrointestinal, no urotélio e em células de
Merkel. A expressdo combinada da CK7 e da CK20 tem sido
extensivamente estudada em varios carcinomas primarios e metastaticos.
A CK20 é expressa sozinha, na maioria dos adenocarcinomas intestinais
e em carcinomas de células de Merkel, enquanto a CK7 esta presente
nos carcinomas de mama e pulméo e no adenocarcinoma do ovario. No
entanto, sua expressao concomitante com CK20 é observada em tumores
urotelial e pancredtico e em carcinomas gastricos. O padrdo de
expressdo CK7-/CK20+ ja é conhecido por ser altamente caracteristico
de carcinomas colorretais; porém, esse padrdo ndo necessariamente é
observado em todos os subtipos de carcinoma colorretal (BAYRAK;
HALTAS; YENIDUNYA, 2012; YANG; NONAKA, 2010).

Com prop6sito de diferenciacdo de diagndstico das efusdes
pleurais, o Antigeno Carcinoembriondrio (CEA) tem sido usado
largamente como marcador tumoral. O CEA foi uma das primeiras
chamadas proteinas carcinoembrionarias identificadas por Gold
Freedman. Esse marcador é uma glicoproteina com peso molecular de
aproximadamente 200 kDa, aparentemente produzida pela célula
neoplasica, e costuma estar associado aos carcinomas do tubo digestivo,
de mama e de pulmédo, que comumente metastatizam para a pleura. Ja o
mesotelioma pleural raramente cursa com o aumento do CEA no
liquido, sendo essa dosagem bastante uatil para diferencia-lo dos
adenocarcinomas metastaticos (CASTRO; ROSENBERG, 2005; JIANG
etal., 2015).

A molécula de adesdo celular epitelial, também denominada
Ber-EP4, EpCAM ou CD326, é uma glicoproteina transmembranar
originalmente descoberta em carcinomas de célon. O Ber-EP4 é
expresso em células epiteliais de individuos saudaveis, exceto em
células do epitélio escamoso, e em algumas células epiteliais
especificas, tais como hepatdcitos e queratinécitos. No entanto,
encontra-se superexpresso em niveis varidveis na maioria dos
carcinomas (TAKAHASHI et al., 2014). O Ber-EP4 é um marcador
(anticorpo monoclonal) que identifica glicoproteinas de 34 kD e 39 kD
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presentes nas membranas das células epiteliais humanas, mas ndo em
células mesoteliais malignas, células mesoteliais reativas e células
hematopoiéticas (WANG et al., 2014). Por ser expresso em todas as
células epiteliais malignas, sua deteccdo em amostras de uma efusdo
pode ser usada para indicar uma possivel efusdo maligna (PILLAI et al.,
2013).

O Fator de Transcricdio da Tiroide 1 (TTF-1), também
conhecido como Nkx2.1 ou proteina de ligacdo especifica para tiroide, é
uma proteina nuclear de 38 kDa codificada por um gene localizado no
cromossomo 14qg13. O TTF-1 é um fator de transcricdo regulador de
genes especificos do tecido, sendo expresso na tiroide, no pulméo e no
diencéfalo durante o desenvolvimento embrionario. No pulmdo em
individuos saudaveis, o TTF1 desempenha um papel decisivo na
manutencdo das funcbes das células respiratorias terminais, em que
regula a expressdo de proteina tensoativa. Embora o papel de TTF1
como um marcador de células respiratérias terminais tem sido bem
documentado, seu papel na carcinogénese permanece pouco elucidado.
A associacdo da superexpressdao do TTF-1 e da sobrevida dos pacientes
com cancer de pulmao tem sido estudada ha mais de uma década. No
entanto, nenhum consenso foi alcancado e, assim, resultados
contraditérios tém sido relatados em diferentes estudos (ZHAN et al.,
2013; YANG; NONAKA, 2010).

O receptor fator de crescimento epidermal humano 2 (HER2 /
erbB2) encontra-se superexpresso em cerca de 20% a 30% dos tumores
de mama metastaticos, sendo sua superexpressao associada a um mau
progndstico em pacientes acometidos por esse tipo de neoplasia (JOSHI
etal., 2011).

A glicoproteina fluido da proteina de doenca cistica
macroscépica 15 (GCDFP-15, syn. Prolactina induzivel, PIP) é uma
proteina de 15 kDa que foi originalmente detectada no fluido cistico da
mastopatia cistica. Essa glicoproteina ndo € expressa em células do
epitélio ductal normal ou lobular, mas estd presente em células
metaplasicas da apocrina da mama. Além do cancer de mama, poucos
tumores, como o cancer de préstata e carcinomas dos anexos da pele,
podem expressar o GCDFP-15, por isso é considerado altamente
especifico para diferenciacdo de tumores mamarios em mulheres, sendo
frequentemente utilizado como um marcador imuno-histoquimico para
detecgdo de carcinomas metastéaticos de sitio priméario desconhecido
(DARB-ESFAHANI et al., 2014).

As anélises por imunocitoquimica/imuno-histoquimica desses e
de outros marcadores tumorais sdo bem descritas na literatura
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(DASGEB et al., 2013; JIANG et al., 2015; TARADA, 2012; YANG;
NONAKA, 2010). No entanto, ha poucos relatos com avalia¢fes desses
marcadores por citometria de fluxo em amostras de efusfes serosas.
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CAPITULO 3 OBJETIVOS

Os objetivos geral e especificos deste estudo sdo descritos a
sequir.

3.1 GERAL

Avaliar o fen6tipo das células presentes nos liquidos cavitarios e
analisar a sua importancia como marcadores fenotipicos para o
diagndstico diferencial entre as efusfes malignas e as benignas.

3.2 ESPECIFICOS

= Estabelecer um painel de anticorpos monoclonais capaz de
caracterizar as células encontradas nos liquidos cavitarios das
amostras de pacientes atendidos no HU/UFSC e no Centro de
Pesquisas Oncoldgicas (CEPON).

= Padronizar e implementar a metodologia de citometria de fluxo
para avaliacdo do fenotipo das células presentes nas efusdes
cavitrias.

= |dentificar as populacdes celulares presentes nas efusfes
cavitérias de pacientes atendidos no Hospital Universitario da
Universidade Federal de Santa Catarina e no Centro de
Pesquisas Oncoldgicas.

= Avaliar a importancia da utilizacdo do painel de anticorpos
estabelecido para a deteccdo de marcagfes fenotipicas de
células provenientes de efusdes cavitarias para o diagnostico
diferencial entre processos reacionais e malignos.

= Comparar os resultados da avaliacdo das células presentes nas
efusBes cavitarias por citometria de fluxo com aqueles obtidos
pela avaliagcdo morfoldgica.

= Verificar se as marcagdes fenotipicas nas células provenientes
de efusdes cavitarias estabelecidas neste estudo podem ser
utilizadas como ferramentas de diagnostico diferencial entre
processos reacionais e proliferagdes malignas.

= Verificar a aplicabilidade do painel de anticorpos estabelecido
neste estudo para a rotina laboratorial na Divisdo de Analises
Clinicas do HU/UFSC (DACL/HU/UFSC).
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CAPITULO 4 MATERIAIS E METODOS

As amostras de liquido cavitario foram processadas conforme
as etapas descritas a seguir.

4.1 FLUXOGRAMA EXPERIMENTAL

Amostras
Suspeita de Suspeita de
efusdo benigna ’7 efusdo maligna
I

Painel de Ac' para Painel de Ac' para Painel de Ac' para

identificacdo dos identificacdo dos identificacdo de células
leucécitos por CF? leucdcitos por CF? malignas por CF?
Comparagao com Comparacao com Comparagdo com
0s resultados da 0s resultados da 0s resultados da

citologia citologia imunocitoquimica

Legenda: "Ac — Anticorpos.
? CF — Citometria de fluxo.

4.2 ASPECTOS ETICOS

O presente estudo, realizado no Laboratério de Oncologia
Experimental e Hemopatias (LOEH), foi aprovado pelos Comités de
Etica em Pesquisa com Seres Humanos da Universidade Federal de
Santa Catarina (CAAE 18715613.0.0000.0121, Anexo A) e do CEPON
(CEP/CEPON n.° 003/2014, Anexo B). Os pacientes que concordaram
em participar do estudo assinaram o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE) apo6s receberem as informag6es necessarias.
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4.3 CRITERIOS DE EXCLUSAO E INCLUSAO DAS AMOSTRAS
ANALISADAS

Visando garantir a viabilidade das células analisadas por
citometria de fluxo, as amostras enviadas para o laboratério ap6s quatro
horas da puncéo do liquido ndo foram incluidas no estudo. Somente os
pacientes que concordaram em assinar o TCLE foram incluidos na
pesquisa.

