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RESUMO

Takano, Gustavo Henrique Soares. Painel inicial de marcadores imunocitoquimicos para
identificacdo de sitios primarios de carcinomas em efusdes e lavados peritoneais em mulheres
[Tese]. 2020. Faculdade de Medicina. Universidade de Brasilia.

Introducdo. A analise citologica de efusdes cavitérias e lavado peritoneal é parte da rotina
laboratorial em Anatomia patoldgica sendo procedimento de baixo risco para o paciente e de
baixo custo hospitalar. A maior parte das efusdes malignas é encontrada em mulheres porque a
mama e 0 ovario estdo entre os locais que mais frequentemente evoluem com metastase para
cavidades corporais (pleural, peritoneal e pericardico). Ndo é possivel identificar o sitio
primario dos carcinomas em efusdes/lavado peritoneal apenas por analise citomorfoldgica, e,
portanto, a imunocitoquimica € utilizada como método complementar. Nao existem marcadores
imunocitoquimicos com 100% de sensibilidade e especificidade para identificacdo de sitios
primarios de carcinoma. TTF-1 para pulmdo, GATA-3 para mama e PAX-8 para ovario sdo
comumente usados para este fim. O objetivo deste estudo foi avaliar a sensibilidade e
especificidade de um painel incluindo esses marcadores para a deteccdo de sitio primario de
carcinomas em efus@es/lavado peritoneal. Métodos. Amostras de efus@es de liquidos pleural,
pericardico e peritoneal, e de lavado peritoneal, com carcinoma de sitio primario conhecido,
foram preparadas usando o método “cell block”, seguido por imunocitoquimica. Inicialmente
as amostras foram triadas com MOC-31 e Claudina-4 para confirmar o diagnostico de
carcinoma. Nas amostras com carcinoma, avaliou-se a expressao de marcadores de sitio
primario TTF-1, PAX-8 e GATA-3, do painel inicial sugerido, que foi complementado pelos
marcadores HBME e RE. Resultados. Entre as mulheres, o sitio primario mais frequente de
carcinoma metastatico para derrame pleural e pericardico foi a mama, seguido pelo pulméo; e
para derrame e lavado peritoneal foi o ovario, seguido pelo trato gastrointestinal (estbmago ou
colon). Os perfis esperados para carcinomas dos sitios primarios mais comuns - mama (GATA-
3 (+), PAX-8 (-), TTF-1 (-)), ovario (PAX-8 (+), GATA-3 (-), TTF-1 (-)), pulmao (TTF-1 (+),
PAX-8 (-) GATA-3 (-)) e trato gastrointestinal (PAX-8 (-), GATA-3 (-), TTF-1 (-)) foram
observados em 88,23% (45/51) das amostras de mulheres com carcinoma destes sitios
primarios. Usando TTF-1 como Unico marcador de sitio primario, 6,25% dos carcinomas com

sitio primario diferente de pulmao teriam sido diagnosticados erroneamente como sitio primario



de pulmé&o. Os marcadores HBME e RE, em situagdes especificas, mostraram-se de valia para
confirmacdo diagnostica. Baseando-se nestes resultados, foi proposto, além de um painel
inicial, um algoritmo com os marcadores indicados para fins de defini¢cdo de sitio primario de
carcinoma em efusdes e lavado peritoneal. Concluséo: O painel inicial de marcadores incluindo
GATA-3, PAX-8 e TTF-1 permite, com alta sensibilidade e especificidade, a identificacdo dos
sitios priméarios mais provaveis e exclusdo de outros sitios primarios mais frequentes de
carcinomas em efus6es de mulheres. Os resultados destacam a importancia de usar um painel

de marcadores para evitar erros de identificacao.

Palavras-chave: citologia, imunocitoquimica, efusbes, lavado peritoneal, liquido pleural,
liquido pericardico, liquido peritoneal, carcinoma, TTF-1, GATA-3, PAX8, RE, HBME



ABSTRACT

Takano, Gustavo Henrique Soares. Initial panel of immunocytochemical markers for metastatic
carcinoma in women’s effusions and peritoneal washing [Thesis]. 2021. Faculty of Medicine.

University of Brasilia.

Introduction. Body cavity fluids and peritoneal washings are anatomical pathology routine
tests. Most malignant effusions are found in women because breast and ovary are among
metastatic carcinoma original sites to body cavity fluids (pleural, peritoneal e pericardial).
When carcinoma is diagnosed in effusions, it is not possible to identify its site of origin by
cytomorphology only and, therefore, immunocytochemistry is used as a complementary
method. No immunocytochemical markers get 100% sensitivity and specificity for carcinoma
primary site identification. Markers most used are TTF-1 for lung, GATA-3 for breast and
PAX-8 for ovary. The aim of this study was to evaluate the sensitivity and specificity of a panel
including these markers for detecting primary site of carcinomas in effusions. Methods.
Effusions samples (pleural, pericardial, and peritoneal) and peritoneal washing with known
primary site carcinomas were prepared using cell block method and immunocytochemistry.
Preceded by screening with MOC-31 and Claudin-4, tests for evaluate the expression of primary
site markers (TTF-1, PAX8 and GATA-3) and comparative markers (HBME and ER) were
performed. Results. Among women, the most frequent primary site of metastatic carcinoma to
both pleural and pericardial effusion was breast, followed by lung; and to peritoneal effusion
and washing was ovary, followed by gastrointestinal tract (stomach or intestine). The expected
profile for carcinomas of the most common primary sites, breast (GATA-3 (+), PAX8 (-), TTF-
1 (), ovary (PAX-8 (+), GATA-3 (-), TTF-1 (-)), lung (TTF-1 (+), PAX-8 (-) GATA-3 (-))
and gastrointestinal tract (PAX-8 (-), GATA-3 (-), TTF-1 () ) was observed in 88.23% (45/51)
of women samples with carcinoma of these primary sites. By using TTF-1 as sole primary site
marker, 6,25% of carcinomas with primary site other than lung would have been misdiagnosed
as primary site of lung. HBME and RE markers, in specific situations, proved to be valueble
for diagnostic confirmation. Based on these results, in addition to the initial profile, an
algorithm for carrying out the tested markers in this study for carcinoma diagnostic in effusions
and peritoneal washing was proposed. Conclusion: The initial panel of markers including
GATA-3, PAX-8 and TTF-1 allows, with high sensitivity and specificity, the identification of

the probable and exclusion of the other most frequent primary sites of carcinomas in effusions



of women. The results highlight the importance a markers panel usage to avoid
misidentification of metastatic carcinomas primary sites in effusions.

Keywords: cytology, immunocytochemistry, effusion, peritoneal washing, pleural, pericardial,
peritoneal, carcinoma, TTF-1, GATA-3, PAX8, RE, HBME.
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1. INTRODUCAO

1.1.EFUSOES MALIGNAS E O PAPEL DA CITOPATOLOGIA

As efusdes serosas sdo um tipo de espécime comum da rotina de um laboratério de
citopatologia, e sdo obtidas por um simples procedimento de pungéo, este de baixo risco para o
paciente, sendo rarissimas as complicacGes. Porém, a excecdo de poucas e raras neoplasias
primarias, exemplificadas pelo mesotelioma e o linfoma primario de cavidades, as efusdes
quando malignas sdo associadas a doencas avangadas, e em geral de mau progndstico.
(DAVIDSON, 2004).

H& mais de um século e meio as efusBes sdo analisadas pela citomorfologia
convencional, que se vale de caracteristicas tintoriais, da forma e padrfes de agrupamentos para
diagndstico, e da presenca ou ndo de atipias citonucleares. (ENGELS et al., 2019). A analise
citomorfologica de efusdes € uma técnica barata, sem necessidade de um aparato logistico
superlativo, e que tem boa acuracia, mostrando-se de excelente relacdo custo-beneficio em
varios cenérios clinicos. (HEISE; PAULA; LIMA, 2016; NASUTI; GUPTA; BALOCH,
2002). Entretanto, qualquer método analitico abriga limitagdes. Neste tipo de exame, ha a
dependéncia de treinamento adequado de profissional habilitado ao diagndstico clinico-
morfoldgico. Porém, mesmo em cenario ideal, a caracteristica limitadora mais importante da
citomorfologia convencional é que muitos canceres de sitios primarios diversos sao
morfologicamente similares. E a depender do grau de diferenciagdo da malignidade, doencas
de mesma origem histogenética, mesmo que agrupadas na mesma entidade nosoldgica, podem
se apresentar de maneira citomorfolégica muito ampla. (ELSHEIKH; SILVERMAN, 2019).

