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MARCADORES TUMORAIS BIOQUIMICOS E IMUNOCITOQUIMICOS EM
EFUSOES NEOPLASICAS CANINAS

Autor: Luciele Varaschini Teixeira

Orientador: Félix Hilario Diaz Gonzalez

RESUMO

As efusdes cavitdrias sdo de ocorréncia frequente na rotina clinica de caes. Na maior
parte dos casos sdo efusdes benignas, causadas por distirbios hidrostaticos do sistema
circulatério. As neoplasias sdo causas comuns de efusdes em cies, contudo, nem sempre
as células tumorais sdo encontradas no exame citopatolégico. A dosagem de marcadores
tumorais € 0 exame imunocitoquimico sdo alternativas para tornar o diagndstico de
neoplasia em efusdes mais preciso. Os objetivos deste trabalho foram dosar os seguintes
marcadores tumorais bioquimicos: antigeno carcinoembriondrio (CEA), antigeno
associado a cancer 72-4 (CA 72-4) e fragmento de citoqueratina 21-1 (CYFRA 21-1),
que ainda ndo tiveram seu desempenho avaliado em efusdes neopldsicas e nao
neoplésicas caninas, bem como marcadores imunocitoquimicos que incluem dois novos
anticorpos primarios (MOC-31 e D2-40) para a diferenciacdo entre carcinoma e
mesotelioma. Trinta e duas amostras de liquidos cavitarios abdominais e toracicos,
provenientes do atendimento clinico do Hospital de Clinicas Veterindrias da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul foram analisadas. De acordo com o exame
citopatoldgico e ficha clinica do animal essas efusdes foram classificadas em dois
grupos: neopldsico e nao neoplasico. A dosagem dos marcadores tumorais foi realizada
pelo método imunoenzimdtico sanduiche (ELISA), conforme as instru¢des dos
fabricantes. Para a avaliagdo imunocitoquimica foram utilizadas 14 amostras de efusdes
neopldsicas. A técnica foi realizada pelo método estreptavidina-biotina ligada a
peroxidase ou a fosfatase alcalina, utilizando-se como cromégeno o DAB. Os
marcadores tumorais CEA e CA 72-4 ndo tiveram resultados significativos na
diferenciacao entre efusdes neopldsicas e nao neopldsicas, enquanto que o CYFRA 21-1
obteve sensibilidade de 70%, especificidade de 94% e acuricia de 81% para o
diagnoéstico neopldsico. Em todas as amostras neopldsicas, imunocitoquimica e
citopatologia foram compativeis, verificando-se como valida a padronizagdao dos novos
anticorpos para a espécie canina. Este estudo demonstrou que novos marcadores
tumorais, tanto bioquimicos como imunocitoquimicos, podem ser empregados no
diagnéstico de neoplasias caninas. O marcador tumoral CYFRA 21-1 deve ser utilizado
como auxilio diagndstico para a espécie canina e os anticorpos MOC-31 e D2-40 devem
ser incluidos em painéis imunocitoquimicos de rotina para a diferenciacdo entre
carcinomas e mesoteliomas em efusdes neoplasicas.

Palavras-chave: efusdes neoplésicas, canino, marcadores tumorais, imunocitoquimica
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BIOCHEMICALAND IMMUNOCYTOCHEMICAL TUMOR MARKERS IN
CANINE NEOPLASTIC EFFUSIONS
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ABSTRACT

The cavity effusions frequently occur in the clinical routine of dogs. In most cases the
effusions are benign caused by circulatory system disorders. Neoplasms are common
causes of effusions in dogs, however not always the tumor cells are found in
cytopathologycal analysis. The dosage of tumor markers is an alternative to make the
neoplastic effusion diagnosis more accurate. The aims of this work were to determine
the following biochemical tumor markers: carcinoembryonic antigen (CEA), cancer
antigen 72-4 (CA 72-4) and cytokeratin fragment 21-1 (CYFRA 21-1), which have not
had their performance evaluated in canine neoplastic and non-neoplastic effusions, as
well as immunocytochemical markers including two new primary antibodies (MOC-31
and D2-40) for differentiation between carcinoma and mesothelioma tumors. Thrirty-
two samples of abdominal and thoracic cavity fluids, from the clinical care of the
Veterinary Hospital of the Federal University of Rio Grande do Sul were analyzed.
According to the cytopathology test and patient’s clinical record the effusions were
classified in two groups: neoplastic or non-neoplastic. The tumor markers measurement
was performed by sandwich enzyme immunoassay (ELISA) according to the
manufacturer instructions. Fourteen neoplastic samples were used for the
immunocytochemical tests. The tests were performed by streptavidin-biotin method
linked to peroxidase or to alkaline phosphatase using the DAB chromogen. The tumor
markers CEA and CA 72-4 had no significant results for differentiating between
neoplastic and non neoplastic effusions, whereas the tumor marker CYFRA 21-1
obtained 70% of sensibility, 94% of specificity and 81% of accuracy for the neoplastic
diagnosis. In all neoplastic samples the immunocytochemical and cytological tests were
compatible, which make valid their use for standardization of those new antibodies for
the canine species. This study demonstrated that new tumor markers both biochemical
and immunocytochemical could be used in the canine neoplastic diagnosis. The tumor
marker CYFRA 21-1 must be used for the canine species, and the antibodies MOC-31
and D2-40 must be included in routine immunocytochemistry panel for the
differenciation between carcinoma and mesothelioma in neoplastic effusions.

Key-words: neoplastic effusions, canine, tumor markers, immunocytochemistry
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INTRODUCAO

Nos udltimos anos os casos de neoplasia tem se tornado cada vez mais frequentes
na pratica veterindria. Com isso, aumentaram as investigacdoes na busca por métodos
diagndsticos mais precisos € drogas mais eficazes no tratamento contra o cncer. Morris
e Dobson (2007) sugeriram que um em cada dez cdes desenvolvera alguma neoplasia
durante a sua vida. Em um estudo nos Estados Unidos, com 2.000 caes, a maioria das
mortes foi ocasionada por neoplasia (23%) (BRONSON, 1982). Dados mais recentes
afirmam que de 4.844 mortes de cdes, 7,8% tinham neoplasmas (FIGHERA et al.,
2008).

Existem diversos tipos de fluidos corporais, que variam em suas aparéncias,
propriedades fisico-quimicas e celularidade. A investigacdo de liquidos cavitarios
abdominal e tordcico, também chamados efusdes, € muito util para avaliar processos
inflamatérios, malignidades e hemorragias (MUNDT e SHANAHAN, 2011), através de
técnicas citoldgicas, imunocitoquimicas (ICQ), bioquimicas e moleculares (KOSS,
2006).

Apesar do diagndstico de uma neoplasia poder ser realizado mediante
citopatologia, histopatologia, imunohistoquimica (IHQ), marcadores tumorais
bioquimicos e exames de imagem, eles ndo devem ser utilizados isoladamente
(MORRIS e DOBSON, 2007).

Os marcadores tumorais bioquimicos sdo amplamente utilizados no diagndstico
de neoplasmas em humanos e atualmente vem ganhando espaco na medicina veterinaria
(LECHOWSKI et al., 2002). Eles sao tteis para o diagndstico, estadiamento da doenga,
avaliacdo da resposta terapéutica, detec¢ao de recidivas e de progndstico (ALONZO,
2005; MATTOS et al., 2005).

O exame imunocitoquimico (ICQ) diagndstico vem crescendo no espaco
veterindrio. Com o aprimoramento de técnicas e a necessidade de diagndsticos mais
precisos na area oncoldgica, a ICQ torna-se fundamental nos dias atuais. As principais
indicacdes deste exame incluem diagndstico de neoplasmas indiferenciados,
determina¢do da origem de tumores metastaticos, classificacdo de neoplasias, natureza
benigna ou maligna do tumor e identificacdo de agentes infecciosos (ALVES et al.,

1999; SUSTER et al., 2000).



15

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Investigar o desempenho de marcadores tumorais bioquimicos e

imunocitoquimicos no diagndstico de efusdes neoplasicas na espécie canina.

2.2 Objetivos Especificos

- Investigar a capacidade dos marcadores tumorais bioquimicos CEA, CA 72-4 e
CYFRA 21-1 em diagnosticar efusdes neoplésicas na espécie canina;
- Investigar a compatibilidade de marcadores imunocitoquimicos que utilizam os

anticorpos MOC 31 e D2-40 comparando com a anélise citoldgica.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Classificacao das efusoes na espécie canina

Normalmente, uma pequena quantidade de fluido estd presente nas cavidades
abdominal, pleural e pericdrdica, promovendo o deslizamento entre as membranas. Este
liquido € um ultrafiltrado do sangue que extravasa dos capilares venosos e é quase
totalmente reabsorvido pelos vasos linfaticos. O acimulo anormal de liquido cavitario é
consequéncia da diferenca entre as pressOes hidrostdtica e oncética entre 0s vasos
sanguineos e as cavidades corpdreas, que pode ocorrer em uma série de enfermidades.
Além desse fator, existem também as condi¢des de alteracio da permeabilidade
endotelial e da integridade da drenagem linfatica (O’BRIEN e LUMSDEN, 1988;
PEMBLETON-CORBETT et al., 2000; SWANN e HUGHES, 2000).

A camada serosa, que reveste as cavidades, € composta por dois tipos de tecido:
mesotelial e conjuntivo. O mesotélio € composto por uma monocamada de células, que
expressam marcadores imunocitoquimicos epiteliais € mesenquimais. Estas células
revestem os Orgdos e as paredes das cavidades abdominal, pleural e pericardica. Os
vasos linfaticos estdo intimamente ligados as cavidades corporais através de aberturas
promovidas pelas células mesoteliais, atuando na reabsor¢do de particulas de proteinas e
liquido extravasado pelos capilares venosos (SWANN e HUGHES, 2000; ZOCCHI,
2002; MUTSAERS, 2004).