4.4 CITOMETRIA DE FLUXO

As amostras foram avaliadas por citometria de fluxo conforme
0S processos descritos abaixo.

4.4.1 Anticorpos monoclonais

Para determinacdo dos valores relativos dos linfocitos T
(CD3+) e de suas subpopulacGes T auxiliar (CD4+), T citotoxico
(CD8+), T y8 (CD3+ CD4- CD8-) e T op (CD3+ CD4+ CD8+), dos
linfécitos B (CD19+), das células NK (CD56+ CD3-), das células NKT
(CD56+ CD3+), e diferenciacdo dos leucdcitos (CD45+) de possiveis
células malignas (CK7+/-, CK20+/-, TTF-1+, BerEP-4+/-,
VIMENTINA +/-, GCFDP-15+) por citometria de fluxo, foram
utilizados anticorpos monoclonais conjugados aos fluorocromos
isotiocianato de fluoroceina (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). Para confirmar a presenca de células viaveis nas
amostras analisadas, foi utilizada a marcacdo com o anticorpo 7-
aminoactinomycin D (7AAD), conjugado com fluorocromo complexo
proteina piridina de clorofila (PerCP). As especificacdes dos anticorpos
monoclonais quanto ao clone, ao fabricante e aos volumes utilizados
estdo descritas no Quadro 3 a seguir.



Quadro 3 — Descrigéo dos anticorpos utilizados no estudo
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Anticorpos
monoclonais Clone Volume Fabricante
conjugados com (nL)
fluorocromos
CD8 - FITC B9.11 3uL Exbio
LAMBDA - FITC 4C2 7 puL BD
Beckman
CD56 - PE N901 (NKH-1) 5uL Coulter
KAPPA — PE A8B5 15 uL BD
CD5 — PerCP 5.5 L17F12 0,5 puL Exbio
Beckman
CD19 — PeCy 7 SJ25C1 3 puL Coulter
Beckman
CD3 - APC HIT3a 1uL Coulter
CD38 - APC H7 HIT2 3puL BD
Beckman
CD20 -PB 2H7 0,5 uL Coulter
CD4-PB 13B8.2 1L Exbio
CD45 - V500 HI30 10 uL BD
7-AAD — PerCP 5.5 Soln4204 3uL BioLegend
Ber-EP4 — FITC HEA-125 1pL Miltenyi Biotec
GCDFP-5 - FITC A3D2 1uL Imuny
TTF-1-FITC B3A2 1uL Imuny
CK7—-FITC A5C3 1puL Imuny
CK20 -FITC A5B4 1L Imuny

Fonte: Elaborado pela autora.

Nota: 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.

4.4.2 Processamento dos liquidos cavitarios para anélise por
citometria de fluxo

Antes do processamento das amostras, foi adquirido um tubo
controle, o qual continha apenas células sem marcacdo, com a finalidade
de verificar se o citbmetro de fluxo estava compensado. Como nesse
tubo ndo foram utilizados anticorpos monoclonais ligados a
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fluorocromos, as células ndo devem mostrar fluorescéncia para nenhum
detector, por isso foi considerado um controle negativo. Esse controle é
importante para que a autofluorescéncia das células ndo seja considerada
um resultado “falso positivo”. Além disso, serve também para ajustar a
quantidade de células da amostra, que nao pode ultrapassar o limite de
2.000 eventos/segundo na velocidade “high” durante a aquisicdo no
citbmetro de fluxo. Nos casos de amostras hipercelulares, essas foram
diluidas e, se estivessem hipocelulares, seriam 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 aparelho, permite a otimizagdo da reagcdo antigeno-
anticorpo. Para a realizagdo desse tubo, cerca de 2 mL da amostra foram
previamente centrifugados e suspensos em 1 mL de PBS; a partir dessa
amostra, foram pipetados 100 pL devidamente homogeneizado do
liquido e adicionados 100 pL de solugdo lisante (Optlyse B, Beckman
Coulter, France) a fim de lisar os eritrocitos que, eventualmente,
estivessem presentes na amostra. A mistura foi incubada por 15 minutos,
a temperatura ambiente e ao abrigo de luz. Posteriormente, adicionou-se
1 mL de agua MiliQ a suspensdo celular com lisante e realizou-se
novamente a incubag¢do nas mesmas condigOes descritas anteriormente.
Ap0s a lise, o tubo foi centrifugado por 5 minutos, a 300 g. Em seguida,
0 sobrenadante foi desprezado, o pellet foi ressuspendido com 500 pL
de PBS e o tubo foi encaminhado para aquisi¢cdo estabelecida em 50.000
eventos.

Apos a verificagdo da compensacdo do citdmetro de fluxo e o
ajuste do numero de células das amostras, 100 pulL da suspensdo de
células preparadas na etapa do processamento do tubo célula (amostra
centrifugada) foram marcados com o0s anticorpos monoclonais
especificos, conjugados com os diferentes fluorocromos e incubados por
15 minutos a temperatura ambiente e ao abrigo da luz. Em seguida, foi
processada a etapa de lise como foi descrita para o tubo controle e,
finalmente, a aquisicéo no citdmetro de fluxo foi estabelecida em 50.000
eventos.

Para otimizag¢do antes da marcacdo da analise das cadeias leves
de imunoglobulinas dos linfécitos B (Kappa e Lambda), as amostras
foram incubadas a 37° C por 30 minutos (500 puL das amostras foram
adicionados a 1 mL de PBS) e, em seguida, centrifugadas 3.000 rpm/5
minutos, foi retirado o sobrenadante e suspendido em 300 pL para,
entdo, ser retirada uma aliquota de 100 pL dessa suspensdo para
marcagdo com 0s anticorpos descritos no Quadro 3.
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Para a marcacdo celular, foram utilizadas diferentes combinagdes
de anticorpos ligados a fluorocromos, como descrito no Quadro 4. Os
tubos 3, 4, 5, 6 e 7 (ver Quadro 4) foram processados somente nos casos
de suspeitas de efusbes malignas. Como os antigenos reconhecidos pelos
anticorpos Ber-EP4, GCFDP-15, VIMENTINA, CK7 e CK20 estdo
localizados no citoplasma, sua marcacdo 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 sdo processados.

Quadro 4 — Anticorpos e fluorocromos utilizados no estudo

ID FITC PE PerCP5. | PeCy7 APC APC P | V500
5 H7 B
1 - - 7AAD - - - - | cp4s
2 CD8/KP! | CD56/ CD5 CD19 CD3 CD38 | C | CD45
LB? D2
0/4
3 Ber-EP4 - - - - - - | cD45
4 CK7 - - - Vim® - - | CcDb4s
5 CK20 - - - - - - | cD45
6 TTF-1 - - - - - - | cb4s
7 GCFPD- - - - - - - | cp4s
15

Fonte: Elaborado pela autora.
Nota: ID: Identificacdo dos tubos; "KP: Kappa; *LB: Lambda; *Vim: Vimentina;
- . Indica que néo foi utilizado nenhum anticorpo.

4.4.3 Controle de qualidade

A calibracdo e a compensacdo do citdbmetro de fluxo
normalmente sdo diarias, utilizando-se reagentes especificos CS&T —
Cytometer Setup and Tracking Beads (BD Biosciences, EUA) e
IMMUNO-TROL™ Cells (Beckman Coulter®, Florida, USA). O
CS&T é um sistema de particulas que otimiza as voltagens e permite a
caracterizacdo automatica e a emissdo de um relatério sobre as medidas
do citémetro de fluxo por meio de um software. O IMMUNO-TROL™
€ um reagente que contém leucdcitos estabilizados com uma
concentracdo de antigenos de superficie conhecida. Sua utilizacdo tem
por finalidade verificar o desempenho dos anticorpos monoclonais, bem
como verificar o processo de marcacdo de lise e de andlise das amostras.
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4.4.4 Células de cultura celular

Foram utilizadas células de cultura celular A549 (células de
adenocarcinoma pulmonar humana), obtidas da American Type Culture
Collection, para a etapa de validagdo dos anticorpos monoclonais,
avaliados por citometria de fluxo na deteccdo de células malignas. As
células foram mantidas em garrafas plasticas para cultura celular
contendo meio Dulbeco Modified Eagle’s Medium (DMEM)
suplementado com 10% de soro bovino fetal (SBF) inativado, 100 U/MI
de penicilina, 100 pg/mL de estreptomicina e 10 mM de tampéo de
acido N-[2-hidroxietil] piperazina-N’-[2-etanosulfonico] (HEPES), pH
7,2, além de terem sido mantidas em estufa imida a 37° C, com 5%
CO,. O meio de cultura, a penicilina, a estreptomicina, o tampao HEPES
e o SFB foram adquiridos da GIBCO®, Invitrogen Corporation, Brasil.
Para essa etapa, as células foram centrifugadas a 200 x g, por 10
minutos em temperatura ambiente (20 a 25° C), sendo o sobrenadante
descartado, o pellet celular lavado trés vezes com PBS e 0 nimero de
células viaveis avaliado pelo método de exclusdo do corante Azul de
Trypan (0,5%). Os experimentos foram realizados somente quando a
viabilidade das células era de 90% ou mais. Para avaliacdo dos
marcadores, foram utilizadas 3x10° células, as quais foram marcadas
conforme descrito na etapa 4.3.2.