Esta heterogeneidade morfologica foi o principal impeditivo para o desenvolvimento
precoce desta técnica, que, somada ao pouco entendimento das neoplasias em geral, gerou mais
de um século de estagnacdo tecnoldgica. (WRIGHT, 2015). Por outro lado, esta
heterogeneidade fascina e intriga os estudiosos das neoplasias, somada aos continuos avangos
no conhecimento das neoplasias, torna-a uma especialidade médica que, conforme opinido
sumarizada em um classico livro texto coloca-se entre as mais belas fusdes entre a arte e a

ciéncia. (DEMAY, 2011). Doravante, entretanto, mesmo mesmerizados pelas caracteristicas
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artesanais da citopatologia, ha de se ater ao rigor dos dados da qual podemos obter, para fins da
observacdo de verdades cientificas nas quais possam se basear diagnosticos e decisdes clinicas.

Diante da heterogeneidade citomorfoldgica das neoplasias, 0 método citopatoldgico
agrupa as alteragOes apresentadas em padrdes, utilizando-se da forma de agrupamento das
celulas, coesividade das mesmas entre si; tamanhos e formatos nucleares; e se ha caracteristicas
de diferenciacdo de membrana ou intracitoplasmaticas. Muitas vezes, em um contexto clinico
e aliados a outros exames complementares, os achados citomorfoldgicos sao suficientes para
firmar diagnostico definitivo de malignidade e do sitio primario da lesdo, ou entdo, recomendar
outros exames complementares em fluxogramas simplificados. (DAVIDSON, 2004,
PEREIRA, Telma C. et al., 2006).

O carcinoma de sitio indeterminado por sua vez € uma situacdo clinica onde ha o
diagndstico morfologico de malignidade, porém ndo ha a determinacdo da origem da neoplasia
epitelial. Define-se esta condi¢do como neoplasia maligna de caréater epitelial, de estadiamento
clinico avancado, com diagndstico de sitio primario incerto mesmo ap6s rigorosa correlacao
demais dados clinicos e da investigacdo diagnostica de bom padrdo. (ELSHEIKH;
SILVERMAN, 2019; LOSA et al., 2018). Estes sdo comumente diagnosticados por efusdes
com caracteristicas citomorfologicas suficientes para atestar o padrdo de malignidade,
diferenciacdo provavel epitelial, porém sem caracteristicas morfoldgicas precisas. (ENGELS et
al., 2019; METZGEROTH et al., 2008). Estimam-se de 3 a 5% dos carcinomas se apresentam
desta maneira na popula¢do mundial. (CONNER; HORNICK, 2015).

As caracteristicas morfoldgicas de carcinomas de sitios diversos também podem se
confundir com o mesotelioma maligno, neoplasia priméria oriunda das células de revestimento
das cavidades. Uma recente publicacdo em nome de comiss@o de especialistas - Peritoneal
Surface Oncology Group International PSOGI - recomenda para este diagnostico bidpsia da
lesdo por patologista especializado, com nivel de evidéncia A, pois considera necessario para o
diagnostico final a realizagéo de painel imuno-histoquimico. Refere que os mesoteliomas tem
perfil imuno-histoquimico positivo para a calretinina, as citoqueratinas 5/6, a proteina do gene
supressor tumoral WT-1, a podoplanina, e trombomodulina, sendo marcadores negativos
Claudina 4, TTF-1, e antigeno carcinoembrionario. (KUSAMURA et al., 2021).

Este presente texto indaga se o exame imunocitoquimico em efusdes e lavado peritoneal

pode colaborar ainda mais que o ja atingido pelos achados citomorfologicos. Para tal, assumem-
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se como premissa basica para a melhora a efetividade e acuidade deste exame que quanto maior
0 numero de células analisadas, melhor a acuracia do exame, obedecendo-se assim o principio
de inferéncia estatistica. (PEREIRA, Mauricio Gomes, 2008). Assim, com mais células o
material pode ser submetido a repetices validas do ponto de vista citomorfoldgico para que
outras técnicas laboratoriais possam ser sobrepostas. Varias técnicas de concentracdo de células
sdo realizadas no intuito de obter ndo apenas maior adequabilidade das laminas a serem
estudadas, assim como a possibilidade de reprodutibilidade e submissdo a outras técnicas
laboratoriais agregadoras de informagdes outras que ndo apenas morfoldgicas. (ENGELS et al.,
2019). A evolucao destas técnicas, desde a centrifugacdo, convencional ou por citocentrifuga,
e a incluséo do concentrado celular em bloco de parafina — o cell block ou bloco celular foram
acrescentados as rotinas de um laboratério de citomorfologia, com grande aumento da acuracia
do método. (KHAN; OMAR; MICHELOW, 2012).

A utilizacdo de materiais aglutinadores, como a agarose ou a formagdo de um coagulo
pela adicdo de plasma e plasminogénio podem facilitar este processo, com a obtencdo de
material sélido a ser incluso no cell block. Esta Gltima técnica possui aplicabilidade testada
localmente. (CASTRO et al., 2016).

Técnicas de concentracdo celular em monocamada também podem ser utilizados em
efusdes, para conseguir mais laminas Gteis aos demais testes, com bons resultados apesar do
aumento do custo em relacgdo a citocentrifugacdo e manufatura do cell block . (FETSCH et al.,
2002).

A vantagem do cell block é a maior possibilidade de repeticdes de laminas das demais
técnicas. Coloragdes especiais para evidenciar por exemplo glicoproteinas de muco, ou
parasitos tornam-se possiveis, mas também, técnicas no sentido de evidenciar moléculas
intracelulares que possam servir como marcadores de especificidade. (FETSCH et al., 2002).
Sdo numerosas as moléculas que podem servir de alvo, pois sdo expressas de maneira diferente
em cada tipo tissular. Podem se localizar na membrana celular, em componentes
citoplasmaticos, nucleares ou nucleolares. Cada um destes marcadores deve ser validado para
a sua utilizacdo em um painel diagnostico que possa, aliado a informes clinicos e
imagenoldgicos, responder a principal pergunta quando da ocasido das efusdes malignas, que é

a origem histogenética destas células. (DABBS, 2018).
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Historicamente, a técnica de detec¢do por meio da reacdo a anticorpos contra estes
antigenos, e a amplificacdo do sinal estdo em desenvolvimento desde a ultima metade do século
passado. Em revisao bibliografica que versa sobre controles para imunocitoquimica (BURRY,
2011), cita-se que os primeiros trabalhos em imunomarcacao de antigenos foram realizados em
material sérico, para insulina. Neste trabalho, utilizando-se de amostras de sangue, a insulina
enddgena foi detectada por cromatografia apds reacdo com anticorpos obtidos de cobaias
inoculadas com insulina. (YALOW; BERSON, 1960). Sternberger e colaboradores (1970)
descreveram em um trabalho seminal a técnica da amplificagdo do sinal por cromogeno apos
reacdo antigeno-anticorpo, (STERNBERGER et al., 1970), a forma que evoluiu para ser
reprodutivel em material emblocado em parafina. A evolugdo historica trouxe esta técnica para
a citologia, potencializando o uso desta para o refino diagnostico nos casos duvidosos a
morfologia. (BURRY, 2011; POMJANSKI et al., 2005).

1.2. SAUDE DA MULHER, CANCER E EFUSOES

A incidéncia e a mortalidade do cancer de mama sé&o ambas as mais altas dentre as
neoplasias malignas nas mulheres. A Ultima estimativa oficial é de 66.280 novos casos da
doenca para o ano 2020, com 18.068 Obitos em decorréncia de canceres deste sitio primario.
Para 0 ovério, 0s nimeros sdo também altos, estimados 6.650 novos casos e 4.123 mortes no
mesmo periodo. A segunda maior causa de 6bito por cancer em mulheres € o priméario de
pulmdo, que agregado aos de mesma histogénese — traqueia e brénquios — somam 12.621 casos
fatais em 2020. Interessante anotar-se que as neoplasias de sitio desconhecido estdo tabuladas
com numeros impressionantes, responsaveis por estimadas 5002 mortes em 2019.
(INSTITUTO NACIONAL DE CANCER JOSE ALENCAR GOMES DA SILVA, 2019;
INSTITUTO NACIONAL DO CANCER, 2018). Estes dados refletem a urgéncia no
refinamento e implementacg&o de técnicas diagndsticas que sejam reproduziveis no ambiente do

SUS, para diminuir estes tristes nimeros.