O acimulo de liquidos nas cavidades corporais, chamado efusdo, ocorre com
frequéncia na clinica veterindria, podendo estar presente como sinal clinico de vdrias
enfermidades, como na insuficiéncia hepatica cronica (Figura 1), devido a diminui¢do
da pressdo oncética plasmatica e/ou pelo sequestro das proteinas plasmdticas para o
fluido abdominal (PEMBLETON-CORBETT et al., 2000; ZOCCHI, 2002, BUNCH,
2006).
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Figura 1. Canino apresentando
efusdo abdominal (ascite) como
consequéncia de uma insuficiéncia

hepatica cronica. Adaptado de:
http://www.petshopaugmia.com.br/2009/11/
acumulo-de-liquido-abdominal-nos-caes/

As efusdes geralmente surgem em condigdes nosoldgicas, como parasitoses,
neoplasias, afeccdes cardiovasculares, doengas metabdlicas/ infecciosas/ degenerativas,
ou traumas (DUNN, 2001). Elas sdo classificadas de acordo com os mecanismos
patofisiologicos das enfermidades, como transudato puro, transudato modificado e
exsudato.

Em diversos tipos de condicdes clinicas, como por exemplo traumas, podem-se
encontrar outros tipos de efusdes com caracteristicas peculiares, tais como, efusdo
hemorragica, efusdo neoplésica, efusdo quilosa, efusdo biliar e uroperitonio. Os
parametros para esta classificacdo baseiam-se na mensuracdo de proteina total,

contagem celular e andlise citolégica (COWELL et al., 2009).

3.1.1 Transudato puro

Este tipo de efus@o ocorre principalmente pela diminui¢do da concentracdo de
proteinas plasmdticas (diminui¢do da pressdo oncética). O transudato puro contém
baixas celularidade e concentracio de proteinas (< 1.000 células nucleadas/ mL e até 25
g/L, respectivamente). Geralmente, a coloracdo € clara havendo pouca ou nenhuma
turbidez. As células presentes sdo, na maior parte, mononucleares como linfdcitos,
macréfagos, mondcitos e células mesoteliais, embora possam existir poucos
polimorfonucleares como neutréfilos e eosindfilos (Figura 2). As células mesoteliais
presentes se devem a acdo irritante do liquido acumulado no interior da cavidade,

causando hiperplasia do mesotélio (RAKICH e LATIMER, 2003; RIZZI et al., 2008).
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A albumina € a principal proteina para a manutencdo da pressdo coloidosmética
intracapilar, portanto, nas enfermidades que cursam com a diminuicao desta proteina ha
acimulo de liquido nas cavidades corporais. Geralmente, quando a concentracdo de
albumina se encontra proxima de 10 g/ ocorre extravasamento de liquido para as
cavidades. As condi¢des clinicas que resultam na formacgdo de transudato puro incluem
falha na sintese proteica (insuficiéncia hepdtica), baixa ingestdo protéica (mé nutri¢cdo),
falha na absorcao proteica (sindrome da ma absorcdo intestinal) e perda de proteinas

(hemorragias, parasitas intestinais, nefropatias) (BUNCH, 2006; WILLARD, 2006).

Figura 2. Amostra de efusdo abdominal canina compativel
com transudato puro. Macroscopicamente a amostra apresenta-
se incolor e de aspecto limpido (A). Baixa celularidade no
exame na andlise microscopica (B). Panético répido, 200x.

3.1.2 Transudato modificado

Este tipo de efusdo ocorre, geralmente, como consequéncia do aumento da
pressdo hidrostatica intracapilar ou obstru¢do de vasos linféticos e, portanto, na andlise
ha elevacdo da concentracdo de proteinas e aumento da contagem de células nucleadas
(Figura 3). A coloracdo varia de amarela clara a rosada e observa-se maior turbidez
(WHELAN et al., 2007; STOCKHAM e SCOTT, 2008). A contagem de células
nucleadas varia de 1.000 a 8.000/ uL e a concentracdo de proteina encontra-se entre 25 e

50 g/L. Semelhante ao transudato puro, no transudato modificado hd predominancia de
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células mononucleares como macréfagos e linfécitos com baixa visualizagdo de
neutréfilos e células mesoteliais (SHELLY, 2001; COWELL et al., 2009).

Existem muitas enfermidades que cursam com este tipo de efusdo, mas a causa
mais comum de transudato modificado € a insuficiéncia cardiaca congestiva. Neste
caso, o liquido apresenta-se serossanguinolento, pouco turvo e com quantidade varidvel
de eritrécitos, macréfagos e linfécitos. As células mesoteliais apresentam-se normais ou
reativas € em baixo nimero (FORRESTER et al., 1991; KING e GELENS, 1992;
WRIGHT et al., 1999). Entre outras enfermidades que causam este tipo de efusdo estdo
doenca hepdtica, inflamacdes extensas (p. ex., granulomas) e neoplasias (COWELL et

al., 2009).

Figura 3. Amostra de efusdo abdominal canina compativel
com transudato modificado. Macroscopicamente a amostra
apresenta-se rosada e pouco turva (A); microscopicamente a
celularidade é moderada e varidvel, composta por hemdcias,
células mononucleares (seta larga) e neutréfilos (seta estreita)
(B). Panético rapido, 400x.

3.1.3 Exsudato

Esta efusdo € causada por alteracdo mesotelial e/ ou aumento da permeabilidade
endotelial. O exsudato resulta de uma resposta inflamatdria pela presengca de um corpo
estranho de origem exdgena (p.ex., agentes infecciosos), neoplasias ou de origem

enddgena (p.ex., imunocomplexos, urina, extravasamento de enzimas, bile) na cavidade.
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A resposta inflamatdria provoca a liberacdo de citocinas, aumentando a permeabilidade
endotelial e mesotelial (O’BRIEN e LUMSDEN, 1988; ZOCCHLI, 2002).

Neste tipo de efusdo hd predominancia de células polimorfonucleares devido a
quimiotaxia para a cavidade corporal (Figura 4). Também estdo presentes, em menor
nimero, macrofagos, mondcitos, linfécitos e células mesoteliais. O processo
inflamatdrio aumenta a permeabilidade vascular resultando em actimulo de liquido com
elevada concentragdo de proteina e alta celularidade (> 30 g/L e > 3.000 células
nucleadas/pl., respectivamente). A coloracdio pode variar de rosada a ambar e
frequentemente o aspecto € turvo (KING e GELENS, 1992; SHELLY, 2001).

O exsudato € subclassificado em séptico ou nao-séptico, dependendo da
presenca do agente infeccioso e alteragdes na morfologia celular, como degeneracdo de
polimorfonucleares. Existem vérias situagdes em que hd acimulo de liquido cavitdrio
sem a ocorréncia de infec¢do. Algumas vezes este tipo de exsudato é a evolugdao de um
transudato modificado. O exsudato ndo-séptico estd presente em varias enfermidades,
como pancreatite, tor¢ao de 6rgaos internos e neoplasias (BAKER e LUMSDEN, 2000;
COWELL et al., 2009).

Em algumas situagdes como ruptura de bexiga e ruptura de vesicula biliar, os
exsudatos ganham nomenclaturas diferenciadas, uroperitonio e peritonite biliar,
respectivamente. No caso de uroperitonio, o exsudato poderd ou ndo conter agentes
infecciosos, além da inflamacdo quimica, o que dependerd da presenca ou ndo de
infeccdo vesical anterior ao rompimento (COWELL et al., 2009).

Em um exsudato séptico € comum a visualizacdo de microrganismos livres ou
fagocitados por macréfagos e neutréfilos. Geralmente observa-se também a
degeneracdo destas células na tentativa de eliminag¢do do agente infeccioso. Puncdes
cavitdrias traumdticas, perfuragdo do trato intestinal, migracdo de corpos estranhos e
ruptura de abscessos sdo alguns exemplos de acimulo de liquido cavitdrio séptico
(BAKER e LUMSDEN, 2000; WALKER et al., 2000).

Algumas vezes, pode-se observar a predominancia de eosinéfilos em exsudatos
(> 10%), passando a se chamar efusdo eosinofilica. Este tipo de efusdo ocorre com
frequéncia na clinica veterindria e estd associada as neoplasias, como
hemangiossarcomas, linfomas e mastocitose sist€émica. Outras causas de efusdo
eosinofilica sdo condi¢des alérgicas, doencas parasitdrias intestinais e cardiaca,
granulomatose linfomatéide e pneumotérax (FOSSUM et al., 1993; BOUNOUS et al.,
2000; SHELLY, 2001).
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Figura 4. Amostra de efusdo abdominal canina compativel com
exsudato. Macroscopicamente a amostra apresenta-se alaranjada
e turva (A); microscopicamente observa-se alta celularidade
composta predominantemente por neutréfilos (seta) (B).

Panético rapido, 400x.

3.1.4 Efusao hemorragica

Nesta efusdo estd presente grande quantidade de sangue (Figura 5A), o que deve
ser verificado realizando-se o hematdcrito da amostra. Um hematdcrito entre 10 e 25%
indica efusdo hemorragica. A ocorréncia destes episddios estd relacionada a ruptura ou
alteracdes no endotélio vascular. A efusdao hemorrédgica pode ter origem iatrogénica, por
puncdo de vasos ou 6rgdos na hora da coleta do liquido cavitdrio. Estas efusdes nao
contém plaquetas, podendo ser diferenciadas de contaminagdo iatrogénica da amostra
(FORRESTER et al., 1991; SHELLY, 2001).