4.4.5 Analise dos dados pelo software Infinicyt®

Para a analise dos dados, foi utilizado o software Infinicyt®
versdo 1.7 (Cytognos, Salamanca, Espanha).

4.5 MORFOLOGIA

A analise morfol6gica foi realizada conforme o protocolo (POP
HMGO01 versdo 05/03/2013), estabelecido pelo Setor de Hematologia do
DACL/HU-UFSC.
4.5.1 Citologia

No setor, a analise citolégica dos liquidos serosos é realizada em
duas etapas:
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e citologia quantitativa: realizada pela contagem das células por
microscopia Otica comum, utilizando-se a camara de Neubauer
para contagem global; e

e citologia diferencial: realizada pela centrifugacdo da amostra e
posterior coloracdo da lamina para diferenciacdo das células por
microscopia Otica.

4.5.2 Citologia quantitativa dos liquidos cavitarios

Os liquidos foram diluidos numa proporcdo de 1:20 com salina (20
uL do liquido + g.s.p. 400 uL de salina) e 1:20 com HCI 0,1 N (20 uL do
liquido + 400 uL de HCI). O liquido diluido com salina e com HCI 0,1 N foi
homogeneizado e analisado em cAmara de Neubauer.

A leitura foi realizada em microscopio de luz e a contagem foi
realizada nos 4 quadrantes externos da cdmara, divididos em 16 quadrados
cada, o que totalizou 64 reticulos. O nimero total de células contadas nesses
reticulos foi multiplicado por 50 (detalhado no calculo abaixo) e liberado
como ndmero de células/mm?®,

Na dilui¢do com salina contaram-se todas as células (X) e na diluicéo
com HCI, somente as células nucleadas (). Para encontrar o nimero de
hemaécias, diminuiu-se o valor encontrado para todas as células do nimero
de células nucleadas (X - ).

4.5.3 Calculos da analise quantitativa
Conforme descrito no Procedimento Operacional Padrdo para
Liquidos Cavitarios do Setor de Hematologia do DACL/HU-UFSC (POP

HMGO01 versdo 05/03/2013), o célculo para contagem de células dos
liquidos cavitarios é descrito na

a seguir.

Equagdo 1 — Contagem de células em liquidos cavitéarios

N.° de células contadas nos 4 quadrantes externos da camara de Neubauer x
FD* X FV* ............ /mm?®

* FD = Fator diluicdo; FV = Fator volume

Para o calculo do fator volume, temos a Erro! Fonte de
referéncia ndo encontrada.:
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Equacdo 2 — Célculo para fator volume
FV=Axh

Onde A representa a area de contagem envolvendo quatro
quadrantes externos com 1 mm? cada, totalizando 4 mm?, h a altura entre
laminula e camara de 0,1 mm. Logo, se V = 4 mm?x 0,1 mm = 0,4 mm®
e FVé1/V,entdo FV éigual a 2,5.

Também foi realizado um célculo para ajustar a diluicdo da
amostra, uma vez que foi realizada uma dilui¢do 1:20 com salina e outra
com HCI 0,1 N. Assim, como o FD é 1/D e o FD é igual a 20, o calculo
para contagem das células encontra-se na Erro! Fonte de referéncia
nao encontrada..

Equacdo 3 — Célculo da contagem de células

N.° de células contadas nos 4 quadrantes externos x 50 = ............ /mm

Onde:

Leitura com solucéo salina: x. 50 = niimero de células totais/mm?
Leitura com solugdo HCI 0,1 N: x. 50 = nUmero de células
nucleadas/mm?®

Hemécias = Células totais (salina) — Células nucleadas (HCI)/mm?

4.5.4 Citologia diferencial dos liquidos cavitarios

As células presentes nos quTuidos cavitarios foram concentradas
na lamina por cytospin (CYTOPRO™ — Wescor) e coradas pelo método
de May-Grumwald — Giemsa pelo aparelho SYSMEX SP-1000i. Em
seguida, foi realizada uma contagem de 100 células, diferenciando-as
em linfomononuclares, polimorfonucleares neutrofilos,
polimorfonucleares eosinéfilos e células mesoteliais. O resultado foi
expresso em porcentagem e os valores de referéncia seguem na Tabela
1Tabela 1.

Tabela 1 — Valores de referéncia utilizados pelo Setor de Hematologia no
DACL/HU-UFSC
Amostra Citologia Citologia diferencial

quantitativa
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Amostra Citologia Citologia diferencial
guantitativa

<500 Polimorfonucleares
Liquido Peritoneal leucécitos/mm® <5
0 hemécias/mm® 0
<1.000 Polimorfonucleares
TRASUDATOS leucocitos/mm® 25%
Liquido 0 hemécias/mm® Mononucleares 80%
Pleural <1.000 Predominio d
EXSUDATOS leucdcitos/mm® redominio de
0 hemacias/mm® Polimorfonucleares

Fonte: DASA, 2015.
4.6 IMUNOCITOQUIMICA

A analise morfoldgica dos casos suspeitos de malignidade foi feita
de acordo com o método de Papanicolaou (PAPANICOLAQU, 1942). No
entanto, para identificar qual o tipo de malignidade, o padrdo ouro € a
imunocitoquimica (para os liquidos) ou a imuno-histoquimica (para as
bidpsias das membranas serosas); para isso, o método utilizado é a
estreptoavidina-biotina-peroxidase.

A imunocitoquimica e a imuno-histoquimica, assim como a
citometria de fluxo sdo métodos que utilizam anticorpos conjugados com
fluorocromos para identificar os antigenos in situ nas células investigadas.
Devido a ampla possibilidade de tumores que podem atingir as cavidades,
direcionou-se o estudo para a cavidade pleural e, por isso, avaliou-se a
expressdo de antigenos presentes em células neoplasicas de carcinomas de
pulm&o, mama e linfomas, pois sdo as principais neoplasias que acometem
essa cavidade. As amostras normalmente ja sdo avaliadas pela Patologia
Clinica do HU/UFSC; dessa forma, tentamos utilizar os anticorpos
normalmente avaliados no painel da imunocitoquimica para citometria de
fluxo.

4.7 ANALISE ESTATISTICA
A andlise de concordancia entre os dois métodos analiticos

quantitativos (citometria de fluxo e citologia) foi realizada pela regresséo de
Passing-Bablok e pelo gréafico de Bland-Altman.
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CAPITULO 5 RESULTADOS

Foram analisadas 65 amostras de liquidos cavitarios
provenientes de pacientes atendidos no Hospital Universitario da
Universidade Federal de Santa Catarina (n=38) e no Centro de Pesquisas
Oncoldgicas (n=4).

5.1 CARACTERIZAGCAO DA CASUISTICA

As Tabelas 2 e 3 detalham o perfil desses pacientes de acordo
com o tipo de amostra (pleural ou ascitica). Nao tivemos registros de
liquido pericardico.

Dois pacientes (um do género masculino e outro do género
feminino) apresentaram tanto efusdo pleural quanto efusdo ascitica e,
por isso, foram incluidos nas duas tabelas.

Tabela 2 — Perfil dos pacientes com efusdo pleural segundo o género

masculino feminino
(n=8) (n=10)
Média de idade + DP" (anos) 68,25 55,20
Obito 5 1
Suspeita de efusdo benigna 5 4
Suspeita de efusdo maligna 3 6

Fonte: Elaborada pela autora.
Nota: DP: Desvio padrédo.