O Hospital Universitario de Brasilia € um dos Centros de Alta Complexidade em
Oncologia do Distrito Federal, e sede da amostragem desta pesquisa. Como hospital publico,
atende exclusivamente pacientes oriundos do Sistema Unico de Satde — aqueles aos quais serio

beneficiados pelos resultados obtidos.
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1.3. A TECNICA CITOPATOLOGICA

A citopatologia de efusdes pode ser realizada com simples esfregaco do liquido obtido
por puncdo aspirativa por agulha fina, ou ainda por drenagem intraprocedimental cirtrgica. A
celularidade e o fundo das laminas, os padrdes de agrupamentos celulares, os tipos celulares e
suas caracteristicas nucleares e citoplasmaticas sdo estudados, pormenorizados e aplicados em
algoritmos para conclusdo diagndstica. (DEMAY, 2011; PEREIRA, et al., 2006).

Apesar de resolutivo em grande parte das efusfes, muitas destas séo paucicelulares o
que torna a analise morfologica dificil, por inadequabilidade da amostra. (DOUGLAS, 1992).
No exemplo abaixo da Figura 1, ha células descoesas, com anisocariose, hipercromasia,
citomegalia, achado citopatoldgico que, no contexto clinico e topografico, permitiu o

diagnostico de malignidade.

e

X

Figura 1. Exame citopatologico de Carcinoma anaplasico da tireoide, colora¢do Papanicolaou,
200x. Hospital Universitario de Brasilia.

As efusdes, deste modo, séo submetidas a métodos de concentracdo de células, a fim de
potencializar a visualizacdo das mesmas e propiciar repeticdes metodologicas Uteis para a
sobreposicdo de coloragdes e da técnica de imunocitoquimica para refinamento diagndstico.
(DEMAY, 2011)
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1.1.1. CELL BLOCK

O bloco celular (cell block) € uma técnica elegante no manuseio dos liquidos de efusdes,
pois concentra 0 material sélido em suspenséo incluindo as células de qualquer natureza ou

origem.

A técnica habitual consiste na citocentrifugacdo e pipetagem do material precipitado
que fica ao fundo do tubo de ensaio, com a inclusdo do mesmo em bloco de parafina a
similaridade da técnica histoldgica convencional. H& variabilidade na técnica de
citocentrifugacdo, com alteragcdes nos passos de fixacdo e centrifugacdo, mostrando
variabilidade entre estudos nas sensibilidades dos métodos, conforme demonstrado por Nathan
e colaboradores em trabalho comparando-o com outros similares na literatura. (NATHAN et
al., 2000). Uma vez emblocado, o material é adequado para cortes e montagem em laminas,

sendo possivel utilizar-se de coloracfes especiais e outras técnicas como a imunocitoquimica.

Ha diversos meios para obter concentragdes melhores e facilitar a inclusdo deste
material no bloco celular, como os métodos que aglutinam as células com a adi¢do de agarose

ou plasma-trombina/tromboplastina. (JING et al., 2013).

O método plasma-tromboplastina/trombina é simples e rapido ao ser comparado com o
método com &gar, tem menos passos metodoldgicos, dispensa aquecimento do meio de
inclusdo, podendo ser realizado a temperatura ambiente. Adiciona-se plasma e
trombina/tromboplastina ao precipitado do centrifugado, formando um coagulo. Sélido, este
material pode ser processado em metodologia idéntica as amostras histologicas — fixacdo,
inclusdo em parafina, cortes e repeticbes necessarias as coloragdes especiais, € a
imunocitoquimica (CASTRO et al., 2016; JING et al., 2013). A técnica foi validada localmente,
e o trabalho publicado por pesquisadores do laboratorio da Patologia da Universidade de
Brasilia. Os blocos obtidos estdo ilustrados na Figura 2. (CASTRO et al., 2016).
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Figura 2: Blocos celulares sob técnica de plasma-tromboplastina. Laboratorio de Patologia da
FM, UnB.

1.4. IMUNO-HISTOQUIMICA E IMUNOCITOQUIMICA

A imuno-histoquimica consiste na demonstracédo de um antigeno, em geral epitopos de
proteinas, por um sinal amplificado de uma reacdo antigeno-anticorpo. A técnica detecta
moléculas no seu sitio celular, demonstrando, portanto, caracteristicas moleculares em sua
precisa localizacdo a morfologia. (STERNBERGER et al., 1970). O esquema foi ilustrado
pelos autores do trabalho seminal desta técnica — realizado em material citoldgico, espiroquetas
que sdo células procariotas - e esta reproduzido na Figura 3. O resultado de uma versédo
moderna desta mesma técnica, realizada pelo autor deste manuscrito no Hospital Universitario

de Brasilia, estd na Figura 4.
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FiG. 1. Schematics of staining procedure by the unlabeled antibody peroxidase method using soluble
peroxidase antiperoxidase complex (PAP). Step 1, rabbit antiserum to tissue antigen (e.g. spirochetes).
Step 2, sheep antirabbit I1gG. Nep 3, PAP. Neps 4 and 5 (not shown), DAB and hydrogen peroxide
followed by osmication.

Figura 3. llustragdo esquematica da reacdo imuno-histoquimica descrita por STERNBERG et
al, 1970.

Figura 4: Imuno-histoquimica para RE em carcinoma mamario, 400x. Hospital Universitario
de Brasilia.

Apesar de existir o termo semantico imunocitoquimica, o cerne da técnica € 0 mesmo.
A diferenca entre os termos é dada apenas pela caracteristica amostral — o substrato a ser testado,
se tissular ou citologico — do que de diferencas substanciais dos imunoensaios utilizados. VVarias
sdo as formas de amplificagdo do sinal obtido da reacdo antigeno-anticorpo, com resultados
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também diversos, mas sempre na intengdo de potencializar a amplificagdo do sinal e contraste

na marcacgdo nos sitios celulares onde estdo os antigenos. (DABBS, 2018).

Independentemente do método de amplificacdo da reacdo imunocitoquimica, ha
limitagdes intrinsecas ao método. Fatores pré-analiticos como a fixagcdo e mesmo interacdo com
reagentes dos passos intermediérios podem influenciar na deteccdo. A amplificacdo pode ndo
ocorrer devido a problemas intra-analiticos, como a titulacdo do anticorpo teste, ou falha na
amplificacdo do sinal. (ENGEL; MOORE, 2011). Muitos anticorpos tém aplicabilidade clinica
baixa, por varios motivos. Dentre estes, as reacdes cruzadas com outros antigenos tornando a
sua amplificagdo comum a numerosos tecidos e numerosas neoplasias; a baixa prevaléncia nos
tumores ao qual teoricamente se expressariam; ou ainda ao custo de producdo elevado e
indisponibilidade mercadoldgica. (DABBS, 2018).
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1.5. DOS MARCADORES IMUNOCITOQUIMICOS

A escolha das moléculas a serem testadas sob a técnica de imunocitoquimica foi
realizada através dos conhecimentos da histogénese das neoplasias malignas. As moléculas
foram escolhidas dentre as disponiveis, e que nos trazem antigenos que tenham robustas
diferengas entre os diversos sitios primarios com aqueles aos quais se propde detectar. A
principal caracteristica dos marcadores é a sua presumivel existéncia nos tecidos proliferados,
mesmo naqueles de pouca diferenciacdo que se tem menor similaridade morfoldgica aos tecidos
adultos relacionados a sua histogénese. Além disso, todos os marcadores foram validados em
testes em tecidos das neoplasias as quais se propde detectar — as mais prevalentes na mulher.