Nas efusdes hemorrdgicas verdadeiras ha presenca de quantidade consideravel
de macrofagos ativados (Figura 5B), além da visibilizacdo de hemossiderina e cristais
de hematoidina. Em liquidos hemorrdgicos nao existem valores numéricos definidos na
contagem celular, porém, efusdes com contagens altas de leucdcitos podem ser
consideradas como inflamatérias sendo classificadas como exsudato hemorragico.

As efusdes pericardicas, na maioria das vezes, sdo hemorragicas, principalmente
na espécie canina. As causas sdo diversas, como traumas, neoplasias, coagulopatias,
ruptura de atrio esquerdo. Muitas efusdes pericardicas hemorrdgicas sao causadas por
neoplasias malignas ou doenga pericardica benigna idiopatica (O’BRIEN e LUMSDEN,
1988; KERSTETTER et al., 1997; DUNNING, 1999).
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O hemotérax e o hemoabddmen muitas vezes sdo causados por neoplasias
malignas, como hemangiossarcoma, mesotelioma maligno, carcinoma metastatico,
osteossarcoma metastitico, carcinoma pulmonar e linfoma. Para a obtencdo do
diagnéstico definitivo sempre sdo necessarios outros exames complementares, além da
citologia, devido aos resultados falsos positivos e falsos negativos (MANDELL e
DROBATZ, 1995; HAMMOND e PESILLO-CROSBY, 2008; NAKAMURA et al.,
2008).

Figura 5. Amostra de efusdo pleural hemorrdgica canina.
Macroscopicamente a amostra apresenta-se avermelhada e
turva (A); microscopicamente observa-se celularidade com
prediminidncia de hemadcias e macréfagos realizando
eritrofagocitose (seta) (B). Panético rdpido, 400x.

3.1.5 Efusao neoplasica

As neoplasias sdo causas comuns de efusdes em cdes. O’Brien e Lumsden
(1988) relataram que 57% das efusdes pericardicas e 11% das efusdes peritoneais e
pleurais resultaram de processos tumorais em cdes. Contudo, nem sempre sao
encontradas células neoplésicas nos liquidos cavitdrios de origem tumoral ou, as vezes,
sdo visibilizadas em pequena quantidade, dependendo do tipo de tumor. Os processos
neopldsicos que ocorrem dentro das cavidades corporais podem gerar varios tipos de
efusdes, como transudatos, exsudatos e efusdes hemorragicas (CLINKENBEARD,

1992; EDWARDS, 1996).
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O exame citoldgico das efusdes neopldsicas possui acurdcia de 64% em caes,
como verificado por Hirschberger et al. (1999), em um estudo com 233 amostras.
Muitas vezes o epitélio mesotelial encontra-se reativo devido ao processo inflamatorio,
sendo assim, as células mesoteliais podem ser confundidas com células neoplésicas. A
irritacdo do mesotélio por substadncias ou corpo estranho, transforma as células
mesoteliais normais em células com caracteristicas malignas, que passam a apresentar
multinucleagdo, anisocitose e anisocariose (O’BRIEN e LUMSDEN, 1988).

Os tipos tumorais que frequentemente causam efusdes caninas sdo o carcinoma,
mesotelioma, linfoma, hemangiossarcoma, mastocitoma e o histiocitoma. Assim como
nas efusdes hemorriagicas, ndo existe parametro numérico para efusdes neopldsicas,
embora a concentragdo de proteina nestas efusdes seja superior a 30 g/l e o pH > 7,5
(EDWARDS, 1996).

As efusdes neopldsicas possuem caracteristicas citoldgicas de acordo com os
diferentes tipos de tumores, porém, existem algumas peculiaridades comuns
independente do tipo neopldsico, como vacuolizagdo e basofilia citoplasmatica,
nucléolos evidentes, cromatina grosseira e pleomorfismo celular. Essas sao algumas das
caracteristicas de malignidade presentes nas neoplasias encontradas em liquidos

cavitarios caninos (EDWARDS, 1996; WRIGHT et al., 1999; COWELL et al., 2009).

3.1.5.1 Linfomas

Os linfomas sdo neoplasias que frequentemente causam efusdes em caes, tanto
pleural como abdominal. Na andlise citoldgica desta neoplasia sdo encontrados
linfécitos de varios tamanhos e linfoblastos pleomorficos. Estas células apresentam
caracteristicas malignas, como cromatina nuclear grosseira, nucléolos evidentes,
citoplasma basofilico e, por vezes, vacuolizado (Figura 6) (O’BRIEN e LUMSDEN,
1988; COWELL et al., 2009).
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Figura 6. Andlise citoldgica de efusdo
pleural de cdo associada a linfoma, com
linfécitos neoplésicos apresentando
marcado pleomorfismo nuclear. Pandtico
rapido, 1.000x.

3.1.5.2 Carcinomas

Os carcinomas podem ter origem em Orgdos distintos e geralmente causam
metéstases para os tecidos adjacentes. Na andlise citolégica das efusdes devidas a
carcinomas sdo encontrados aglomerados de células neopldsicas redondas altamente
coesas, com bordos citoplasmdticos distintos, citoplasma basofilico e vacuolizado,
nicleo com cromatina grosseira e nucléolos evidentes (Figura 7). Alguns critérios sio
de fundamental importancia para a distincdo entre carcinomas e outras neoplasias: a)
gigantismo nuclear; b) marcada anisocariose; c¢) grandes e multiplos nucléolos; d)
pleomorfismo; e) multinucleagdo e f) figuras mitéticas (WRIGHT et al., 1999;
COWELL et al., 2009).
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Figura 7. Andlise citoldgica de efusdo
pleural  canina  compativel  com
carcinoma mamario metastatico. A
fotomicrografia apresenta um
aglomerado de células neoplasicas
fortemente coesas, com citoplasma
basofilico e vacuolizado (cabeca de
seta), ndcleo com cromatina grosseira e
alguns nucléolos evidentes (setas
estreitas). Panético rdpido, 400x.

3.1.5.3 Sarcomas

Os sarcomas sdo raramente diagnosticados nas efusdes, pois as células destes
tumores sdo pouco esfoliativas. Sdo tumores de origem mesenquimal e, portanto,
formados por células fusiformes. Estas apresentam maior tamanho comparadas aos
outros tipos celulares, aparecem livres ou em pequenos aglomerados e possuem
caracteristicas malignas como vacuolizac¢do citoplasmadtica, cromatina nuclear grosseira,
nucléolos evidentes (Figura 8). Anormalidades como megalocitose, anisocariose, figuras
mitdticas e multinucleacdo sdo frequentemente observadas (HAMMER e COUTO,

1992; WOOQOD et al., 1998; COWELL et al., 2009).
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Figura 8. Andlise citoldgica de efusao
pleural canina compativel com
osteossarcoma metastdtico. As células
neoplasicas apresentam bordos
citoplasmaticos irregulares, nicleo com
cromatina frouxa e nucléolos evidentes
(setas). Panético rapido, 400x.

3.1.5.4 Mesoteliomas

Os mesoteliomas sao tumores incomuns em caes, originados do revestimento das
cavidades pleural, abdominal e pericirdica. As efusdes causadas por este tipo de
neoplasma contém grande quantidade de células descamadas, mas de dificil distin¢cdo na
andlise citoldgica. Isto ocorre porque, a presenca da neoplasia torna o epitélio reativo e
as células ndo neopldsicas comecam a apresentar caracteristicas malignas (COWELL et
al., 2009).

Os mesoteliomas também podem ser confundidos com carcinomas, por
apresentarem morfologia semelhante. Portanto, para a obtencdo do diagndstico
definitivo da neoplasia deve ser realizado exame imunocitoquimico. Na andlise
citolégica das efusdes causadas por mesotelioma € possivel observar um grande nimero
de células redondas, com bordos citoplasmaticos distintos e irregulares apresentando
basofilia, nicleos grandes com cromatina grosseira, nucléolos proeminentes de
tamanhos varidveis e multiplos, células gigantes multinucleadas e figuras mitéticas

(Figura 9) (CLINKENBEARD, 1992; BAKER e LUMSDEN, 2000).
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Figura 9. Andlise citolégica de efusdo pleural
canina compativel com mesotelioma
apresentando células mesoteliais neoplasicas
dispostas em aglomerados e livres. Na
fotomicrigrafia podem-se observar algumas
caracteristicas de malignidade, como
multinucleacdo (seta), basofilia e vacuolizagcdo
citoplasméatica em todas as células. Panético
répido, 400x.

3.1.6 Efusao quilosa

Este tipo de efusdo resulta da saida de linfa dos vasos linfaticos, caracterizada
por liquido branco ou rosado e opaco, com contagem celular e proteina semelhante ao
transudato modificado (Figura 10A). E importante, na suspeita de efusdo quilosa, a
dosagem de triglicerideos, pois diferentemente das outras, nesta havera concentracao
maior do que 100 mg/dL (WADDLE e GIGER, 1990). Apds a centrifugagdo da amostra,
esta continuard turva e esbranquicada, devido a alta concentragdo de triglicerideos
(MEADOWS e MACWILLIAMS, 1994).

Na efusao quilosa hda predominancia de células mononucleares, principalmente
linfécitos, por fazerem parte do sistema linfatico (Figura 10B). Estas células vistas no
liquido cavitario sdo pequenas e bem diferenciadas, diferentemente de linfomas que
possuem grandes linfoblastos. Também podem estar presentes neutréfilos ndo
degenerados e macréfagos como resposta inflamatéria (FORRESTER et al., 1991;
SHELLY, 2001; COWELL et al., 2009).

A efusdo quilosa pode ocorrer devido a traumas, mas também pode ocorrer como

consequéncias a neoplasias e outros distirbios idiopdticos, como obstru¢do de ductos
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abdominais. Céaes da raga Afghan Hound t€m maior predisposi¢do para quilotorax do

que outras ragas caninas (FOSSUM et al., 1992; GORES et al., 1994).