Foi observada uma maior idade média nos homens (68,25 anos)
com efusdo pleural do que nas mulheres (55,20 anos) incluidos no
estudo. Do total das amostras de efusBes pleurais de origem benigna
analisadas, trés foram associadas a cirrose hepéatica e duas a
complica¢des de um quadro de pneumonia, no género masculino. No
grupo de mulheres, dois casos ocorreram devido a cirrose hepatica, um
devido a insuficiéncia cardiaca congestiva e um devido a causas nao
esclarecidas.

Efusdes malignas sdo aquelas que apresentam células
neopléasicas, geralmente procedentes de processos metastaticos
(TEIXEIRA; PINTO; MARCHI, 2006). Assim, foram consideradas
como amostras com suspeita de malignidade aquelas provenientes de
pacientes que apresentavam algum tipo de neoplasia maligna ja
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diagnosticada. Os pacientes do género masculino apresentaram como
diagnostico prévio as seguintes malignidades: carcinoma pulmonar
(n=1), cancer orofaringe (n=1) e mieloma mudltiplo (n=1), enquanto as
mulheres tinham os seguintes diagndsticos prévios: cancer de mama
(n=2) e de pulmdo (n=2), cancer nas vias biliares (n=1) e leucemia
mieloide aguda (n=1). Do total de efusbes pleurais com suspeita de
malignidade, trés tiveram o diagndstico confirmado por analises
morfoldgicas e imunocitoquimicas.

Do total de individuos que foram a dbito no decorrer deste
estudo, trés homens e uma mulher tinham suspeita de efusdo maligna, e
dois homens tinham diagndstico de cirrose hepatica.

No grupo de amostras de liquidos asciticos (ver Tabela 3),
também foi observado que os homens (59,3) apresentavam uma média
de idade superior a das mulheres (55,5 anos). Das suspeitas malignas
para 0s homens, um paciente apresentava diagnostico de tumor de
Klatskin (carcinomas de vias biliares) e o outro hepatocarcinoma. Com
relacdo as amostras coletadas de pacientes mulheres, somente uma foi
considerada exsudativa. Essa paciente apresentava suspeita de efusdo
maligna decorrente de um tumor no pancreas.

No estudo dos liquidos asciticos, a cirrose hepatica foi a maior
causa desse tipo de efusdo em ambos os sexos (ver Figura 3), sendo
responsavel por 95,6 % (n=22) do total de casos de efusdo ascitica
benigna (n=23).

Dos pacientes acometidos por efusdo ascitica benigna (n=23),
95,6% dos casos (n=22) ocorreram por complicacbes da cirrose
hepética. (A) Do total de amostras de pacientes do género masculino
analisadas (n= 22) e (B) do género feminino, 86% (n=19) e 75 % (n=3),
respectivamente, eram pacientes cirréticos.

Tabela 3 — Perfil dos pacientes com efusdo ascitica segundo o género

masculino feminino
(n=22) (n=4)
Média de idade + DP" (anos) 59,3 55,5
Obito 5 0
Suspeita de efusdo benigna 20 3
Suspeita de efusdo maligna 2 1

Fonte: Elaborada pela autora.
Nota: DP: Desvio padréo.
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Figura 3 — Causas da efusdo ascitica

HOMENS MULHERES

W CIRROSE HEPATICA & POS-CIRURGICO M SUSPEITAMALIGNA & CIRROSE HEPATICA W SUSPEITAMALIGNA

W p

Fonte: Elaborada pela autora.

Nota: Dos pacientes acometidos por efusdo ascitica benigna (n=23), 95,6% dos
casos (n=22) ocorreram por complicac¢Oes da cirrose hepatica. (A) Do total de
amostras de pacientes do género masculino analisadas (n= 22) e (B) do género
feminino, 86% (n=19) e 75% (n=3), respectivamente, eram pacientes cirroticos.

A cirrose hepética alcodlica (n=9) foi a maior causa de efusdo
ascitica benigna, seguida da cirrose provocada pelo virus da hepatite C
em associagdo ao etilismo (n=7), e da cirrose apenas causada pelo virus
(n=6) (ver Figura 4).

Figura 4 — Perfil dos pacientes cirréticos do estudo
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Fonte: Elaborada pela autora.

Até o final do presente estudo, ndo houve registros de 6bito no
grupo de pacientes do género feminino; no entanto, cinco homens foram
a Obito por complicac8es da cirrose hepética.

5.2 PADRONIZACAO DA ANALISE DOS LIQUIDOS CAVITARIOS
POR CITOMETRIA DE FLUXO

A primeira etapa deste estudo foi padronizar a andlise dos
liquidos cavitérios por citometria de fluxo.
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5.2.1 Validacao dos anticorpos para andlise por citometria de fluxo

Inicialmente, os dados foram analisados em um dot plot, o qual
mostra os eventos de acordo com o tamanho celular, os quais sdo
identificados pelo detector frontal da dispersdo de luz do laser que
incide sobre os eventos, denominado Forward Scatter (FSC), para
parametros altura (H) versus area (A) (FSC-H X FSC-A). Tal estratégia
tem por finalidade a eliminacdo dos doublets, ou seja, células que ficam
agrupadas, provavelmente devido as centrifugac@es realizadas durante o
processamento da amostra (ver Figura 5).

Figura 5 — Etapa de eliminacéo dos doublets
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Fonte: Elaborada pela autora.
Nota: Delineamento em azul indica a regido dos doublets. (A) Dot plot com os
doublets; (B) Dot plot sem os doublets.

Posteriormente, para a identificacdo dos neutrofilos, dos
mondcitos/macréfagos e dos linfacitos, foi considerada a granulosidade
celular, a qual é identificada pelo detector lateral de dispersdo de luz do
raio laser que incide sobre os eventos, denominado Side Scatter (SSC)
versus FSC, e, dessa forma, realizaram-se novos gates (janelas) (ver
Figura 6, Painel A). Para complementar o gate anterior, as populagdes
dos subtipos celulares também foram delimitadas em outro gate definido
por SSC versus positividade para anti-CD45. Esse anticorpo monoclonal
foi escolhido porque o CD45 é um marcador panleucocitario, ou seja,
estd presente na membrana de todos os leucécitos, porém em
concentracGes diferentes entre os subtipos celulares, o que gera
intensidades de positividade distintas e, assim, permite a identificacdo
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das subpopulagcfes. A combinagéo desses dois gates (SSC x FSC e SSC
X Anti-CD45) tem como objetivo delimitar as subpopulacdes
leucocitarias e, com isso, aumentar a pureza das populacGes celulares
com a eliminagdo do maximo possivel de células mortas, restos
celulares, hemacias e outros tipos de células que ndo correspondem aos
leucocitos (ver Figura 6, Painel B). E, por fim, a partir dos 100% de
células consideradas de interesse, as subpopulacdes leucocitarias foram
determinadas de acordo com a positividade para os marcadores
selecionados no estudo.

Figura 6 — Dot plot das subpopulagdes leucocitarias em amostra de liquido
cavitario
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Fonte: Elaborada pela autora

Nota: (A) Dot plot das subpopulagfes celulares separadas de acordo com
tamanho e granulosidade; (B) Dot plot das subpopulagGes celulares separadas
de acordo com a expressao do anticorpo CD45.

Para verificar a expressao das células CD45+ (leucécitos) diante
da marcacdo com os anticorpos utilizados para a detec¢do de células
malignas (Ber-EP4, CK7, CK20 e GCFDP-15), uma amostra de sangue
periférico foi processada seguindo o passo 4.4.2 (ver Figura 7). Dessa
forma, foi confirmado que os leuc6citos normais ndo expressam oS
antigenos reconhecidos pelos marcadores malignos estudados.

Segundo alguns estudos, as células epiteliais de adenocarcinoma
pulmonar humano apresentam o fendtipo TTF-1 +, CK18 +, CK19+,
CK7-/+, CK20- (JAGIRDAR, 2008; KANAJI et al., 2011). Assim, as
células de cultura A549 (células de adenocarcinoma pulmonar) foram
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utilizadas como um controle positivo para avaliar a expressdo dos
anticorpos propostos neste estudo para pesquisa de células neoplésicas.
Como pode ser observado na Figura 8, as células A549 expressam 0s
antigenos reconhecidos pelo anticorpo TTF-1.

Diante disso, as células foram avaliadas em todos os
fluorocromos para garantir que ndo havia interferéncia nas demais
andlises e, dessa forma, garantir a qualidade dos resultados para esse
marcador quando analisado com outros anticorpos.