Somando-se as moléculas que serdo submetidas ao teste de hipotese, outros marcadores
serdo utilizados para a determinacdo de diferenciagéo epitelial, o que indica malignidade nas
efusdes, e para auxiliar na delimitacdo dos grupos de casos a ser testados com exclusdo de
diagnosticos diferenciais. Os trés primeiros marcadores a seguir serdo 0s propostos para o perfil
inicial de marcadores em efusdes e lavado peritoneal em mulheres, enquanto os demais serao
auxiliares na delimitacdo dos grupos de neoplasias e na determinacdo de malignidade e
benignidade das amostras.
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1.5.1. GATA-3
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Figura 5. Estrutura esquematica da proteina GATA-3 e detalhe da sua codificacdo no gene
GATAS3. (CHEN et al., 2012).

O marcador GATA-3 é uma proteina relacionada aos processos transcricionais
associados ao zinco, e que regula a diferenciacdo de diversos tecidos durante a histogénese,
tanto na embriogénese, quanto em processos reparativos e regenerativos. Seu nome se deve a
estrutura molecular de seu gene, com a sequéncia guanina, adenosina, timidina e adenosina
aparencendo em repeticdo. A proteina GATA-3 pertence a familia de proteinas de regulacao do
movimento e proliferacdo celular. Epiderme e foliculos, rim, mama, adipdcitos, endotélio,
timdcitos, linfécitos T e células trofoblasticas expressam esta proteina. O marcador, portanto,
tem esperada expressdo em neoplasias que se diferenciam a semelhanca destes tecidos. O
marcador é encontrado predominantemente em tecidos pancreaticos e uroteliais, pele, mas
também na mama. (ASCH-KENDRICK; CIMINO-MATHEWS, 2016).

O marcador, deste modo, esta recomendado para auxilio diagnostico em tumores de
mama e urotélio. (LIU et al., 2012). Recente artigo de revisdo estimou a positividade para este
marcador em tumores de mama de até 94%, mesmo naqueles de menor diferenciacdo, os quais

ndo expressavam mais receptores hormonais. (PENG et al., 2017a). Apesar da positividade em
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alguns tecidos e tumores, 0 uso em conjunto a outros marcadores, e considerando o padrdo
morfologico das células neoplésicas, tornam o GATA-3 Util na determinacéo do sitio primario
de neoplasias metastaticas. (DE LARA et al., 2018; ORDONEZ, 2013).

H& evidéncia positiva do uso deste marcador em amostras citopatolégicas, e portanto,
por meio de imunocitoquimica. Comparando resultados de biopsias por agulha fina do sitio
tumoral primario com os de liquidos de efusdo em 40 pacientes, Braxton, Cohen e Siddqui
demonstraram grande correlacao entre a expressao do GATA-3, similarmente a do receptor de
estrogeno mostrando, portanto, adequabilidade do uso do GATA-3 em material citologico
(BRAXTON; COHEN; SIDDIQUI, 2015).

O uso do marcador parece ainda mais importante em tumores de menor diferenciacao,
como naqueles de perfil molecular dito triplo-negativo. Neste subgrupo de carcinomas
mamario, ndo ha a expresdo dos dois receptores hormonais — progesterona e estrégeno — e a
oncoproteina HER2. Justamente neste grupo de tumores, 0 marcador tem demonstrado especial
utilidade, pois na maioria dos casos pode ser encontrado a despeito da pouca diferenciacéo
morfolégica, conforme demonstrado em varios trabalhos com materiais histopatoldgicos.
(CIMINO-MATHEWS et al., 2013a; DEFTEREOS et al., 2015; LEW et al., 2015; PENG et
al., 2017b; REIS-FILHO; TUTT, 2008; YANG et al., 2017).

A expressdo de GATA-3, entretanto é apenas ocasional nos demais tumores do trato
genital, e ainda mais rara em tumores ovarianos. (CLARK et al., 2014). Esta caracteristica torna
ainda mais Util o seu uso para diferenciar a mama de tumores de outros sitios, em especial
naqueles oriundos do trato genital feminino, neoplasias também usualmente positivas para
receptores hormonais. Utilizando-se de efusdes, foi obtida a positividade deste marcador em 58
de 62 tumores originarios da mama, e, neste mesmo trabalho 244 outras amostras colhidas
demonstram positividade esperada 100% para efusées malignas de tumores originarios no rim
e no testiculo, mas a positividade para outros sitios primarios foi bem menor. (LEW et al.,
2015).



29

1.5.2. PAXS8

O PAX8 é a proteina produzida por uma familia de genes relacionados a transcricdo, e
assim nomeados distinguidos pela sua ligacdo ao DNA — nominadamente “paired — homeobox
genes’(DI PALMA et al., 2013). Sua expressao esta ligada a diferenciacdo celular em tecidos
tireoidiano, metanéfricos e mullerianos em tecidos embrionarios, mas permanece expresso em
tecidos adultos a depender de sua diferenciacdo. Assim, é positivo em tecidos diversos como
cerebelo, epitélio dos tabulos contorcidos renais, alcas de Henle, tubulos coletores e células
parietais do glomérulo; células B dos tecidos linfoides, células foliculares da tireoide, epitélio
da tuba uterina, mucosa endometrial, por¢do proximal da uretra. (TACHA; ZHOU; CHENG,
2011)

Figura 6: Imunocitoquimica em carcinoma ovariano metastatico em lavado peritoneal, 400X.
Imunoexpressdo de PAX8. Hospital Universitario de Brasilia.

Por conter especificidade a diferenciacéo tissular, sua presumivel expressdo em alguns,
mas ndo todos os tumores tornam-no marcador Gtil para a diferenciagdo entre neoplasias

metastaticas. Assim, o0 PAX8 vem sendo testado em varios tumores, principalmente aqueles
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que se diferenciam em tecidos similares aos expressos nos tecidos maduros. Este marcador foi
testado na diferenciagdo entre tumores metastaticos mamarios e ovarianos. (NONAKA,;
CHIRIBOGA; SOSLOW, 2008). Dois estudos utilizam-se do marcador para fins de diferenciar
tumores mesoteliais dos carcinomas serosos. A falta de expressao nos tumores mesoteliais em
contraste a forte e frequente marcagdo em tumores serosos ovarianos sugerem que o marcador
pode ser considerado especifico para estes dltimos (LAURY et al., 2010)(LIN et al., 2016) e
excludente para o mesotelioma (TANDON et al., 2018). Em outro estudo, ha alguma ressalva
para este uso dada a positividade deste marcador em raro subgrupo de mesoteliomas. (CHAPEL
etal., 2017).

Trata-se, portanto, de marcador bem-sucedido em diagnosticos da histogénese de leséo,
e que esta sendo continuamente validado também em citopatologia. Testado em situacao
especifica para discernir mesotélio reativo de efusdes malignas de tumores serosos, 0 marcador
mostrou-se promissor em um estudo do inicio desta década (MCKNIGHT; COHEN;
SIDDIQUI, 2010).

O marcador foi também testado para efus6es malignas sendo considerado util na
distingdo entre neoplasia mallerianas e ndo-mullerianas (TONG et al., 2011) e em outro estudo,

mostrando-se superior a outra proteina da mesma familia — 0o PAX2 (WATERS et al., 2014).

1.53. TTF-1

O marcador TTF-1 (do inglés Thyroid transcription factor 1) é o primeiro fator
transcricional da tireoide a ser descrito, sendo proteina expressa durante 0s processos de
diferenciacéo tissular na histogénese, e de onde presume-se sua funcdo na organogénese. A
proteina permanece expressa em células foliculares tireoidianas adultas, e posteriormente
descrita também nos pneumacitos, assim como varios tumores malignos diferenciados nestes
tecidos. (LAU; LUTHRINGER; EISEN, 2002). O marcador foi demonstrado em varios
carcinomas pulmonares, dentre eles o adenocarcinoma pulmonar, assim como carcinomas de

células pequenas do pulméo e de outras topografias. (FABBRO et al., 1996).

A utilidade deste marcador esta bem estabelecida. O marcador é citado em varios

trabalhos nos quais s@o sugeridos algoritmos diagnosticos para carcinomas de sitio primario
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desconhecido (CONNER; HORNICK, 2015; OIEN; DENNIS, 2012; SELVES et al., 2018),
justamente por sua descrita alta sensibilidade e especificidade para carcinomas de tireoide e
pulmdo. Particularmente para os carcinomas pulmonares, a expressao € vista em quase todos 0s
tipos de carcinoma pulmonar, exceto os carcinomas escamosos. (JOHANSSON, 2004). Testado
ndo somente em amostras tissulares histopatologicas, dos quais cito trabalho em larga escala
onde mostrou-se expresso em 87% de 530 adenocarcinomas pulmonares (WARTH et al.,
2012); mas também em mostrou-se Gtil em algoritmos descritos para diagndstico citopatoldgico
em tumores de sitio desconhecido (CONNER; HORNICK, 2015; KIM, Jo Heon et al., 2010;
POMJANSKI et al., 2005).