Figura 10. Amostras de efusdo pleural quilosa canina apresentando
aparéncia opaca, devido a grande quantidade de triglicerideos (A).
Microscopicamente observam-se eritrécitos (cabeca de seta) e linfécitos
pequenos e médios (setas) (B). Panético rapido, 400x.

3.1.7 Efusao biliar

Este tipo de efusdo resulta da ruptura e/ou outras injtrias nos ductos e vesicula
biliar, provocadas por traumas, inflamacgdes (colangite), obstru¢do e iatrogenicidade.
Quando a bile extravasa para a cavidade peritoneal, substancias irritantes causam um
processo inflamatério, inicialmente ndo séptico e agudo. Forma-se um exsudato de
coloragdo amarelo-esverdeada a dmbar, com predominancia de células inflamatdrias,
como neutréfilos e macréfagos. Na andlise citologica é possivel observar material verde
escuro, por vezes azulado no interior de macréfagos, compativel com pigmento biliar
(Figura 11). Este material deve ser distinguido de hemossiderina, observada em efusodes
hemorragicas, também presente no interior de macréfagos (O’BRIEN e LUMSDEN,
1988; AUMANN et al., 1998).
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Figura 11. Macréfago contendo pigmento
biliar (setas) em efusdo abdominal canina. Ha
também vdrios neutréfilos livres. Adaptado
de Cowell et al. (2009).

3.1.8 Uroperitonio

O uroperitonio é formado pelo extravasamento de urina para o espago peritoneal,
causando irritacdo quimica e formacdo de exsudato com coloracdo amarelo clara a
ambar. A concentragdo de proteina e contagem celular apresentam-se baixas, devido a
dilui¢do pela urina. H4 predominadncia de neutréfilos segmentados ndo degenerados e
picnéticos; entretanto, quando hd ruptura vesical, os microrganismos podem contaminar
a cavidade peritoneal, em caso de infec¢do do trato urindrio, formando um exsudato
(SCHMEIDT et al., 2001).

A dosagem de creatinina no soro e na efusdao deve ser comparada, uma vez que
as concentragdes dos metabolitos sdo semelhantes em fluidos orginicos e a creatinina
deve ser totalmente excretada pelos rins. Assim, no uroperitonio a creatinina estd mais
concentrada na efusdao do que no plasma. Alguns eletrdlitos, como s6dio e potdssio
também estdo alterados no uroperitonio, resultando em hiponatremia e hipercalemia

(AUMANN et al., 1998; COWELL et al., 2009).
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3.2 Marcadores tumorais bioquimicos

Em 1846, Bence-Jones descobriu a presenca de uma proteina na urina de
pacientes com mieloma multiplo, sendo até hoje utilizada como diagndstico para esta
doenca. Através desta descoberta, os marcadores bioquimicos tumorais foram definidos
como qualquer substancia produzida por células neopldsicas ou pelo hospedeiro em
resposta a presenca do tumor, que podem ser detectadas em fluidos corporais e
utilizadas no manejo de pacientes com cancer. Sendo assim, a introducao de marcadores
tumorais na clinica oncoldgica possui ampla utilidade, principalmente no
desenvolvimento de novas técnicas imunodiagndsticas (CHAN e SCHWARTZ, 2002).

O antigeno tumor-especifico estd presente somente nas células neopldsicas e
pode ser detectado em tumores espontdneos ou induzido por algum agente. Este
mecanismo ndo € bem entendido, acredita-se que um carcindgeno induza oncogenes
dormentes, resultando em expressdo andmala. O antigeno tumor-associado estd presente
tanto nas células neopldsicas como nas células normais do hospedeiro, sendo
diferenciado pela forma molecular ou pela quantidade que se apresenta. As enzimas
também podem ser utilizadas como marcadores tumorais bioquimicos, apresentando-se
com elevacdo significativa dependendo do o6rgdo afetado, porém com baixa
especificidade. Os horménios sdo frequentemente utilizados na detec¢iao de neoplasias,
cursando um aumento de produgdo pelo tecido enddcrino ou por outro tipo de tecido
(SELL, 1992).

Os marcadores tumorais bioquimicos estdo relacionados com a gé€nese e
crescimento neopldsico indicando a presenca do tumor. Estes marcadores podem ser
proteinas ou fragmentos de proteinas, como antigenos de superficie celular, proteinas
citoplasmadticas, enzimas e hormonios (CAPELOZZI, 2001; ALMEIDA, 2004;
MATTOS et al., 2005) e podem ser mensurados qualitativa ou quantitativamente através
de métodos bioquimicos, imunoldégicos, gendmicos e protedmicos (CHAN e
SCHWARTZ, 2002).

A deteccao destas substancias auxilia no manejo clinico dos pacientes, como no
diagndstico, estadiamento, avaliagdo de resposta terapéutica, deteccdo de recidivas e
prognéstico. Além disso, proporciona novas modalidades de tratamento (TOMASICH et
al., 2001; PACHECO et al., 2002; ALONZO, 2005; SILVEIRA, 2005).

O marcador tumoral ideal deve ter boa especificidade (detectar o tipo de

neoplasia) e sensibilidade (detectar baixa quantidade de substancias), reunindo
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caracteristicas para o diagnéstico precoce da neoplasia. Além disso, deve fornecer
informacdes sobre a origem, extensao da doenca, monitoracdo da resposta terapéutica e
controle de recidivas. O marcador perfeito deveria ser produzido somente por células
neoplésicas, descartando a interferéncia de outras doencas. Entretanto, a maioria dos
marcadores existentes sdo pouco especificos e sensiveis, necessitando, muitas vezes, de
outros testes como auxilio (GOMES, 1997; ALMEIDA, 2004; REIS, 2005; ROSA et al.,
2005).
De acordo com o tipo de biomoléculas, os marcadores tumorais bioquimicos sao
classificados como (ALMEIDA et al., 2007; MALATI, 2007; CURI et al., 2008):
e Antigenos oncofetais: alfa-fetoproteina (AFP), antigeno carcinoembrionério

(CEA), antigeno oncofetal pancredtico e sulfoglicoproteina fetal.

e Antigenos associados a tumores: CA125, CA19-9, CA15-3, CA72-4, CA5O0, etc.

e Hormoénios: gonadotrofina coridnica, calcitonina, etc.

e Receptores de hormdnios: estrégeno, progesterona, etc.

e Enzimas e isoenzimas: enolase neurOnio-especifica, glicosil transferases,
fosfatase alcalina, lactato desidrogenase, etc.

¢ Qutros: fragmentos de citoqueratina (CYFRA 21-1).

3.2.1 Antigeno carcinoembrionario (CEA)

O CEA € uma glicoproteina com peso molecular de 180 kDa, pertencente a
superfamilia das imunoglobulinas. Descoberto por Gold e Freedman em 1965, é o
marcador mais utilizado até os dias atuais para investigar cancer gastrointestinal em
humanos. O CEA € produzido por células normais, mas passa a ser superexpressado
principalmente por adenocarcinomas de célon, reto, mama e pulmdo. Fumantes ativos e
passivos expressam maior titulacdo deste marcador, porém, etnia, sexo e idade nao
influenciam no nivel normal (WILSON et al., 1999).

Concentracdes elevadas de CEA podem estar presentes em algumas doencgas
inflamatdrias agudas e cronicas, como cirrose hepdtica, colelitiase, ictericias obstrutivas,
abscessos hepdticos, ulceras gastricas, diabetes e doencas colagenosas vasculares
(COOPER, 2005). Entretanto, concentragdes muito elevadas estdo presentes em
carcinomas de diversos orgdos, linfoma e mieloma (GUIMARAES et al., 2002).

Estudos realizados por Botte et al. (1990) demonstraram que o CEA é o marcador
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tumoral de primeira ordem para deteccdo de derrames pleurais malignos, mostrando

sensibilidade de 57% e especificidade de 97%.

3.2.2 Antigeno associado ao cancer 72-4 (CA 72-4)

O CA 72-4 faz parte dos marcadores mucinosos associado a glicoproteinas, com
peso molecular maior do que 10° kDa. Este antigeno foi caracterizado por dois
anticorpos monoclonais murinos: CC-49 e B 72-3, ambos reconhecidos pela
glicoproteina TAG-72 em soro humano, com peso molecular de 48 kDa (COLCHER et
al., 1981).

Este marcador ja foi identificado em epitélio fetal e em adenocarcinomas de
varios 6rgaos. Possui elevada especificidade para as neoplasias, mas baixa sensibilidade
para os orgaos afetados pelos tumores. Pode estar pouco elevado em doencgas benignas e
metastaticas, porém, possui maior sensibilidade para neoplasias em o6rgdos do trato
digestivo, tomando a frente de outros marcadores (OHUCHI et al., 1989; VILLENA et
al., 1996).

3.2.3 Fragmento de citoqueratina 19 (CYFRA 21-1)

O CYFRA 21-1 é um determinante antigénico de 40 kDa presente na
citoqueratina 19. Este antigeno foi definido por dois anticorpos monoclonais em
murinos: KS 19-1 e BM 19-21 apd6s imunizacao e estes anticorpos sdo especificos para
a citoqueratina 19 (PUJOL et al., 1993; BONFRER et al., 1994).