Figura 7 — Dot plots da amostra de sangue periférico marcada com os anticorpos
utilizados para a investigacdo de células neoplésicas
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Fonte: Elaborada pela autora.

Nota: (A) Dot plot das subpopulagfes celulares separadas de acordo com
tamanho e granulosidade; (B) Dot plot das subpopulagfes celulares separadas
de acordo com a expressdo do anticorpo CD45; (C) Dot plot das subpopulacGes
celulares com expressdo negativa para o anticorpo TTF-1; (D) Dot plot das
subpopulacGes celulares com expressdo negativa para o anticorpo CK20; (E)
Dot plot das subpopulac@es celulares com expressdo negativa para o anticorpo
CK7; (F) Dot plot das subpopulagdes celulares com expressdo negativa para o
anticorpo GCFPD-15.
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Figura 8 — Expressdo positiva do anticorpo TTF-1 conjugado com o
fluorocromo FITC em células A549
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Fonte: Elaborada pela autora.

Nota: (A) Dot plot das células A549 separadas de acordo com tamanho e
granulosidade; (B) Dot plot das células A549 positivas para expressdo do TTF-1
conjugado com o FITC; (C) Dot plot das células A549 negativas em PE; (D)
Dot plot das células A549 negativas em APC-H7; (E) Dot plot das células A549
negativas em PB; (F) Dot plot das células A549 negativas em APC; (G) Dot
plot das células A549 negativas em PerCP-Cy5.5; (H) Dot plot das células
A549 negativas em Pe-Cy7; (1) Dot plot das células A549 negativas em V500.

Assim como o TTF-1, o Ber-EP4 também é um marcador
utilizado no diagnostico diferencial entre carcinoma (Ber-EP4+) e
mesotelioma (Ber-EP4-). Como néo foi possivel ter acesso a amostras
de liquido pleural que contivessem células malignas conhecidamente
positivas para Ber-EP4, utilizou-se como controle positivo uma amostra
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de aspirado de linfonodo cervical de um paciente diagnosticado com
linfoma de células B com suspeita de carcinoma de Merkel. Como pode
ser visto na Figura 9, a amostra de linfonodo continha células CD45(-)
que eram positivas para Ber-EP4 e, correlacionado com outros dados
clinicos, foi confirmando que esse paciente era portador de carcinoma
de Merkel e de neoplasia de células linfoides B maduras.

Figura 9 — Expressao do marcador Ber-EP4 (+) em células de um paciente com
diagndstico de carcinoma de Merkel
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Fonte: Elaborada pela autora.

Nota: Dot plots representativos da imunofenotipagem da amostra de aspirado de
linfonodo cervical demonstrando as células ndo hematopoiéticas. (A) Células de
médio a grande tamanho evidenciado pelas caracteristicas de dispersdo de luz
(SSC x FSC); (B) Células ndo hematopoiéticas (CD45 negativas); (C)
Expresséo de Ber-EP4 (Ep-CAM).

5.2.2 Padronizacdo da determinacdo da celularidade dos liquidos
cavitarios por citometria de fluxo

Ap06s a padronizacao, a celularidade de 65 amostras de liquidos
cavitérios foi avaliada por citometria de fluxo (ver Figura 10) e
comparada com a avaliacdo da morfologia por microscopia de luz, a
qual é metodologia considerada padrdo ouro para analise desses liquidos
(BELDA et al., 2000; PIZZICHINI et al., 1996). Devido as limitacdes
de diferenciacéo dos leucdcitos pela técnica de microscopia de luz, para
essa analise foram comparados apenas 0s porcentuais médios em
subtipos: mononucleares, neutroéfilos, eosinodfilos e outras células, as
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quais poderiam ser mesoteliais ou outras ndo reconhecidas
morfologicamente, como, por exemplo, células malignas.

Figura 10 — Figura ilustrativa das subpopulacfes leucocitérias analisadas por
citometria de fluxo em amostras de liquido cavitario
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Fonte: Elaborada pela autora.

Nota: Dot plots representativos da imunofenotipagem da amostra de liquido
pleural demonstrando as células hematopoiéticas. (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 marcacdo
CD45+; (D) Células NKT; (E) Células T (C4+/CD8+); (F) Linfécitos B
(CD19+); (G) Linfécitos B separados pela expressdo das imunoglobulinas
Kappa e Lambda; (H) Células NK (CD56+); (I) Células CD45+ na regido dos
neutrdfilos (em roxo) e mondcitos (em verde).
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As Tabelas 4 e 5 a seguir detalham a média e o desvio padrédo
das porcentagens das células encontradas em liquidos pleurais e
asciticos para ambas as metodologias.

Tabela 4 — Média £ DP das porcentagens das subpopulagdes leucocitarias
mononucleares, neutrofilos, eosinofilos e outras células ndo hematopoiéticas
presentes em amostras de liquidos pleurais, obtidas pelas técnicas de
microscopia de luz e de citometria de fluxo

Mononucleares Neutrofilos  Eosinoéfilos Qutrasl

células
Microscopia 22,66 £ 9,50 =
de luz 66,44 + 26,27 2504 1,38 +5,41 16.32
Citometria 25,42 7,94 +
de fluxo 64,54 + 27,65 25,94 2,08+5,31 10,49

Fonte: Elaborada pela autora.
Nota: 'Para microscopia de luz, outras células foram consideradas as células
mesoteliais; e, para citometria de fluxo, foram consideradas as células CD45-.

Tabela 5 — Média £ DP das porcentagens das subpopulac@es leucocitarias
mononucleares, neutrofilos, eosinofilos e outras células ndo hematopoiéticas
presentes em amostras de liquidos asciticos, obtidas pelas técnicas de
microscopia de luz e de citometria de fluxo

Mononucleares  Neutréfilos  Eosindfilos Qutrasl

células

Microscopia 11,55 + 4,94 +
de luz 83,32 + 20,29 1977 0,19 £ 0,45 6.60

Citometria de 11,41 + 8,86 +
fluxo 78,87 + 18,04 1526 0,84 + 2,29 8,07

Fonte: Elaborada pela autora.

Nota: ‘Para microscopia de luz, outras células foram consideradas as células
mesoteliais, enquanto para citometria de fluxo foram consideradas as células
CD45-.

Para analise de concordancia entre os métodos, foi realizada a
regressdo de Passing-Bablok, a qual estima as diferencas sistémicas
entre 0s métodos (constante e proporcional). Nessa andlise, além da
formula da regressdo, dois valores de interesse também foram
calculados com o0s seus respectivos intervalos de confianca. A
intercepcdo no eixo A é uma medida das diferengas sistematicas entre os
dois métodos. O intervalo de confianca de 95% para a intercepcdo A
pode ser utilizado para testar a hipotese de que A é igual a zero. Essa
hipotese € aceita se o intervalo de confianca para “A” contém o valor
zero. Se a hipdtese é rejeitada, conclui-se que “A” ¢é significativamente
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diferente de zero e que ambos os métodos diferem, pelo menos, por um
valor constante. O outro valor calculado é o da inclinagdo “B”, o qual é
uma medida das diferencas de proporcGes entre os dois métodos. O
intervalo de confianca de 95% para a inclinagdo B pode ser utilizado
para testar a hipotese de que “B” ¢ igual a um. Essa hipotese é aceita se
o intervalo de confianca para “B” contém o valor um. Se a hipotese é
rejeitada, conclui-se que “B” ¢ significativamente diferente de um e que,
portanto, hd pelo menos uma diferenca proporcional entre os dois
métodos. O Passing-Bablok também € apresentado por uma
representacdo grafica (diagrama de dispersdo) que contém a linha de
regressdo (linha continua), o intervalo de confianca para a linha de
regressdo (linhas tracejadas) e uma linha de identidade (x =y, linha
pontilhada) (BILIC-ZULLE, 2011; PASSING; BABLOK, 1983).

Na Figura 11 a seguir, estdo descritos os valores de intercepto e
de inclinagcdo para cada populacdo, juntamente com a representacao
grafica. Devido a pouca celularidade de eosindfilos nas amostras
avaliadas, a analise de concordancia entre os métodos para esse tipo
celular ndo foi realizada. Observa-se pelo valor de A e B que ambas as
metodologias ndo diferem entre si para nenhuma das populagdes
avaliadas.
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Figura 11 — Representacdo grafica de Passing-Bablok para as subpopulagdes
leucocitarias
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Fonte: Elaborada pela autora.