Estas caracteristicas do marcador o tornam importante para o algoritmo diagndstico
proposto para este estudo, pois esta é a neoplasia mais prevalente no pais. (INSTITUTO
NACIONAL DO CANCER, 2018). A expressdo do TTF-1 em tumores mamarios apesar de
existente, é excepcionalmente rara (KLINGEN et al., 2010; TO; TSE, 2014; ZHAO, Lianhua
et al., 2019). Assim, o marcador se torna util para diferenciar os carcinomas pulmonares, em
especial adenocarcinomas. Este tipo histologico tem caracteristicas morfolégicas em efusdes
que sdo similares aos carcinomas mamarios, porém justamente nestes, a positividade para TTF-

1 é maior que nos outros tipos de tumores primarios do pulméo. (JOHANSSON, 2004).

Bem estabelecido em literatura, o marcador auxiliard na determinacdo dos casos de

carcinoma pulmonar para diferencia-los dos casos de carcinoma mamarios e ovarianos.

154. RE

O receptor de estrogeno (RE) é uma proteina expressa no nucleo de células e esta
presente em diversos tecidos do corpo. Atua na mediacdo de respostas transcricionais
secundarias a acdo hormonal. (KUMAR et al., 1987). A sua presenca tem sido estudada em
diversas neoplasias, impulsionada principalmente pela sua importancia prognostica e

terapéutica, pormenorizada a seguir.
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Nos carcinomas mamarios, 0 receptor de estrogeno € fator progndstico isoladamente,
sendo 0 grupo que expressa este receptor a imuno-histoquimica de melhor prognostico que o
grupo sem expressdo. (KNIGHT et al., 1977). O receptor de estr6geno é também alvo
terapéutico para neoplasias. O receptor de estrogeno integra o ciclo celular das células luminais
fisiologicamente normais do tecido mamario, especialmente das células luminais secretoras.
Nos carcinomas mamarios que expressam este receptor, rotulados como de tipos luminais, o
bloqueio farmacolégico deste induz a inibicdo de seu crescimento. A imunomarcagdo deste
receptor, expresso morfologicamente em padrdo nuclear (HARVEY et al., 1999), é utilizada
com grande seguranga mesmo apos décadas de sua validacdo para determinagdo de pacientes

que se beneficiardo pelo bloqueio medicamentoso deste receptor. (NADJI et al., 2005).

A aplicabilidade deste marcador em carcinomas de sitio indeterminado é ampla.
Carcinomas do trato genital feminino e de mama expressam comumente este marcador.
(KNIGHT et al., 1977). Assim, torna-se frutifera a busca destes em efusdes de pacientes com
provavel metastase destes tumores, conforme trabalho norte-americano realizado em 98 efusdes

malignas de sitios primarios conhecidos, nas quais a positividade para receptor de estrégeno foi
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observada em 75% dos tumores de mama, 50% dos endometriais, e 86% dos ovarianos (LEE,
Benjamin H. et al., 2002).

Um trabalho rotulado como piloto, utilizando-se exclusivamente de efusbes pleurais
malignas em carcinomas de mama, compara os marcadores Uteis para a determinacgéo do perfil
molecular dos carcinomas mamarios — receptores hormonais de estrégeno e progesterona —
encontrou boa correlacéo e avaliou como plausivel o teste deste marcador para efusdes, mesmo
considerando as limita¢6es do desenho do estudo. (FRANCIS et al., 2016). Posteriormente, um
trabalho estudou este marcador sob a perspectiva de tratamentos adjuvantes, e constatou a perda
de expressdo deste marcador pos-tratamento hormonal, mostrando que o dinamismo evolutivo
das neoplasias deve ser sempre considerado ao momento do diagnéstico. (SCHRIJVER et al.,
2017). Doxtader e Chute, pesquisadores de Cleveland, recentemente publicaram trabalho
considerando o uso do receptor de estrégeno em Carcinomas de sitio indeterminado para fins
do diagnostico diferencial. (DOXTADER; CHUTE, 2018).

A utilizacdo deste marcador tem uma utilidade adicional, pois € um bom parametro
comparativo as demais reacGes de imunomarcacdo, posto que, extensamente estudado e
utilizado, sdo conhecidas as varidveis que interferem na acuracia do teste, descritas por Diaz e
Sneige em estudo de revisdo de literatura especificamente para este fim. Os autores discorrem
sobre varidveis intra-analiticas, pré-analiticas, variaveis interpretativas e de controle de
qualidade, concluindo que ha, pela prépria natureza do tipo de ensaio, variacGes
interlaboratoriais e interobservadores. (DIAZ; SNEIGE, 2005). Utilizar este marcador pode
contribuir no controle de qualidade das demais reac6es, pois estardo em condicdo laboratorial

similar.

1.5.,5. HBME

Trata-se de um anticorpo monoclonal desenvolvido contra uma suspenséo de células de
um mesotelioma maligno humano. Seu nome é um acrébnimo das iniciais do principal

pesquisador do laboratério que a desenvolveu e a palavra mesotelial - Hector Battifora
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Mesothelial cell. O clone utilizado é mencionado como HBME-1 (ATTANOQOS; GODDARD;
GIBBS, 1996; DE MATOS et al., 2005). Devido sua origem, é um marcador mesotelial por
exceléncia, com boa sensibilidade para mesoteliomas, mas com relativamente menor
especificidade, por ser expresso em pequenos subgrupos de neoplasias ndo-mesoteliais, como
pulmao e ovario. (FETSCH; ABATI; HIJAZI, 1998; OKAMOTO, 2009).

A expressdo ndo-mesotelial também pode ser Gtil. Uma notavel aplicabilidade é na
diferenciacéo de lesbes malignas, em especial o carcinoma papilar de seus diferenciais benignos
em tireoide. (DE MATOS et al., 2005). Somando-se a demais marcadores, seu uso é extensivel
a efusdes malignas, ajudando em diagndsticos diferenciais entre lesdes mesoteliais reativas, e
das metéastases de 6rgdos como mama. (ASCOLI et al., 1997; JING et al., 2013; MOCANU;
CIMPEAN; RAICA, 2006).

1.5.6. MOC-31 e Claudina-4

O marcador MOC-31 ¢ anticorpo contra um epitopo do dominio | EGF-simile da
EpCAM. Esta proteina é encontrada em células epiteliais e ausente nas mesoteliais, (BAIZAR
et al., 1999; SCHNELL; CIRULLI; GIEPMANS, 2013). Alguns trabalhos mostram-no como
marcador sensivel, sendo testado em histopatologia (OATES; EDWARDS, 2000), mas
especialmente Gtil em efusdes, posto que nestas, como a glicoproteina ndo esta presente em
células mesoteliais significa, portanto, a presenca de uma célula estranha a topografia amostral,
e portanto, caracteriza diferenciacao epitelial e em efusdes, significa metastase carcinomatosa
(ATHANASSIADOU et al., 2000; EDWARDS; OATES, 1995; MORGAN et al., 1999; PAI;
WEST, 2009).

Edwards e Oates testaram o marcador MOC-31 em um ensaio em microarranjos
tissulares sob técnica de imuno-histoquimica, com apenas uma de trinta uma amostras
negativas. (EDWARDS; OATES, 1995). Usando-se em pecas cirirgicas e de necropsia com
mesoteliomas e comparacao a adenocarcinomas, estes mesmos pesquisadores da Universide de
Birhminghan mostraram positividade em 90% dos 40 adenocarcinomas amostrados, enquanto
apenas 5% de amostras equivocas ou positivas em mesoteliomas, e nenhuma marcacédo em
pleuras reativas. (OATES; EDWARDS, 2000). O marcador, entretanto, é ainda mais eficaz em

efusbes, com alta sensibilidade em alguns estudos. Um estudo americano, contendo 57 casos
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entre varias neoplasias e efusdes benignas mostrou o marcador com 95% de sensitividade e
100% de especificidade. (MORGAN et al., 1999). Um estudo realizado em Atenas, Grécia,
mostra 0 marcador positivo em 88,8% das efusdes morfologicamente malignas e negativo em
todas as morfologicamente benignas. (ATHANASSIADOU et al., 2000).