Este marcador estd presente no epitélio normal e em proliferacdo, sendo
utilizado para detectar neoplasias principalmente pulmonares. Possui alta especificidade
para carcinoma de células escamosas, embora possa gerar falsos positivos em algumas
doencas benignas, como inflamagdes gastrintestinais, uroldgicas e ginecoldgicas

(GOMES, 1997; ALMEIDA, 2004).
3.3 Marcadores imunocitoquimicos de efusoes
A imunohistoquimica (IHQ), introduzida em 1966 por Nakane e Pierce, teve

inicio como método diagndstico na patologia de tumores. Hoje, com o aprimoramento

das técnicas empregadas, obtém-se considerdvel sensibilidade para tipos teciduais
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especificos. A imunocitoquimica (ICQ) constitui um ramo da IHQ, tendo sua aplicacdo
em amostras celulares de esfregacos, escovados, lavados ou aspirados de lesdes s6lidas
(BIBBO e LONGATTO FILHO, 2007).

A ICQ resume-se na marcacdo de determinadas proteinas presentes nas células
por anticorpos mono ou policlonais. Assim, forma-se um complexo antigeno-anticorpo,
onde o primeiro € a proteina celular a ser marcada (OERTEL e HUHN, 1998).

As principais indicag¢des de ICQ sao:

¢ Identificar padrdoes de diferenciacdo, como tecido de origem da neoplasia,
principalmente em neoplasmas nao diferenciados;

e Identificar o 6rgdo de origem dos tumores, pois muitos destes manifestam-se
através de metdstases. Entretanto, nem sempre esta conclusido € possivel, mas
essa pratica reduz o nimero de hipéteses, direcionando o diagndstico;

e Identificar correlacdes morfofuncionais através de substincias liberadas pelas
células tumorais, muitas vezes, acarretando distirbios como nas sindromes
paraneopldsicas;

e Avaliar o progndstico em lesdes neoplasicas ou pré-neopldsicas. Esta indicagdo é
muito utilizada em tumores mamarios e, atualmente, em linfomas devido a
resisténcia aos quimioterdpicos e pode ser estudada em amostras citologicas de
efusdes;

e Identificar o comportamento biolégico das células, diferenciando-as de
proliferacdes reacionais, neoplasias benignas ou malignas. Em amostras
citolégicas de efusdes, alguns dos problemas mais comuns com os diagndsticos
sdo as distingdes entre: a) hiperplasia mesotelial e adenocarcinoma; b)
hiperplasia mesotelial ¢ mesotelioma; c¢) mesotelioma e adenocarcinoma; d)
células linfoides reativas e linfomas; e) histogénese das células neoplésicas; f)

origem do sitio primario das metéstases.

Essas questdes t€ém aumentado a busca por anticorpos mais especificos,
otimizando a acuidade diagndstica da citologia. Contudo, a ICQ ainda é limitada, pois
depende de muitas varidveis para ser efetivamente comparada a IHQ (BIBBO e

LONGATTO FILHO, 2007).
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3.3.1 Marcadores imunocitoquimicos para diferenciacido entre

mesoteliomas, adenocarcinomas e células mesoteliais reativas

As efusdes cavitdrias podem ser causadas por uma série de tumores, podendo ser
primdrias como ocorre nos mesoteliomas, ou secunddrias como adenocarcinomas,
linfomas e sarcomas metastdticos. Embora a ocorréncia de mesoteliomas seja inferior
comparada a outras neoplasias, sua frequéncia vem aumentando, principalmente com a
maior longevidade dos animais de estimagdo. Em efusdes cronicas, muitas vezes ha
hiperplasia de células ndo neoplésicas, que acabam por se diferenciarem em células
epiteliais, causando interpretacdo diagnéstica errdnea (BEDROSSIAN, 1994). Muitas
pesquisas tém tentado diferenciar adenocarcinomas de mesoteliomas, e assim, a ICQ
estd se tornando a principal técnica diagndstica nestes casos (MOHANTY e DEY,
2003).

Virios tipos de marcadores imunocitoquimicos estdo disponiveis para
diferenciar adenocarcinomas e mesoteliomas em efusdes, entretanto, o valor diagndstico
de marcadores isolados ¢é limitado, necessitando-se grupos de anticorpos para
diagnosticar uma determinada neoplasia (PEREIRA et al., 2006). A presenca ou
auséncia de determinados antigenos nas células neoplésicas, sejam mesoteliomas ou
adenocarcinomas, podem ser evidéncias tteis no estudo imunocitoquimico de efusdes
(Tabela 1). Contudo, os mais comumente utilizados s@o antigeno carcinoembrionario,
BER-EP4 ¢ CDI5 para diagnéstico de adenocarcinomas, ¢ HBMEI, vimentina,

calretinina e trombomodulina para diagnosticar mesoteliomas.
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Tabela 1- Painel de anticorpos utilizados para diferenciar adenocarcinomas de
mesoteliomas em efusoes.

Anticorpo Mesotelioma Adenocarcinoma
CEA (antigeno carcinoembrionario) Negativo Positivo
EMA (antigeno de membrana epitelial) Negativo Positivo
Vimentina Positivo Negativo
CD15 (marcador de mondcitos, granuldcitos e ) ..
células de adenocarcinoma) Negativo Positivo
BER-EP4 (marcador de adenocarcinomas) Negativo Positivo
Trombomodulina Positivo Negativo
Calretinina Positivo Negativo
Marcador mesotelial HBME-1 Positivo Negativo
Mesotelina (K1) Positivo Negativo

Fonte: Adaptado de Bibbo e Longatto Filho (2001).

Atualmente, existem outros anticorpos para a diferenciacao entre mesoteliomas,
hiperplasia mesotelial reativa e adenocarcinomas, como MOC-31 e D2-40. O primeiro é
um anticorpo monoclonal que reconhece glicoproteinas associadas a membrana das
células neopldsicas de origem epitelial, enquanto que o segundo, também um anticorpo
monoclonal, reage com o antigeno de membrana M2A presente em células germinativas
e mesoteliais (WILLUDA et al, 1999; HECHT et al., 2006; LYONS-BOUDREAUX et
al., 2008).

O D2-40 € muito utilizado no diagndstico de mesotelioma epitelioide, além de
outras neoplasias de origem epitelial e mesenquimal que envolvem crescimento vascular
linfatico. O MOC-31 estd sendo utilizado para a diferenciac@o entre células mesoteliais
reativas e adenocarcinomas, enquanto que estudos recentes descrevem boa eficdcia do
marcador D2-40 para mesoteliomas malignos, diferenciando-os de adenocarcinomas

(ORDONEZ, 2005; BHALLA et al., 2007).

3.3.2 Marcadores imunocitoquimicos para linfoma canino

Os linfomas caninos frequentemente causam efusdes, principalmente pleurais
(O’BRIEN e LUMSDEN, 1988). Nestes pacientes as andlises citoldgicas e
imunofenotipica do liquido cavitdrio sao fundamentais para o diagndstico neoplasico

(PETRELLA et al., 1990).
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Existem no mercado muitas combinacdes de anticorpos contra os diversos
subtipos de linfomas, entretanto, os anticorpos mais utilizados sdo o CD3 e o CD79,, os
quais marcam linfécitos T e B, respectivamente (GUIJA DE ARESPACOCHAGA et al.,
2007).

3.3.3 Marcador imunocitoquimico para tumores mesenquimais

A vimentina € caracterizada como o principal filamento intermedidrio presente
no citoesqueleto, principalmente de células mesenquimais, embora também possa ser
encontrado em outras células ndo mesenquimais (FRANKE et al., 1978). Estes
filamentos podem ser diferenciados imuno e bioquimicamente das outras classes de
filamentos intermedidrios, de forma que a vimentina € utilizada como marcador

imunoisto e citoquimico para a detec¢do de tumores derivados do mesé€nquima, os

sarcomas (LEADER et al., 1987).
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4 RESULTADOS

Os resultados deste trabalho serdo apresentados na forma de artigos cientificos,

conforme os subtitulos descritos abaixo.

4.1 Artigo 1

4.1.1 Desempenho dos marcadores tumorais CEA, CYFRA 21-1 e CA 72-4 na

diferenciacdo de efusdes neopldsicas e ndo neopldsicas em caes

4.2 Artigo 2

4.2.1 Uso do MOC-31 e do D2-40 como novos marcadores imunocitoquimicos

em efusdes neopldsicas caninas
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4.1 Artigo 1

4.1.1 Desempenho dos marcadores tumorais CEA, CYFRA 21-1 e CA 72-4

na diferenciaciao de efusées neoplasicas e nao neoplasicas em cies

. | . 1 . 1 .
Luciele V. Teixeira , Tatiana A. Guerra , Francisco O. Conrado ', Silvia R. Terra3,

Daniel G. Gerardi’, Félix D. Gonzalez'

4.1.2 Abstract

Background: Many neoplasms cause abdominal and thoracic effusions in dogs.
Biochemical tumor markers can be measured in body fluids and utilized for further
diagnosis evidences. The objective of this study was to investigate the performance of
tumor markers cytokeratin 19 fragment (CYFRA 21-1), cancer-associated antigen 72-4
(CA 72-4) and carcinoembryonic antigen (CEA) to differenciate between malignant and
not neoplastic canine effusions.

Methods: In thirty-two neoplastic (n=16) and non-neoplastic (n=16) samples of canine
thoracic and abdominal effusions tumor markers CYFRA 21-1, CEA and CA72-4, were
measured by sandwich enzyme immunoassay according to the manufacturer
instructions. Statistical analysis comprise nonparametric Mann-Whitney U and
Receiver Operating Characteristic Curve (ROC), that it was performed using the
program IBM SPSS Statistics 19.

Results: Comparing the groups neoplastic and non neoplastic, statistical difference was
found only for the marker CYFRA 21-1. The levels were significantly (U = 37,00; p =
0.001; z = -3.43) higher for the tumor group compared with the non-neoplastic. The
cutoff point suggested by ROC curve analysis (AUC = 85,5% +0,07; p < 0.001) showed
satisfactory levels of accuracy (81%), sensitivity (70%) and specificity (94%). The lack
of significance between groups for markers CA 72-4 and CEA can be explained by the
presence of other diseases in the non-neoplastic group, causing elevated levels of these

markers.