Nota: Diagrama de dispersdo para comparacdo das porcentagens das
subpopulagdes celulares mononucleares (A), neutrofilos (B) e outras células (C)
obtidas pelas técnicas de citometria de fluxo e de microscopia de luz.

Para a verificacdo da concordancia entre as duas metodologias,
também foi realizado o teste de Bland-Altman, no qual a concordancia
entre duas varidveis, uma obtida pelo método X e a outra obtida pelo
método Y, é verificada a partir de uma visualizacdo grafica que
representa a dispersdo entre a diferenga das duas varidveis (X - Y) e a
média das duas (X+ Y)/2. Nesse gréafico, é possivel visualizar o quanto
as diferencas se afastam do valor de zero, denominado como viés, além
do erro, que é a dispersdo dos pontos das diferencas ao redor da média, e
de tendéncias (ALTMAN; BLAND, 1983).

A avaliacdo da concordancia dos valores obtidos pelas técnicas
de microscopia e de citometria de fluxo mostrou um viés de 1,4% com
limites de concordancia de 54,2% a 51,3% para as células
mononucleares, um viés de -1,0% com limites de concordancia de -



57

39,9% a 37,9% para os neutrofilos, um viés de 2,6% com limites de
concordancia de -19,1% a 24,2% para outros tipos celulares (ver Figura
12).

Figura 12 — Gréfico de Bland-Altman
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Fonte: Elaborada pela autora.

Nota: Comparagdo entre as porcentagens de mononucleares (A), neutrofilos (B),
e outros tipos celulares (c) obtidos pela metodologia de microscopia de luz e de
citometria de fluxo.

Ao contrario da microscopia de luz, que ndo permite diferenciar
subpopulagdes linfocitarias, a citometria de fluxo permite, por meio de
anticorpos conjugados com fluorocromos, diferenciar as subpopula¢des
linfociticas. As Tabelas 6, 7 e 8 a seguir descrevem as médias e o desvio
padrdo dos liquidos pleurais com suspeitas reacionais, dos liquidos
pleurais com suspeitas malignas e dos liquidos asciticos,
respectivamente. Para um melhor entendimento dos dados obtidos,
mediana, valores minimos, valores maximos e intervalo interquartil
também foram descritos.
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Tabela 6 — Descricdo de médias + DP, medianas, valores minimos, maximos e intervalo interquartis dos porcentuais das
subpopulagdes leucocitarias das amostras de liquidos pleurais reacionais

SUBPOPULACOES CELULARES (MESP';*S *  MEDIANA  MIN. MAX. INI'PEIEQREJ/ Q'F;?“_
Linfécitos Total (CD45hi) 6058+2964 56,12 14,20 93,90 39,8
Linfécitos T Total (CD3+) 4803+2412 46,78 9,04 74,12 20,87
Linfécitos B (CD5+ CD45+) 6,92 + 6,92 2,24 0,09 18,79 3,92
Linfocitos T Auxiliar* (CD3+CD4+) 343241691 24,17 5,04 51,79 36,93
Linfécito T Citotoxico* (CD3+CD8+) 2192+17,95 1154 1,62 52,14 11,74
Linfécitos T Alfa/Beta* (CD3+CD4+CD8+) 1,15+1,06 0,32 0,00 285 0,52
Linfécitos T Gama/Delta* (CD3+CD4-CDS-) 1,67+0,95 1,16 0,00 288 1,64
NK (CD56+ CD3-) 5,46 + 2,88 3,60 0,69 8,45 5,01
NKT (CD56+ CD3+) 5,24 + 4,03 281 0,23 11,67 263
Eosin6filos (CD45+ CD16-) 4,20 + 5,46 0,00 0,00 13,44 0,57
Mondcitos (CD45+ CD38+) 15,69 + 9,82 11,39 2,09 30,94 10,47
Neutréfilos (CD45+ CD16+) 3519+2723 13,36 0,00 78,02 23,63
Outras células (CD45-) 15,73+ 13,28 4,02 0,00 36,45 11,05

Fonte: Elaborada pela autora.
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Tabela 7 — Descricdo de médias + DP, medianas, valores minimos, maximos e intervalo interquartis dos porcentuais das
subpopulagdes leucocitarias das amostras de liquidos pleurais malignos

j (MEDIAS + ] ] INTERVALO
SUBPOPULAGCOES CELULARES DP) MEDIANA MIN. MAX. INTERQUARTIL
Linfocitos Total (CD45hi) 71,15 + 29,97 82,63 37,13 93,68 56,55
Linfécitos T Total (CD3+) 57,65 + 27,08 68,08 26,91 77,96 51,05
Linfécitos B (CD5+) CD45+ 7,72+1,83 8,70 5,60 8,85 3,25
Linfécitos T Auxiliar* (CD3+CD4+) 30,54 + 15,59 8,95 12,55 40,11 27,56
Linfécito T Citotoxico* (CD3+CD8+) 25,07 + 11,42 25,76 13,32 36,13 22,81
Linfécitos T Alfa/Beta™ 0,87+0,12 0,83 0,78 1,00 0,22
(CD3+CD4+CD8+)
Linfécitos T Gama/Delta* (CD3+CD4- 1,17 £ 1,10 0,94 0,21 2,37 2,16
CD8-)
NK (CD56+ CD3-) 3,10+1,97 4,16 0,82 4,31 3,49
NKT (CD56+ CD3+) 2,68+2,21 2,71 0,46 4,88 4,42
Eosindfilos (CD45+ CD16-) 0,00 + 0,00 0,00 0,00 0,00 0
Monécitos (CD45+ CD38+) 6,58+6,15 5,66 0,94 13,14 12,2
Neutréfilos (CD45+ CD+16) 19,03+20,87 10,02 4,18 42,90 38,72

Fonte: Elaborada pela autora.
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Tabela 8 — Descrigdo de médias + DP, medianas, valores minimos, maximos e intervalo interquartis dos porcentuais das
subpopulagdes leucocitarias das amostras de liquidos asciticos

~ (MEDIAS + - ‘ INTERVALO
SUBPOPULACOES CELULARES DP) MEDIANA MIN. MAX. INTERQUARTIL
Linfocitos Total (CD45hi) 63,17 + 22,26 67,95 2,76 98,60 32,01
Linfocitos T Total (CD3+) 39,22 + 21,86 39,48 0,52 86,00 32,82
Linfocitos B (CD5+ CD45+) 4,34+ 3,26 3,39 0,01 15,56 4,24
Linfécitos T Auxiliar* (CD3+CD4+) 27,76 £17,65 29,49 0,00 64,11 25,83
Linfocito T Citotoxico* (CD3+CD8+) 9,31+6,01 8,39 0,00 26,80 7,64
Linfocitos T Alfa/Beta* (CD3+CD4+CD8+) 0,86 +0,70 0,70 0,00 3,15 0,84
Linfocitos T Gama/Delta* (CD3+CD4-CD8-) 0,94 +0,85 0,75 0,00 7,31 0,87
NK (CD56+ CD3-) 10,26 + 6,91 9,09 0,28 30,00 8,74
NKT (CD56+ CD3+) 7,06 + 7,96 4,67 0,57 65,39 5,87
Eosindfilos (CD45+ CD16-) 1,13+2,26 0,00 0,00 21,13 1,90
Mondcitos (CD45+ CD38+) 10,02 £ 8,12 7,75 0,00 56,30 11,13
Neutrdfilos (CD45+ CD+16) 11,49 + 11,64 8,33 0,00 76,83 11,58
Outras células (CD45-) 9,60 + 7,81 8,49 0,00 44,26 11,90

Fonte: Elaborada pela autora.
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5.2.3 Analise das efusdes pleurais malignas por citometria de fluxo

Nesta etapa do estudo foi verificado se era possivel identificar
células malignas por citometria de fluxo. Sendo assim, inicialmente
analisamos se 0s marcadores utilizados em andlises imunocitoquimicas
para caracterizar as células neoplésicas também poderiam ser utilizados
na citometria de fluxo. Para isso, foi selecionado um painel de
anticorpos semelhante aqueles utilizados pelo Servigco de Patologia
Clinica do HU/UFSC, pois, dessa forma, seria possivel a comparacédo da
positividade dos marcadores pelas duas metodologias. Vale ressaltar que
0s anticorpos utilizados eram apropriados para citometria de fluxo.