O marcador Claudina-4 € uma proteina transmembranica tetraspanica — ou seja, que
possui quatro regides transmembranicas e varios dominios intracitoplasmaéticos. A proteina é
parte estrutural na formacéo das ligagcdes apertadas (tight junctions, estruturas relacionadas a
adesividade intercelular dos tecidos epiteliais. (LAL-NAG; MORIN, 2009). Lonardi e
colaboradores relatam a total negatividade deste marcador em 115 amostras de mesoteliomas e
efusdes benignas, comparativamente a apenas 2 negativos em 228 carcinomas metastaticos para

pleura de diversos sitios priméarios. (LONARDI et al., 2011).

Pesquisa da Universidade de Brasilia testou ambos os marcadores em efusdes e lavados
peritoneais usando-se da metodologia empregada neste trabalho logrando sucesso com 96% de
positividade para MOC-31 e 100% para Claudina-4, abrindo caminho para utiliza-los como
critérios de incluséo no presente estudo. (CARNEIRO et al., 2019).

1.5.7. Calretinina.

A calretinina é uma proteina de ligacao ao calcio, que tem funcédo de tampdo intracelular
a fim de evitar aumentos anormais da concentracdo de calcio intracelular. Devido a esta funcéo
homeostatica, esta proteina esta expressa em diversos tecidos normais do corpo humano, em
especial neurdnios, células de Leydig do testiculo, células tecais e luteinizadas do ovario, além
de células mesoteliais. (LUGLI et al., 2003). Estudos mostram que € muito util na diferenciacédo
entre adenocarcinomas de numerosos sitios primarios do mesotelioma, no qual ¢é
consistentemente positivo (DOGLIONI et al., 1996; LUGLI et al., 2003; PORCEL, 2018).

O uso em imunocitoquimica de efusdes € bem documentado, e dentre as diversas
possibilidade de uso, mostram-se consistentes os resultados mostrando positividade em células
mesoteliais reativas e em mesotelioma comparativamente a negatividade dos adenocarcinomas
metastaticos de diversos sitios (GRIEBEL et al., 2000; LEW et al., 2015). O marcador ndo é

atil, entretanto, na diferenciagdo entre células benignas reativas das células malignas do
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mesotelioma em efusdes. (SIMSIR et al., 1999). A calretinina abriga falhas com rara
positividade em alguns tipos especificos de carcinoma metastatico, porém em um contexto
morfologico correto (DOGLIONI et al., 1996), e considerando-se o0 seu padrdo de marcacéao
(CHHIENG et al., 2000), pode auxiliar para a definicao de diferenciacdo mesotelial. Reforca o
uso do marcador o fato das efusdes benignas costumeiramente possuir menor celularidade,
sendo este critério por si s auxiliar diagnéstico (PEREIRA, et al., 2006).

Ressalvas feitas, 0 marcador esta incluido no estudo para a confirmacéo e triagem dos
casos caracterizando as células mesoteliais e excluindo diferenciacdo glandular, fazendo parte

do painel necessério para diagndstico em imunocitoquimica.
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2. JUSTIFICATIVA

Efusbes com suspeita de carcinoma de sitio desconhecido sdo comuns e frequentes. A
predicdo do sitio primario por métodos com menor invasividade diminue potenciais injdrias de

procedimentos mais invasivos, tempo e custo de internacdo.(MOHANTY; DEY, 2003)

Os carcinomas de ovario e mama estdo entre os sitios primarios de carcinoma que mais
frequentemente evoluem com metastase para cavidades em mulheres. (KOSS; MELAMED,
2005). A saude da mulher é reconhecidamente um dos principais focos de atencéo a satde, dada
a grande prevaléncia das doencas. Além disso, é dever do cientista em salde atender os anseios

da populacéo e da sociedade que o cerca.

O cell block de amostra de efusdes possibilita a realizacao de varios cortes histolégicos,
nos quais é possivel realizar a técnica imunocitoquimica com varios marcadores. Devido ao seu
baixo custo, a disponibilidade dos reagentes e equipamentos, alta acuracia e diferentes
aplicacBes, a imunocitoquimica é ainda o método auxiliar de escolha em laboratdrios de
anatomia patoldgica. (LI et al., 2021; SUNDLING; CIBAS, 2018; YU; GLASER;
GUSTAFSON, 2020).

As evidéncias da literatura frente aos marcadores selecionados - GATA-3, PAXS, e
TTF-1 — sugerem que sdo marcadores Uteis para exames citopatoldgicos de efusdes na
confirmacdo dos sitios primarios em mama e ovario, contrastando-os com o sitio primario

pulmonar.
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

Determinar a sensibilidade e a especificidade de marcadores de mama e ovario quando
utilizados isoladamente e em painel imunocitoquimico para definicdo de sitio primario de
carcinoma em amostras de efusGes e lavado peritoneal, pela técnica de cell block com plasma e

tromboplastina.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar a sensibilidade e a especificidade de GATA-3 e receptor de estro-
geno como marcadores de sitio primario de mama em amostras malignas e be-
nignas de efusdes e de lavado peritoneal.

e Determinar a sensibilidade e a especificidade de PAX8, HBME e receptor de
estrégeno como marcadores de sitio primario de ovario em amostras malignas e
benignas de efusdes e de lavado peritoneal;

e Determinar, em amostras de efusdes e de lavado peritoneal, o escore de positi-
vidade de GATA-3 e receptor de estrogeno para carcinoma de mama e 0 escore
de positividade de PAX8, HBME e RE para carcinomas de ovario.

e Determinar, em amostras de efusdes e de lavado peritoneal, a sensibilidade e
especificidade, bem como o escore de positividade de TTF-1 para pulméo.

e Determinar, em amostras de efusdes e de lavado peritoneal, a sensibilidade e a
especificidade quando se utiliza um painel com GATA-3, PAX8 e TTF-1 para
identificacdo de sitio primario de carcinoma em mama, ovario e pulmdo em mu-

lheres.
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4. METODOLOGIA

4.1. AMOSTRAS

O presente trabalho constitui-se em um estudo observacional e transversal no qual foram
analisadas amostras citoldgicas de liquidos (pleural, ascitico e pericardico) e de lavados
peritoneais enviadas ao Laboratério de Anatomia Patoldgica do Hospital Universitario de
Brasilia— HUB nos anos de 2013 a 2020, de pacientes de ambos 0s sexos.

Os critérios para inclusdo das amostras malignas foram: amostras com diagndstico
citolégico e imunocitoquimico de carcinoma, com no minimo cinco agrupamentos de células
carcinomatosas, com positividade para MOC-31 e Claudina-4. (BRAXTON; COHEN;
SIDDIQUI, 2015)

Os critérios para inclusdo das amostras benignas foram: 1) amostras de pacientes sem
diagnostico prévio ou atual de cancer 2) amostras com pelo menos 20 células mesoteliais

positivas para HBME e calretinina em cortes de cell block.

4.1.1. Critérios de Excluséo.

Foram excluidas do estudo as amostras de pacientes menores do que 18 anos, indigenas,
incapazes, e casos de negativa na participacao do estudo.
O projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa — CEP-FM

conforme documento em (Anexo A).

4.2. PREPARO DO CELL BLOCK PELO METODO PLASMA-TROMBOPLASTINA

Para o preparo do cell block foi utilizado o0 método plasma-tromboplastina seguindo as
seguintes etapas:
1. Centrifugacdo a 2000 rpm por 5 minutos
2. Remocéo do sobrenadante

3. Adigao de 100 pL de plasma ao precipitado seguida de homogeneizagao
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4. Adigdo de 100 pL de tromboplastina (Stago®, Asniéres sur Seine, Franca) seguida de
homogeneizagéo.

5. Ap0s a formacdo do coagulo, adicdo de 2 mL de formol a 10% para promover o deslo-

camento do coagulo do fundo do frasco e a fixacdo da amostra.

Insercdo do coagulo (envolvido por papel manteiga) em cassete.