"Laboratério de Andlises Clinicas Veterindrias, Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS);
2Setor de Clinica Médica de Pequenos Animais, UFRGS; 3Laboratério de Bioquimica, ICBS, UFRGS.
Autor para correspondéncia: Luciele Teixeira, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Av. Bento
Gongalves, 9090; CEP 91540-000, Porto Alegre, RS, Brasil. Fone: +55 51 3308-8033; Fax: +55 51 3308-
7305. E-mail: luciele.sm @ gmail.com
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Conclusions: This study concludes that the marker CYFRA 21-1 performed well,
showing good sensitivity, specificity and accuracy in the diagnosis of neoplastic
effusions in dogs. However, further investigations are necessary in patients with
malignancy as those with benign effusions.

Key-words: neoplastic effusion, dog, CEA, CA 72-4, CYFRA 21-1

4.1.3 Introducao

As neoplasias sdo causas comuns de efusdes em cdes. O’Brien e Lumsden (1)
relataram que 57% das efusOes pericardicas e 11% das efusdes peritoneais e pleurais
resultaram de processos tumorais em caes. Contudo, nem sempre as células neoplésicas
estdo presentes nas efusdes, ou as vezes, sdo visibilizadas em pequena quantidade,
dificultando o diagndstico citopatoldgico (2, 3).

O estudo citopatoldgico das efusdes € um dos principais métodos diagndsticos
de malignidade, entretanto, apresenta sensibilidade de 60% (4, 5). Por isso, o uso dos
marcadores tumorais bioquimicos para o diagndstico de neoplasias é amplamente
investigado na medicina humana (6-14) e os estudos sobre sua utilidade na medicina
veterinaria tem aumentado nos udltimos anos (15-17).

Para melhor identificar as efusdes malignas, varios estudos relataram a utilizagdo
de marcadores tumorais bioquimicos (10, 12). Estes marcadores sdo definidos como
substancias produzidas por células neopldsicas ou pelo hospedeiro em resposta a
presenca do tumor, que podem ser detectadas em fluidos corporais e utilizadas no
manejo de pacientes com cancer (18).

O fragmento de citoqueratina 19 (CYFRA 21-1) apresenta boa sensibilidade para
carcinoma pulmonar de células escamosas e mesoteliomas, apesar de estar presente
também no epitélio normal. Isto pode gerar falsos positivos em algumas doencas
benignas, como inflamacdes gastrintestinais, uroldgicas e ginecoldgicas. O antigeno
associado a cancer 72-4 (CA 72-4) é sensivel para vdrios tipos de adenocarcinomas,
principalmente na regido gastrica. O antigeno carcinoembriondrio (CEA) apresenta
niveis elevados especialmente em neoplasmas de origem epitelial. Alguns estudos
demonstram que a associacdo de marcadores tumorais torna mais sensivel o diagnostico

de efusao maligna (6, 10, 19, 20).
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O objetivo deste estudo foi investigar o desempenho dos marcadores tumorais
bioquimicos CYFRA 21-1, CA 72-4 e CEA na diferenciacao entre efusdes neopldsicas e

nao neoplésicas de caes.

4.1.4 Materiais e Métodos

Animais e coleta das amostras

No periodo de oito meses, foram coletadas 59 amostras de efusdes tordcicas e
abdominais caninas de animais provenientes do atendimento clinico do Hospital de
Clinicas Veterinarias da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, respeitando-se
todos os procedimentos técnicos, conforme Kruth (21). O liquido coletado foi
armazenado em tubos com e sem anticoagulante (4cido etilenodiamino tetra-acético) e
imediatamente analisado. O presente trabalho foi aceito pelo Comité de Etica no Uso de

Animais - UFRGS (projeto niimero 19.641).

Processamento das amostras

Os liquidos cavitarios foram analisados fisica, quimica e citologicamente de
acordo com Raskin e Meyer (22), Bibbo e Longatto Filho (23), e Cowell et al. (24). De
acordo com o exame citopatoldgico as amostras foram separadas em dois grupos:
neopldsico e ndo neoplasico. As efusdes foram classificadas como neoplésicas quando
no estudo citopatolégico do liquido cavitdrio encontraram-se células malignas. Para o
diagnéstico das efusdes foram também estudados a ficha clinica e os exames de imagem
de cada animal. Apds as andlises, o sobrenadante das amostras foi fracionado em
aliquotas e, logo, armazenadas a -80°C para posterior mensuracdo dos marcadores
tumorais bioquimicos.

Das 59 amostras analisadas, 32 foram escolhidas para a dosagem dos
marcadores tumorais. As restantes foram descartadas devido a excessiva hemolise e/ou
ictericia. Destas 32, dezesseis amostras foram diagnosticadas como ndo neoplésicas e
dezesseis como neopldsicas, conforme os dados clinicos do paciente e exames
complementares previamente realizados. Quando necessdrio, era realizada bidpsia

incisional ou necropsia para a confirmag¢ao do tipo neopldsico.
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Etiologia das efusoes

No grupo nao neopldsico as amostras foram classificadas quanto a origem da
efusdo, enquanto que no grupo neopldsico as amostras foram classificadas quanto ao

tipo de tumor (Tabela 1).

Tabela 1. Distribuicdo das amostras de efusdes dos grupos ndo neoplasico e neoplasico
conforme a etiologia.

Grupo nao neoplasico n Grupo neoplasico n
Ruptura de ducto toracico 1 Mesotelioma 1
Insuficiéncia hepatica 4 Carcinoma 6

(2 colangiocarcinomas e 4 carcinomas
mamarios metastaticos)

Sindrome nefroética 2 Sarcoma 6

(3 hemangiossarcomas, 1 fibrossarcoma, 1
lipossarcoma metastético e 1 osteossarcoma

metastatico)
Efusao pericardica idiopatica 1 Histiocitose maligna 1
Insuficiéncia cardiaca 6 Linfoma 2

(1tipoBe 1tipoT)

Parasitose intestinal 2

Mensuracao dos marcadores tumorais bioquimicos

Os marcadores CEA (Bioclin), CA 72-4 ¢ CYFRA 21-1 (DRG International)
foram mensurados pelo método imunoenzimatico ELISA sanduiche (Enzyme Linked
Immunosorbent Assay), de acordo com instru¢des do fabricante. Para a leitura das
amostras foi utilizado o leitor de placas EspectraMax M5 e o software SoftMax Pro5
(Molecular Devices). Os resultados de CEA e CYFRA 21-1 foram expressos em
nanogramas por mililitro (ng/mL) e de CA 72-4 foram expressos em unidade por

mililitro (U/mL).
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Analise estatistica

Para comparar os niveis medianos dos marcadores tumorais entre o grupo nao
neoplésico e neopldsico foi utilizado o teste ndo-paramétrico U de Mann-Whitney.
Posteriormente foi conduzida uma andlise Receiver Operating Characteristic Curve
(curva ROC) para estimar o ponto de corte, a drea sob a curva e os niveis de acuricia,
sensibilidade e especificidade para os marcadores com diferencas significativas entre os
grupos. Para as andlises foi utilizado o programa estatistico IBM SPSS Statistics 19. Em

todas as andlises adotou-se o nivel significancia de 5%.

4.1.5 Resultados

Concentracao dos marcadores tumorais bioquimicos nos grupos nao neoplasico e

neoplasico

Na Tabela 2 sdo apresentados os valores medianos e a amplitude dos marcadores
tumorais bioquimicos para os grupos ndo neopldsico e neoplasico. Os resultados do
teste de comparagdo de intervalos U de Mann-Whitney entre os grupos ndo neoplésico e
neopldsico sdo reportados na mesma tabela. Apenas o marcador CYFRA 21-1
apresentou niveis significativos (p=0,001) no grupo neopldsico em relagdo ao nao

neoplasico.
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Tabela 2. Mediana e amplitude dos marcadores tumorais para cada grupo e teste de
comparacdo de intervalos (ranks) entre os grupos nao neopldsico e neopldsico.

Grupo — mediana (amplitude) Mann-Whitney
Marcadores Nao Neoplasico U Z p
neoplésico

CEA 0,89 0,92 115,50 -0,47 0,637
(ng/mL) (0,65-6,19) (0,61-69,28)

CYFRA 21-1 4,39 12,14 37,00 -3,43 0,001
(ng/mL) (3,31-7,53) (4,21-34,68)

CA72-4 1,74 2,23 99,00 -1,09 0,274
(U/mL) (1,15-2,97) (1,09-129,70)

A anélise de curva ROC sugeriu o ponto de corte de 6,87 ng/mL para o marcador
CYFRA 21-1, com nivel de sensibilidade de 70%, especificidade de 94% e acuricia de
81%. A area debaixo da curva foi de 85,5% +0,07 (I.C. 72,5% - 98,6%; p = 0,001),
conforme a Figura 1. Conforme estes dados foram observados um caso falso positivo e

cinco casos falsos negativos.

ROC Curve
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Figura 1. Andlise de Curva ROC do marcador CYFRA 21-1. Area debaixo da curva =
85,5% +0,07 (I.C. 72,5% - 98,6%; p < 0,001). Sensibilidade = 70%, especificidade =
94% e acuracia = 81%.
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4.1.6 Discussao

Os marcadores tumorais bioquimicos sdo moléculas presentes tanto em
individuos sadios como doentes, entretanto, naqueles portadores de neoplasmas
malignos a concentracdo é mais elevada. A elevacdo da concentracio desses marcadores
estd associada a diversas causas, como intensa descamacdo celular, necrose celular e
aumento da secrecdo de certas proteinas. Dessa forma, os marcadores tumorais
bioquimicos sdo utilizados amplamente para diagnosticar e prognosticar pacientes com
cancer (25, 26).