Do total de 65 amostras de liquidos cavitarios analisadas no
estudo, trés de liquido ascitico e nove de efusdo pleural apresentavam
suspeita de malignidade. Como descrito anteriormente, devido a ampla
possibilidade de diferentes tumores atingirem as cavidades serosas por
metastase, direcionamos o estudo para a investigacdo da presenca de
células malignas na cavidade pleural, por isso avaliou-se a expressao de
antigenos presentes em células neoplésicas de carcinomas de pulmao,
mama, leucemias/linfomas, pois sdo as principais neoplasias que
acometem essa cavidade. As efusdes pleurais com suspeita maligna
provinham de pacientes com diagndstico de carcinoma pulmonar (n=3),
cancer de mama (n=2), leucemia mieloide aguda (LMA) (n=1), mieloma
maltiplo (n=1), cancer orofaringe (n=1) e cancer nas vias biliares (n=1).

Sendo assim, foi possivel analisar as amostras de efusdes
pleurais dos casos de carcinoma pulmonar e cancer de mama por
citometria de fluxo e imunocitoquimica. Devido ao pequeno volume de
amostra coletada, os casos de LMA e mieloma maultiplo foram
analisados somente por citometria de fluxo. As amostras provenientes
dos pacientes com diagndstico de cancer orofaringe e cancer nas vias
biliares foram desconsideradas da analise por citometria de fluxo, pois
no laboratério ndo havia anticorpos monoclonais especificos para
andlise por citometria de fluxo. Um resumo do fluxo de analise das
amostras com suspeita maligna pode ser visto no Quadro 5 a seguir.

As amostras de liquido pleural provenientes dos casos de LMA
e mieloma multiplo ndo apresentaram, na analise por citometria de
fluxo, células blasticas ou outros tipos celulares com fenoétipo
semelhante aos encontrados no momento do diagndstico ou da recidiva.
Dessa forma, apesar de ndo haver confirmagdo por imunocitoquimica,
considerou-se que ndo se tratava de amostras de efusdo maligna.
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Quadro 5 — Avalia¢do das amostras com suspeita maligna

S Analise citometria de Analise
Diagnostico . . Lo
fluxo imunocitoquimica
Mama (n=2) Sim Sim
Pulméo (n=3) Sim Sim
Leucemia (n=1) Sim Né&o
Mieloma Mudltiplo (n=1) Sim Né&o

Fonte: Elaborado pela autora.

Nas amostras dos pacientes diagnosticados com cancer de
pulméo (n=3), em um dos trés casos, ndo foi detectada a presenca de
células com fendtipo maligno em ambas as metodologias, citometria de
fluxo e imunocitoquimica. Porém, nos outros dois casos, foi observada a
presenga de células com fendtipo compativel com céncer de pulméo,
tanto na imunocitoquimica quanto na citometria de fluxo, o que
confirmou que os casos eram de efusdo pleural maligna metastatica de
cancer de pulmdo. De forma ilustrativa, em um dos casos de efuséo
pleural maligna metastatica de cancer de pulmao, pode-se observar que
a expressdo dos marcadores utilizados na imunocitoquimica (ver Quadro
6) é semelhante aquelas observadas na citometria de fluxo (ver Figura
13).

Quadro 6 — Painel de marcadores utilizados na imunocitoquimica para deteccéo
de efusédo pleural maligna em um dos pacientes com diagndstico de carcinoma

pulmonar

Antigenos Expressao

CK7 +

CK20 +

CK POOL +

TTF-1 +

NAPSINA A -

VIMENTINA -

Fonte: Elaborado pela autora.
Nota: Resultado da andlise do liquido pleural do paciente com diagnéstico de
carcinoma pulmonar por imunocitoquimica.




63

Para esse paciente, a citometria de fluxo mostrou os mesmos
resultados da imunocitoquimica para CK7 (+), Vimentina (-) e TTF-1
(+) (ver Figura 13). Porém, ndo foram obtidos os mesmos resultados
para o CK20, que foi positivo para imunocitoquimica e negativo na
andlise por citometria de fluxo. Os marcadores Napsina A e Pool de
citoqueratinas ndo foram analisados por citometria de fluxo.

Figura 13 — Perfil imunofenotipico da amostra de um paciente diagnosticado
com efusdo pleural maligna
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Fonte: Elaborada pela autora.

Nota: Células tumorais foram destacadas em vermelho e células
hematopoiéticas em cinza. (A) Observam-se 0s pardmetros tamanho e
granulosidade das células tumorais; (B) CD45"; (C) CK7"; (D) CK20"; (E) TTF-
1%; (F) Vimentina.

A Figura 14 a seguir mostra a expressao dos marcadores TTF-1
e CK20 em células de um paciente com diagndstico de efusdo maligna
por citometria de fluxo, as quais foram confirmadas pela anélise
imunocitoquimica.
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Figura 14 — Expressdo dos marcadores TTF-1 e CK20 em células de um
paciente com diagnéstico de efusdo maligna
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Fonte: Elaborada pela autora.
Nota: Células tumorais foram destacadas em azul (A) TTF-1+ e (B) CK20+".

Para pesquisa de células malignas em efusdes cavitarias com
suspeita de metastase de tumor primario mamario, utilizamos o
marcador GCDFP-15. No entanto, sobre as duas amostras de efuséo
pleural com suspeita de malignidade provenientes das pacientes com
diagndstico de cancer de mama, uma foi confirmada com a presenca de
células malignas apenas por imunocitoquimica, enquanto na outra, em
ambas as metodologias, ndo foram detectadas células malignas.
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CAPITULO 6 DISCUSSAO

Como o objetivo principal deste estudo foi avaliar o fenotipo
das células presentes nos liquidos cavitarios e analisar a sua importancia
como marcadores fenotipicos para o diagnostico diferencial entre as
efusdes malignas e as benignas, este trabalho foi realizado em etapas,
pois a citometria de fluxo ainda ndo é uma metodologia utilizada na
rotina laboratorial para avaliagdo dessas amostras. Assim, o trabalho foi
iniciado com a etapa de padronizacdo. A principio, foi verificado se as
células presentes nos liquidos mantinham sua integridade diante das
diversas etapas que constituem o preparo e a marcagdo da amostra para a
analise por citometria de fluxo. Como observado nas Figuras 6 e 10, as
etapas de preparacdo da amostra ndo interferiram na analise e as células
se mantiveram integras apds o processamento amostral. Além disso, as
amostras procedentes de processos considerados benignos foram
marcadas com 0s anticorpos monoclonais capazes de caracterizar células
gue sdo normalmente identificadas por microscopia de luz, a qual é uma
metodologia bem estabelecida para contagem e diferenciacdo dos
leucocitos das amostras nos fluidos cavitarios (leucocitos e suas
subpopulagdes, mononucleares, eosindfilos e neutréfilos). Os resultados
das porcentagens de células mononucleares, neutréfilos e outros tipos
celulares ndo hematol6gicos foram avaliados concomitantemente pelas
duas metodologias (ver Tabelas 4 e 5). Dessa forma, podemos concluir
que, pela andlise do teste de Bland-Altman, pelo viés proximo de zero
para as células mononucleares (viés = 1,4) e para os neutrofilos (viés = -
1,0) houve uma boa concordancia entre as metodologias para esses tipos
celulares. No entanto, um viés maior foi observado na avaliagcdo de
outros tipos celulares (viés = 2,6). Isso pode ser justificado pelo fato de
que, apesar de as células mesoteliais também estarem presentes nos
fluidos serosos, ndo foi possivel identifica-las com precisdo, pois ndo
havia no painel utilizado um marcador especifico para esse tipo celular
por citometria de fluxo. Dessa forma, com o intuito de comparar 0s
resultados de citometria de fluxo com microscopia de luz, considerou-se
que as células CD45(-) observadas na citometria de fluxo seriam as
células mesoteliais. Contudo, devido ao fato de que os liquidos contém
uma ampla quantidade de células ndo hematopoiéticas que também séo
CD45(-), inclusive as ceélulas neoplésicas, a comparagdo dos dois
métodos na identificacdo desse tipo celular ficou prejudicada.
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Uma das vantagens da utilizacdo da citometria de fluxo é
permitir diferenciar subpopulacdes celulares através de anticorpos
conjugados com fluorocromos (GOLIM et al., 2007). Assim, o painel
utilizado para a caracterizacdo das células possibilitou a identificacdo de
leucdcitos totais (CD45+), linfocitos T (CD3+) e suas subpopulac@es, T
auxiliar (CD4+), T citotéxico (CD8+), T yd (CD3+/CD4-/CD8-), T of8
(CD3+/CD4+/CD8+), linfocitos B (CD19+), células NK (CD56+/CD3-)
e células NKT (CD56+/CD3+), além de neutrofilos (CD45+ CD16+) e
eosindfilos (CD45+/CD16-), os quais podem ser observados na Tabela 6
para os liquidos pleurais considerados reacionais; na Tabela 7 para os
liquidos considerados malignos; e na Tabela 8 para os liquidos asciticos.
Os resultados mostram elevados valores para o desvio padrdo em
relacdo a média em todas as analises, 0 que indica grande variabilidade
amostral, o que ja era esperado devido aos diferentes quadros clinicos
apresentados por paciente analisado. Além disso, também foi observada,
em todos os liquidos, uma frequéncia maior de células Linfécitos T
Aucxiliar (CD3+CD4+) e Linfécito T Citotoxico (CD3+CD8+). Embora
morfologicamente os linfécitos paregcam entre si, na realidade s&o
notavelmente heterogéneos e especializados em propriedades
moleculares e funcBes. Os linfécitos CD4+ expressam-se em
aproximadamente 60% dos linfécitos T CD3+ maduros e funcionam
como linfocitos T auxiliares secretores de citocinas, estimulando os
macréfagos e os linfocitos B a combaterem infeccGes, enquanto o CD8+
se expressa em cerca de 30% dos linfdcitos T, os quais funcionam com
os linfdcitos T citotdxicos (killers) para destruir células do hospedeiro
gue possam ser consideradas uma ameaca (KOSS, 2006). Como 0s
linfdcitos e outras células envolvidas nos processos reacionais néo estdo
localizados em um Unico tecido em particular (como a maioria dos
orgdos do corpo), mas sdo capazes de migrar entre tecidos linfoides e
outros, e pelas circulacdes vasculares e linfaticas, atuando na resposta
imune, era esperada, diante do quadro clinico apresentado pelos
pacientes avaliados, a observacdo dessas células nas amostras
analisadas.