Insercdo docassete em frasco com formol a 10%.

Processamento histologico habitual.

© © N o

Inclusdo em parafina.
10. Seccéo dos blocos de parafina em cortes de 4-5 um que foram dispostos em laminas néo
silanizadas, para coloragdo por hematoxilina e eosina, e em laminas silanizadas para

imunocitoquimica.

4.3. COLORACAO COM HEMATOXILINA E EOSINA (HE)

A coloracéo HE foi realizada nas seguintes etapas:

1. Desparafinizagdo com xilol

2. Hidratacdo em banhos com solucBes de concentracfes decrescente de etanol (em
sequéncia) e agua.

Coloragdo com Hematoxilina de Harris por 3 minutos,

Lavagem em agua corrente

Coloracdo com eosina

Lavagem em agua

Desidratagdo em solugdes com concentragdes crescentes de etanol (em sequéncia)

Diafanizacgdo com xilol

© o N o g b~ w

Montagem da laminula sobre a lamina utilizando resina sintética.

4.4, IMUNOCITOQUIMICA.

A imunocitoquimica foi realizada através das seguintes etapas:
1. Desparafinizagdo em xilol

2. Hidratacdo em solugdes com concentragfes decrescentes de etanol (em sequéncia).
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Recuperacdo antigénica com tampéo citrato e monolaurato de polietileno glicol
sorbitano (Tween 20, Sigma-Aldrich®, San Luis, Estados Unidos da América) dentro
de um vaporizador previamente aquecido a 95°C, em temperatura controlada de 95° a
99°C por 20 min

Resfriamento em temperatura ambiente por 20 min.

Lavagem em 10 cubas contendo &gua destilada.

Bloqueio de peroxidases enddgenas em 2 cubas contendo agua destilada e peroxido

de hidrogénio na proporcdo 1:3 (2 banhos de 15 min cada)
Lavagem em 5 cubas contendo agua destilada

Bloqueio de proteinas inespecificas com a utilizacdo do bloqueador do kit REVEAL
- Biotin-Free Polyvalent DAB (Spring Bioscience®, California, Estados Unidos) por

10 min.

Lavagem em 5 cubas contendo &gua destilada.

Lavagem com TBS-tween 20 (0,1%), por 5 min.

Diluigéo dos anticorpos em albumina humana 1%, conforme diluicdo em Tabela 1.

Incubagdo com os anticorpos primarios em camara umida ‘“overnight” sob

refrigeragéo (2 a 8 °C).
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Tabela 1. Anticorpos monoclonais utilizados na imunocitoquimica

Anticorpo Marca do Clone Diluicao Controle
anticorpo
TTF-1 DAKO 8G7G3/1 1:50 Tireoide
GATA-3 CELL MARQUE L50-823 1:300 Mama
PAXS8 MEDAYSIS MD11R 1:400 Tireoide
Receptor de estrégeno ABCAM 6F11 1:300 Mama
Anti-célula mesotelial CELL MARQUE  HBME-1 1:50 Tireoide
Calretinina DAKO DAK- 1:50 Peritdnio
Calret 1
Claudina-4 NOVEX AB15104 1:200 Ca Gaéstrico
Antigeno epitelial DAKO MOC-31 1:100 Ca Gastrico
especifico
13. Lavagem com TBS-tween por 5 min

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

Incubacdo com o anticorpo secundério biotinilado do kit REVEAL - Biotin-Free
Polyvalent DAB (Spring Bioscience®, California, Estados Unidos) em cAmara imida

a temperatura entre 18 a 22 °C por 20 minutos.
Lavagem com TBS-tween 20 por 5 min

Incubacdo com o complexo estreptavidina-peroxidase do kit REVEAL - Biotin-Free
Polyvalent DAB (Spring Bioscience®, California, Estados Unidos) em cAmara imida

a temperatura entre 18 a 22 °C por 20 minutos.
Lavagem com TBS-tween por 5 min.

Adicéo de substrato cromogénico 3-4, diaminobenzidina - DAB - do kit REVEAL -
Biotin-Free Polyvalent DAB (Spring Bioscience®, Califérnia, Estados Unidos) com
tampdo de diluicdo proprio, revelacdo - marrom ou levemente turvado de marrom -

em até 10 min.
Lavagem em agua destilada em dois banhos de 2 minutos cada.

Contracoloracdo com Hematoxilina de Harris por 30 segundos
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21. Lavagem em agua corrente,

22. Desidratacdo em solucGes com concentragdes crescente de etanol (70%, 80% 99%,

99%, 99% sequencialmente) e diafanizacdo em xilol.

23. Montagem da laminula na lamina resina sintética.

24. Na analise da imunocitoquimica foi utilizado o “quick score” conforme disposicao

abaixo (LEAKE et al., 2000):

Escore de proporgéo Escore de intensidade

0 = sem marcag&o nuclear 0 = sem marcagéo

1 = <1% de marcagé&o nuclear 1 = marcagéo fraca

2 = 1-10% de marcacéo nuclear 2 =marcac¢do moderada
3 = 11-33% de marcagao nuclear 3 = marcagéo intensa

4 = 34 a 66% de marcacao nuclear
5 =67-100% de marcacao nuclear
Somando-se 0s 2 escores, 0 escore total maximo é 8.

Para o marcador HBME, de marcacdo de membrana citoplasmatica, o quick score foi
adaptado livremente pelo autor, para fins de calculo estatistico. Os controles das reacdes
imunocitoquimicas foram obtidos de material de banco de tecidos, oriundos de materiais de
pecas cirurgicas do Hospital Universitario, com mais de cinco anos ap6s a liberacdo do laudo,
conforme orientacOes de parecer da Sociedade Brasileira de Patologia sobre este assunto.
(SOCIEDADE BRASILEIRA DE PATOLOGIA, 2008). Os tipos de tecido utilizados estdo

também contidos na tabela 1.

4.5. ANALISE ESTATISTICA

O programa de computador GraphPad Prism 8 (GraphPad Software, San Diego, CA)
foi utilizado nas analises estatisticas considerando-se o nivel de significancia de p < 0,05. As
analises realizadas foram o célculo da sensibilidade, especificidade e acuracia dos marcadores
e a comparacdo das medianas dos escores de marcacdo entre 0s marcadores utilizando-se 0s

testes Mann-Withney e Kruskal-Wallis.
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4.6. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

I.--.- -KI

Preparo do cell block de amostras de efusdes e
lavado peritoneal suspeitos para carcinoma
de diferentes sitios primarios.

Reacoes imunocitoquimicas para
MOC-31, CLAUDIN-4 e
CALRETININA.

RE. HEME,

GATAZ, TTF-1 e PAXS

v v

Coloracdo HE _—

e ™ e ™
Calculo da sensibilidade e Calculo da sensibilidade e
especificidade de RE e GATA3 especificidade de RE, PAXE e

para carcinomas de mama HBME para carcinomas de ovario
mestastaticos em efusdes e lavado mestastaticos em efusdes e lavado
peritoneal. peritoneal.
A vy A vy

~ /

- o

Calculo da sensibilidade e
especificidade dos perfis de marcacao
com os marcadores GATAY, TTF-1e
PAXS.
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5. RESULTADOS

5.1. TIPO, FREQUENCIA E DIAGNOSTICO DAS AMOSTRAS DE EFUSOES E
LAVADO PERITONEAL

Foram analisadas 131 amostras de efusdes e lavado peritoneal, sendo estas de liquido
pleural, n=56; liquido ascitico, n=39; liquido pericardico, n=11; e lavado peritoneal, n=25.

Do total, foram identificados 78 carcinomas distribuidos de acordo com o tipo de
amostra na seguinte frequéncia: liquido pleural, 40 amostras, 51,28%; liquido ascitico, 24
amostras, 30,76%; liquido pericardico, 7 amostras, 8,97%; e lavado peritoneal, também 7
amostras, 8,97%. A frequéncia das amostras com carcinomas em pacientes do sexo feminino
foi 76,92% (60/78) do total, 65% (26/40) das amostras de liquido pleural, 87,5 % (21/24) das
amostras de liquido ascitico, 85,71% (6/7) das amostras de liquido pericardico e 100% (7/7)
das amostras de lavado peritoneal.