Neste estudo foram investigados, pela primeira vez em caes, os niveis de CEA,
CA 72-4 e CYFRA 21-1 em efusdes caninas neopldsicas e nao neopldsicas. Contudo as
concentracoes dos marcadores CEA e CA 72-4 nado apresentaram diferengas
significativas em relagdo aos grupos ndo neoplésico e neopldsico. Concordando com
Trapé (26), isto pode ser explicado pela presenca de outras doencas no grupo nao
neoplésico, que podem elevar os niveis desses marcadores.

O marcador CYFRA 21-1 apresentou niveis significativamente (z = -3,43; p =
0,001) mais elevados para o grupo neoplasico em relacdo ao grupo nao neoplasico. O
ponto de corte sugerido pela andlise de curva ROC apresentou indices satisfatorios de
acurdcia (81%), sensibilidade (70%) e especificidade (94%) (27). Contudo, o marcador
mostrou-se mais preciso no diagnéstico de casos positivos (efusdes neopldsicas) do que
de casos negativos (efusdes nao neoplésicas). Este resultado sugere que outros exames
complementares devem ser feitos para a exclusdo do diagndstico de neoplasia. Neste
estudo existiram cinco casos falsos negativos, que corresponderam aos dois linfomas,
dois sarcomas e um carcinoma.

Porcel et al. (28) estudaram os marcadores tumorais CA 15-3, CA 19-9, CEA e
CYFRA 21-1 em efusdes malignas e benignas em humanos, concluindo que o CYFRA
21-1 ndo reage com tumores de c€lulas ndo epiteliais. Entretanto, neste estudo, amostras
de quatro sarcomas e da histiocitose maligna apresentaram valores elevados deste
marcador tumoral, o que pode ser explicado pela extensa lesao e reagao inflamatéria do
tecido mesotelial. Paganuzzi et al. (29) relataram que niveis elevados de CYFRA 21-1
sdo sugestivos de mesotelioma, corroborando com o presente estudo.

Alguns casos observados com niveis elevados dos marcadores CEA e CA 72-4
no grupo neoplésico, correpondentes ao mesotelioma, a histiocitose maligna e ao

fibrossarcoma, indicam que estes marcadores podem ser especificos em relagdo a
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etiologia e a extensdo do tumor, embora a diferenca para o grupo de efusdes ndo
neopldsicas ndo tenha sido significativa. Da mesma forma, o nimero de falsos negativos
(n = 5) observados em relacdo aos niveis do marcador CYFRA-21-1, sugerem que este
marcador seja mais reativo a tipos caracteristicos de enfermidades, como doencas
cronicas cardiacas e hepdticas. Futuras investiga¢des, com amostras mais homogéneas
em relacdo ao tipo de tumor, podem esclarecer estas questoes.

Com este estudo, conclui-se que os marcadores CA 72-4 ¢ CEA nao diferenciam
efusdes neopldsicas de ndo neopldsicas. O marcador CYFRA 21-1 teve bom
desempenho, apresentando boa sensibilidade, especificidade e acurdcia no diagnéstico
de neoplasias em efusdes caninas. Este trabalho representou um avanco nas pesquisas
utilizando marcadores tumorais bioquimicos em efusdes caninas, porém, sao necessarias
maiores investigagcdes a respeito do uso destes marcadores para a espécie canina, tanto

em pacientes portadores de malignidade como naqueles portadores de doenca benigna.
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4.2.2 Summary

Cytopathological analysis of effusions is important for detection of malignancies,
however, it has low sensitivity. The use of MOC-31 and D2-40 immunocytochemical
markers both cytokeratin AEI/AE3, vimentin, CD3 and CD79.. for differentiating
between the types of malignacies is important to obtain more accurate diagnoses. The
present study aimed to standardize and include the immunocytochemical markers MOC-
31 and D2-40 at least one panel, which allows defining the neoplastic type in canine
effusions. Fourteen samples of canine thoracic and abdominal malignant effusions were
diagnosed by cytopathology method. Subsequently, the samples were subjected to
immunocytochemical technique using primary antibodies MOC-31, D2-40, cytokeratin,
vimentin, CD3 and CD79,.,, by streptavidin-biotin method. The results were evaluated
by two observers. Each marker was considered as positive when more than 5% of
stained cells were presented. All immunocytochemistry markers were compatible with
cytopathology analysis. The standardization and use of antibodies MOC-31 and D2-40
immunocytochemical markers was valid for the dogs in the differentiation of
mesothelioma and carcinoma in those effusions. Immunocytochemical and cytological
examination proved to be important aids in differentiating malignant effusions for the

canine species.



49

4.2.3 Introducao

As efusdes cavitdrias sdo comuns em caes e estdo presentes em varios tipos de
doencas, incluindo processos neopldsicos malignos. A andlise citopatoldgica dessas
efusdes € muito importante para o diagndstico, principalmente de malignidades, embora
apresente sensibilidade e especificidade de 64 e 99% na espécie canina, respectivamente
(1-4).

A diferenciacdo entre carcinomas (CAs) e mesoteliomas (MMs) em amostras
citolégicas de efusdes torna-se dificil, devido a morfologia celular destas neoplasias
serem muito semelhantes. Por este fato, a investigagdo de marcadores
imunocitoquimicos faz-se relevante para obtencao de diagndsticos mais precisos (5, 6).

Os marcadores vimentina, citoqueratina AEI/AE3, CD3 e CD79,, sdo
amplamente utilizados para diagnosticar diferentes tipos tumorais. Estes anticorpos
conferem coloracdo positiva em sarcomas, carcinomas, linfoma de células T e linfoma
de células B, respectivamente (7).

Existem muitos estudos na medicina humana com a finalidade de investigar
marcadores imunocitoquimicos mais eficientes em efusdes malignas. Entre estes
marcadores, destacam-se o0 MOC-31 e o D2-40, principalmente, para a diferenciacao
entre CAs e MMs. O MOC-31 € expresso em tumores epiteliais, enquanto que o D2-40
€ expresso em tumores de células germinativas. Contudo, alguns estudos tem sugerido
que o segundo marcador também seja expresso em MMs (8-10).

O objetivo do presente estudo foi padronizar e incluir os marcadores
imunocitoquimicos MOC-31 e D2-40 em um painel minimo, que permita definir o tipo

neoplésico em efusdes caninas.

4.2.4 Materiais e métodos
Procedimento e processamento das amostras

No periodo de oito meses 59 amostras de efusdes abdominais e tordcicas caninas
provenientes do atendimento clinico do Hospital de Clinicas Veterindrias da

Universidade Federal do Rio Grande do Sul foram analisadas. Das 59 amostras,

dezesseis eram neopldsicas e dessas, duas mostraram-se improprias para as andlises. O
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presente trabalho foi aceito pelo Comité de Etica no Uso de Animais - UFRGS (projeto
nimero 19.641).

Todos os liquidos cavitdrios foram analisados fisica, quimica e citologicamente,
de acordo com Raskin e Meyer (11), Bibbo e Longatto Filho (12) e Cowell et al (13).
ApOs a andlise, os sedimentos das amostras neopldsicas foram fixados em solucdo de
formalina tamponada 10%, formando um pellet celular. Posteriormente, estes foram

incluidos em parafina e processados pelas técnicas histolégicas de rotina.

Imunocitoquimica

Os cortes citolégicos (5 pum) de cada amostra foram desparafinizados em xilol e
re-hidratados com etanol. Para o bloqueio da peroxidase enddgena foi utilizado
peréxido de hidrogénio 3%. Foram aplicadas as técnicas de imunocitoquimica (ICQ)
pelo método de estreptavidina-biotina ligada a peroxidase, utilizando-se os anticorpos
primadrios anti-citoqueratina, anti-vimentina, D2-40 e MOC-31. Para os anticorpos CD3
e CD79,y foi utilizado o método estreptavidina-biotina ligada a fosfatase alcalina. Os
fabricantes dos anticorpos primdrios, as recuperacdes antigénicas e as diluicdes
empregadas na técnica de ICQ estdao descritos na Tabela 1. O protocolo de trabalho foi
desenvolvido de acordo com as recomendagdes do fabricante e, por vezes, alguns
ajustes foram necessarios.

Os resultados das andlises ICQs foram avaliados por dois observadores (T.W.T. e
L.V.T.) através de microscopia Optica. Foram utilizadas as magnitudes de 100x para a
localizagdo dos aglomerados celulares, logo passando para 200 e 400x. Em todas as
laminas foram examinados todos os campos onde foram encontradas células
imunomarcadas. Cada marcador foi classificado como positivo quando a coloragdo ICQ

foi superior a 5% da celularidade, independente da intensidade de marcacao nas células.
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Tabela 1. Relacdo dos anticorpos primadrios, fabricantes, diluicdes e recuperagdes
antigénicas utilizados na técnica de 1CQ.

AnF 1corpo Clone Fabricante Diluicao Recuperacao antigénica
primdrio
. ) Protease XIV (Sigma) 15
CD3 Policlonal Dako 1:500 min/20°C
CD794ey M7051  Dako 1:30 Tampio citrato pH 6,0/
micro-ondas/20 min
. . ) Tampao citrato pH 6,0/ 3
Citoqueratina  AE1/AE3  Dako 1:80 min/125°C/ panela de pressdo
. . . ) Tampao citrato pH 6,0/ 3
Vimentina Vo Zimed 1:200 min/125°C/ panela de pressio
i Tampao Tris-EDTA pH 9,0/ 7
MOC-31 i Dako 1:30 min/125°C/ panela de pressdo
D2-40 D2-40  Dako 1:50 Tampdo Tris EDTA pH 9.0/
micro-ondas/20 min.
4.2.5 Resultados

Na andlise citopatoldgica das efusdes neopldsicas foram diagnosticados seis
sarcomas, quatro carcinomas, uma histiocitose maligna, um mesotelioma e dois

linfomas. Os resultados da ICQ estdo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2. Resultado da reatividade dos anticorpos relacionado ao tipo neopldsico.