A imunocitoquimica e a imuno-histoquimica, assim como a
citometria de fluxo sdo métodos que utilizam anticorpos conjugados
com fluorocromos para identificar os antigenos in situ nas células
investigadas. Considerando que, a partir da citometria de fluxo, €
possivel caracterizar os fenotipos das diferentes populacdes celulares em
uma amostra, sejam elas células normais ou neoplasicas, em uma
segunda etapa foi investigada a possibilidade de identificar células
neoplésicas nas amostras de liquidos cavitarios com esses marcadores
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utilizados na imunocitoquimica. Assim, quando as amostras dos liquidos
eram suspeitas de efusdo maligna ou eram observadas células néo
hematoldgicas (CD45 negativas) pela citometria de fluxo, prosseguia-se
com a marcagdo das células com o painel de anticorpos especificos para
identificacdo de células neoplasicas (CK7, CK20, TTF-1, GCFDP-15,
Ber-EP4 e Vimentina).

Inicialmente seriam utilizadas apenas amostras de pacientes
atendidos no HU-UFSC; no entanto, como as amostras recebidas na
maioria eram de pacientes com efusdes benignas, solicitou-se a
colaboracdo do CEPON neste estudo com o objetivo de ampliar o
numero de amostras de efusdes malignas. Entretanto, houve atrasos no
recebimento dessas amostras e consequente diminuicdo de casos
analisados até o fim de estudo, mas, ainda assim, foi possivel detectar
em algumas amostras de efusGes pleurais células com o fendtipo
positivo para TTF-1, CK7 e CK20 por citometria de fluxo. Isso
demonstra que é possivel fazer a identificacdo de células neoplasicas em
amostras de efusdes pleurais (ver Figuras 13 e 14); porém, para mais
analises, um numero maior de amostras deve ser avaliado com esses
marcadores.

O diagnostico diferencial entre adenocarcinoma envolvendo
cavidades serosas e mesotelioma é bem conhecido como uma
dificuldade da citologia dos liquidos (BATTIFORA; KOPINSKI, 1985).
Assim, o préximo passo na padronizacdo da metodologia foi verificar se
0s marcadores propostos no presente estudo eram capazes de fazer essa
diferenciacdo. Para isso, foi utilizado o anticorpo Ber-EP4 conjugado
com o FITC, que é um dos marcadores mais utilizados no diagnostico
diferencial entre carcinoma (Ber-EP4+) e mesotelioma (Ber-EP4-).
Como pode ser observado na Figura 9, foi possivel avaliar a expressao
do anticorpo Ber-EP4 conjugado com o fluorocromo FITC para analises
por citometria de fluxo. Mesmo que essa avaliacdo ndo tenha sido
realizada em amostras de efusdo pleural, sua expressdo em células de
aspirado de linfonodo confirma a possibilidade de sua analise por
citometria de fluxo.

Duas amostras provenientes de pacientes portadoras de cancer
de mama foram marcadas com esse anticorpo e tiveram resultados
negativos. O GCDFP-15 ndo foi avaliado no painel dessas duas
pacientes pela imunocitoquimica realizada pelo Servigo de Patologia do
HU, o que impossibilitou a comparacédo entre as duas metodologias.

Como pode ser observado, a metodologia para a investigacao do
fendtipo das células presentes nos liquidos cavitarios por citometria de
fluxo foi padronizada, sendo, apesar do pequeno nimero de amostras
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analisadas, possivel concluir que é Util para distinguir as células
neoplésicas das normais e, com isso, fazer o diagnostico diferencial
entre as efusGes malignas e as benignas. No entanto, mais estudos com
um ndmero maior de amostras serdo necessarios para o estabelecimento
da metodologia na rotina laboratorial de investigacdo de células
neoplésicas.
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CAPITULO 7 CONCLUSOES

A compilacdo dos resultados encontrados neste estudo permitiu concluir

que

1.

0 painel de anticorpos monoclonais utilizado CD3, CD4, CD8,
CD19, CD16, CD38, CD45, CD64 e CD56 foi capaz de
identificar células encontradas nos liquidos serosos, tais como
linfocitos T, linfécitos B, linfocitos T citotoxicos, linfécitos T
auxiliares, linfocitos T alfa/beta, linfécitos T gama/delta,
celulas natural Killers, células natural Killers T variante,
eosindfilos, mondcitos, neutrofilos presentes em efusdes
secundarias a processos benignos e malignos;

o0s anticorpos monoclonais TTF-1, CK7 e CK20 foram (teis na
identificacdo das células neoplésicas provenientes de processo
metastatico pulmonar em efusdes pleurais malignas;

embora ndo houvesse efusbes malignas com células que
expressassem Ber-EP4, detectadas por citometria de fluxo, foi
possivel padronizar a identificagdo desse marcador por essa
metodologia;

a expressao dos anticorpos monoclonais Vimentina e GCDFP-
15 n&o foi validada no estudo;

os resultados da avaliacdo das células reacionais presentes nas
efusbes cavitarias por citometria de fluxo foram compativeis
com aqueles obtidos pela avaliagdo morfoldgica;

a avaliacdo da expressdo dos antigenos TTF-1, CK7 e Ber-EP4
nas células malignas presentes nas efusbes cavitarias por
citometria de fluxo foi compativel com aqueles obtidos pela
avaliacdo da imunocitoquimica. Porém, para CK20, Vimentina
e GCDFP- 15 os resultados foram contraditorios e, portanto,
mais andlises serdo necessarias; e

mais estudos com um ndmero maior de amostras se fazem
necessarios para o estabelecimento da metodologia na rotina
laboratorial de investigacao de células neoplasicas.

Por fim, apesar do reduzido nimero de amostras provenientes

de efusbes malignas, as andlises realizadas neste trabalho sugerem que a
citometria de fluxo € uma metodologia aplicavel a avaliacdo da
celularidade de efusdes cavitarias e Util na deteccdo de células
neoplésicas.
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CAPITULO 8 PERSPECTIVAS

Continuar a realizacdo do presente trabalho para a obtencéo de
um namero maior de amostras analisadas com suspeita de
malignidade.

Desenvolver um painel de anticorpos para analise que seja
capaz de detectar células mesoteliais e diferencia-las de células
provenientes de processos reacionais e/ou malignos.

Ampliar o estudo avaliando o fen6tipo por citometria de fluxo
das células de biopsias de tumores sélidos envolvidos nos
processos metastaticos encontrados nos liquidos pleurais
(cancer de pulmado e mama) com 0s anticorpos testados neste
estudo (CK7, CK20, Ber-EP4, GCFPD-15, Vimentina).
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