Tipo neoplésico n CK Vim MOC-31 D2-40 CD3  CD79,y
Carcinoma 4 + - + - - -
Histiocitose maligna 1 - + - - - -
Linfoma 2 - - - - +(172)  +(172)
Mesotelioma 1 + - - + - -
Sarcoma 6 - + - - - -

Nota: n, nimero de amostras; CK, citoqueratina; Vim, vimentina. Dados de reatividade
(+, positivo; -, negativo) referem-se a totalidade das amostras, exceto quando apontado
entre parénteses.

Todos os carcinomas foram positivos para citoqueratina (Figura 1A) e para
MOC-31 (Figura 1B). O mesotelioma foi positivo para D2-40 (Figura 2A) e para
citoqueratina (Figura 2B). Os sarcomas e a histiocitose maligna foram positivos para

vimentina (Figuras 3 e 4). Um dos linfomas era do tipo B (CD79,y positivo, Figura 5A)
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e o outro era do tipo T (CD3 positivo, Figura 5B). Os resultados da ICQ foram

compativeis com o diagndstico citopatoldgico em todas as efusdes neoplésicas.

Figura 1. Metédstase pulmonar de carcinoma mamdrio em efusdo pleural canina.
Coloragdo citoplasmatica positiva para citoqueratina (1A) e para MOC-31 (1B) (método
avidina-biotina-peroxidase, cromégeno DAB, 200x).

Figura 2. Mesotelioma maligno em efusdo pleural canina. Coloracdo citoplasmadtica
positiva para D2-40 (2A) e para citoqueratina (2B) (método avidina-biotina-peroxidase,
cromégeno DAB, 200x).



Figura 3. Metistase mediastinica de lipossarcoma. Efusdo pleural canina. Colorag¢do
citoplasmadtica positiva para vimentina (método avidina-biotina-peroxidase, cromégeno
DAB, 400x). Figura 4. Histiocitose maligna em efusdo pleural canina. Coloragao
citoplasmadtica positiva para vimentina (método avidina-biotina-peroxidase, cromégeno
DAB, 200x).

Figura 5. Linfoma tipo B em efusdo pleural canina. Coloracdo citoplasmdtica positiva
para CD79 (5A) (método avidina-biotina-fosfatase alcalina, cromégeno DAB, 200x).
Linfoma tipo T em efusdo abdominal canina. Coloracdo citoplasmdtica positiva para
CD3 (5B) (método avidina-biotina-fosfatase alcalina, cromégeno DAB, 200x).

4.1.6 Discussao

Os marcadores imunocitoquimicos tém-se revelado de grande utilidade,
juntamente com a citopatologia para o diagndstico de neoplasias em efusdes. O exame
citopatolégico € um dos principais meios de diagndstico de efusdes malignas,
entretanto, em alguns casos, pode haver confusdo entre tipos neopldsicos, como

carcinomas, mesoteliomas e o proprio epitélio mesotelial reativo (14). No presente
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estudo todas as amostras neopldsicas diagnosticadas citopatologicamente foram
positivas para pelo menos um marcador imunocitoquimico.

Existem muitos estudos com o uso dos anticorpos MOC-31 e D2-40 na medicina
humana (15-18). No presente trabalho, estes marcadores mostraram-se efetivos também
para a espécie canina e poderdo fazer parte de painéis imunocitoquimicos futuros.

A inclusdo de marcadores para citoqueratina nos painéis imunocitoquimicos de
efusdes € justificada pela ocorréncia de efusdes carcinomatosas, em decorréncia de
neoplasmas metastaticos (19). Do mesmo modo, carcinomas de varios sitios priméarios
também reagem com o anticorpo MOC-31, por ser um marcador epitelial (8,20). Neste
trabalho foram utilizados os dois anticorpos citados como marcadores de carcinoma
(citoqueratina AE1/AE3 e MOC-31) obtendo-se resultados positivos para ambos no
exame imunocitoquimico. Os demais marcadores (vimentina, CD3, CD79,., e D2-40)
revelaram-se negativos.

O mesotelioma € uma neoplasia rara em cdes e geralmente resulta em efusio
cavitdria (21-23). Na medicina humana, estudos realizados por Chu et al. (16)
afirmaram que o marcador D2-40 tem apresentado melhores resultados no diagndstico
de mesotelioma do que aqueles sugeridos por Ordéiez (24) na medicina humana, em
que se utilizaram calretinina, citoqueratina 5/6 ¢ WT1. No presente estudo foram
utilizados dois marcadores (citoqueratina AE1/AE3 e D2-40) para o diagndstico
imunocitoquimico de mesotelioma. Assim como nos carcinomas, a citoqueratina
AEI1/AE3 reage com as células de mesotelioma, visto que estas expressam fracamente
proteinas epiteliais € mesenquimais (25). Desse modo, os marcadores anteriormente
mencionados reagiram positivamente, enquanto que os demais (CD3, CD79,, MOC-
31 e vimentina) apresentaram-se negativos para o neoplasma em questao.

Os sarcomas sao raramente diagnosticados nas efusdes, pois estes tumores sao
pouco esfoliativos (13). Entretanto, neste estudo os seis sarcomas foram diagnosticados
citopatologicamente nas efusdes e se mostraram positivos pelo exame
imunocitoquimico, utilizando o marcador vimentina. Os demais anticorpos (CD3,
CD79ycy, D2-40, MOC-31 e citoqueratina) ndo se mostraram reativos neste tipo de
neoplasia.

Os linfomas sdo neoplasmas de freqiiente ocorréncia em cdes e também
provocam efusdes. Na andlise citopatoldgica destas efusdes € possivel visibilizar uma
populacdo pleomoérfica de células linféides maduras (linfécitos pequenos, médios e

grandes) e imaturas (linfoblastos) (26). Com isso, a imunofenotipagem dos linfomas
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tem valor progndstico e pode contribuir no estabelecimento do protocolo terapéutico.
Muitas vezes torna-se necessdria a deteccdo do tipo e subtipo neoplédsico por exame
imunocitoquimico utilizando-se os marcadores CD3 para linfomas tipo T € CD79,y
para linfomas do tipo B (27-29). Neste estudo foram diagnosticados
imunocitoquimicamente um linfoma do tipo B e um linfoma do tipo T, positivos para
CD79,y € CD3, respectivamente. Os demais marcadores nao se mostraram reativos
para este tipo neopldsico.

Os neoplasmas de linhagem histiocitica costumam ser imunorreativos a lisozima
e CD18 (30), os quais ndo foram utilizados no presente estudo. Contudo, a histiocitose
maligna é uma neoplasia de origem mesenquimal (31), podendo ser reativa a vimentina,
como observado neste estudo. Os demais marcadores (CD3, CD79,,, citoqueratina,
MOC-31 e D2-40) ndo reagiram com o tipo neopldsico em questao.

Com base nos resultados do presente estudo, conclui-se que a padronizacdo e
utilizacdo dos anticorpos MOC-31 e D2-40 como marcadores imunocitoquimicos foi
vdlida para a espécie canina na diferenciacdo de mesotelioma e carcinoma nas efusoes.
O exame imunocitoquimico e o citopatolégico mostraram-se ferramentas auxiliares

importantes na diferenciacdo de efusdes malignas para a espécie canina.
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5 CONSIDERACOES FINAIS E CONCLUSOES

Este trabalho visou incorporar novas ferramentas para diagndstico de neoplasias
na area veterindria, utilizando marcadores tumorais bioquimicos e imunocitoquimicos
em efusdes caninas.

A andlise de efusdes foi eleita para o presente estudo feita pelo fato de que
envolvem as cavidades e os 6rgdos. Assim, o liquido livre permanece préximo aos
tumores, podendo assim, conter maior quantidade de células e fragmentos celulares.
Contudo, a determinagdo de dois tipos de marcadores tumorais bioquimicos (CA 72-4 e
CEA) ndo teve resultado significativo para diferenciar efusdes neopldsicas de ndo
neoplésicas na espécie canina. Por isso, estudos futuros com estes e outros marcadores
bioquimicos devem ser realizados em amostras mais homogéneas de fluidos corporais.

Muitos autores relatam sobre a baixa sensibilidade citopatoldgica em efusdes
neopldsicas, o que gera perspectivas para novas pesquisas na drea de diagndstico
tumoral. O exame imunocitoquimico de efusdes é muito ttil para a confirmacdo da
citopatologia, por isso, neste estudo, novos anticorpos primérios (MOC-31 e D2-40)
foram padronizados para a espécie canina, em busca de painéis mais eficientes. No
entanto, estudos futuros devem ser realizados com maior ndmero de amostras
neoplésicas caninas, a fim de tornar rotineiro o uso dos marcadores padronizados. Além
disso, outras pesquisas utilizando efusdes benignas com células mesoteliais reativas
devem ser estudadas, pois neste trabalho esta etapa nao pode ser realizada.

Conclui-se que:

- As andlises citopatoldgica, imunocitoquimica e bioquimica de efusdes sao
imprescindiveis para diagnosticar neoplasmas intracavitdrios, atuando como ferramentas
diagnésticas auxiliares.

- O marcador tumoral CYFRA 21-1 mostrou-se eficiente na deteccdo de
neoplasias em efusdes caninas e deve ser tilizado rotineiramente na para esta espécie.

- Os marcadores imunocitoquimicos MOC-31 e D2-40 mostraram-se eficientes

na diferenciacao entre carcinoma e mesotelioma.
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