Os sitios primarios dos carcinomas estdo dispostos na Tabela 2. O sitio primario de
carcinoma mais comum foi o de pulméo, seguido dos carcinomas de mama e ovario. Em
mulheres, o sitio de carcinoma mais frequente foi mama seguido de ovario. Os carcinomas de

mama e ovario corresponderam a 55% (33/60) do total de amostras de mulheres.

Tabela 2. Sitios primarios dos carcinomas metastaticos em efusdes e lavado peritoneal

Sitio primario Total n=78  Mulheres
Pulméo 27 12
Mama 17 17
Ovario 16 16
Estdmago 7 4
Peritoneal 3 3
Colon 2 2
Colo de Gtero 3 3
Vias biliares 1 1
Pancreas 1 1
Rim 1 1

A maioria dos tumores eram do tipo adenocarcinoma, entre as exceg¢des ha um
carcinoma de pequenas células de pulmdo e um carcinoma escamoso do colo de utero.. Todos
0s carcinomas mamarios encontrados foram de tipo ndo-especial (anteriormente ductal), e
dentre os carcinomas ovarianos, ha um carcinoma de células claras, tipo incomum, mas ainda

podendo ser considerado adenocarcinoma.
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Nas amostras benignas de efusfes e de lavados peritoneais (n=53), a frequéncia dos
tipos de amostras foi a seguinte: liquido pleural, 30,18%; liquido ascitico, 28,3%; liquido
pericardico, 7,54%; e lavado peritoneal, 33,96%. Os diagnosticos dos pacientes com amostras
benignas de efusbes e de lavados peritoneais estdo dispostos na Tabela 3. Nas amostras de
efusdes, os diagnosticos mais frequentes foram de peritonite e pleurite e, nas amostras de lavado

peritoneal, de cistadenoma.

Tabela 3. Diagndsticos dos pacientes com efusdes e lavados peritoniais benignos

Diagnostico n=53
Peritonite 15
Pleurite 12
Cistadenoma
Endometriose
Pericardite
Teratoma
Leiomioma
Insuficiéncia cardiaca
Colecistite
Fibroma
Pneumonia
Acrtrite reumatoide
Atrofia cistica endometrial
Sindrome nefrotica
Tumor de Brenner

»
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5.2. ANALISE DA EXPRESSAQ DE GATA-3

5.2.1 Expressdo de GATA-3 em amostras de efusdo e lavado peritoneal com carcinoma de

sitio primario em mama

A expressdo de GATA-3 foi observada em 100% (17/17) das amostras com carcinoma
de mama. Os valores dos escores de proporc¢éo, intensidade e total estdo dispostos na Tabela
4. A média (z dp) do escore de positividade foi de 6,65 (+ 1,50), com mediana em 7,0 (variando

de 4 a 8). A marcacao imunocitoquimica pode ser observada na Figura 6.
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Tabela 4: Escores de proporcéo, intensidade e total da expressao de GATA-3 em amostras de
efusdo com carcinomas de sitio primario em mama.

Casos Propor¢cdo  Intensidade Total
1 5 3 8
2 2 2 4
3 5 3 8
4 5 3 8
5 3 2 5
6 5 3 8
7 5 3 8
8 4 3 7
9 2 3 5
10 3 1 4
11 1 3 5
12 4 3 7
13 4 3 7
14 5 3 8
15 4 2 6
16 5 3 8
17 4 3 7
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Figura 6: A e B, imunocitoquimica em cell block, 400 X. Expressdo de GATA-3 em amostras de liquido
pleural (A) e liquido pericardico (B). C, imuno-histoquimica para GATA-3 em amostra de bidpsia de
pericardio com carcinoma de sitio priméario em mama. A, B e C (escore 5+3=8), (100X)

5.2.2 Expressdo de GATA-3 em amostras de efusdo e lavado peritoneal com carcinoma de
sitio primario em ovario, com carcinoma de outros sitios primarios e em amostras benignas

de efus@es e lavados peritoneais

Né&o foi observada expressdo de GATA-3 em 16 amostras de carcinoma de ovario e em
45 amostras de carcinoma de outros sitios primarios (pulméao, n=27; estbmago n=7; peritoneal,
n= 3; colon, n=2; colo do Gtero, n=3; vias biliares, n=1, pancreas, n=1 e rim=1).

N&o houve expressdo de GATA-3 em células mesoteliais, macrofagos e leucocitos
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presentes em 53 amostras benignas de efusfes e lavados peritoneais. Marcacédo citoplasmatica
inespecifica foi observada nas células de carcinoma dos diferentes sitios primarios e nas celulas

mesoteliais de amostras benignas, ilustrada abaixo na Figura 7.

A « B

Figura 7: Imunocitoquimica em cell block, 400 X. Marcacdo citoplasmatica
inespecifica de GATA-3 em amostra com carcinoma de sitio primario em célon
(A) e em células mesoteliais de amostras benignas de efusédo (B).

5.3 ANALISE DA EXPRESSAO DE RE.

5.3.1 Expressdo de RE em amostras de efusdo e lavado peritoneal com carcinoma de sitio

primario em mama

A expressdo de RE foi observada em 47,05% (8/17) das amostras com carcinoma de
sitio primario em mama. Os valores dos escores de proporcdo, intensidade e total estdo
dispostos na Tabela 5. A média ( dp) do escore de positividade foi de 5,25 (+ 1,04), a mediana

5,00, variando de 4 a 7. A marcacdo imunocitoquimica pode ser observada na Figura 8.
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Tabela 5: Escores de proporgao, intensidade e total da expressdo de RE em amostras de
efusdo com carcinomas de sitio primario em mama.

Casos Propor¢do  Intensidade Total
1 2 3 5
2 4 3 7
3 2 2 4
4 3 2 5
5 2 2 4
6 3 2 5
7 3 3 6
8 3 3 6
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Figura 8: A e B imunocitoquimica em cell block, 400 X. Expressdo de RE em amostras de liquido pleural com
carcinoma de sitio primario em mama; em A, escore 2+3=5; em B, escore 3+2=5. C, imuno-histoquimica para
RE em produto de mastectomia da mama., escore 4+3=7, 200X.

5.3.2 Expressdo de RE em amostras de efuséo e lavado peritoneal com carcinoma de sitio

primario em ovario.

A expressdo de RE foi observada em 37,5% (6/16) das amostras com carcinoma de sitio
primario em ovario. Os valores dos escores de proporcao, intensidade e total estdo dispostos na
Tabela 6. A média (+ dp) do score de positividade foi de 5,5 (= 0,84), com mediana de 6,00,

variando de 4 a 6. A marcagdo imunocitoquimica pode ser observada na Figura 9.
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Tabela 6: Escores de proporgao, intensidade e total da expressdo de RE em amostras de
efusdo/lavado com carcinomas de sitio primario em ovario.

Casos Propor¢do  Intensidade Total
1 5 1 6
2 4 2 6
3 3 3 6
4 3 3 6
5 2 2 4
6 3 2 5

Figura 9: Imunocitoquimica em cell block, 400 X.
Expressdo de RE em amostra de lavado peritoneal com
carcinoma de sitio priméario em ovario, escore 4+2=6.

5.3.3 Expresséo de RE em amostras de efusdo e lavado peritoneal com carcinoma de outros

sitios primarios e em amostras benignas de efusdes e lavados peritoneais

A expressdo de RE foi analisada em 45 amostras com carcinoma de outros sitios
primarios (pulmao, n=27; estbmago n=7; peritoneal, n=3; c6lon, n=2; colo do Utero, n=3; vias
biliares, n= 1, pancreas, n=1 e rim=1).

A expressdo de RE foi observada em 33,33% (1/3) das amostras com carcinoma de colo
de utero em 33,33% (1/3) das amostras com carcinoma peritoneal (1/3) (Figura 10). Nenhuma
expressao de RE foi observada em amostras de outros sitios primarios tais como pulméo, colon,
estdmago, vias biliares, rim e pancreas.

N&o houve expressdo de RE em células mesoteliais, macrdfagos e leucocitos presentes
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em 53 amostras benignas de efusdes e de lavados peritoneais.

) o v ™" L® ® &S
Py A SO NGO TN
. ". = .:‘ ‘ ‘ ‘
S ® 2 '0 '.
e ¢ » & ®%
- ’. ' L] .p %.
e, ° . * ®
L » o‘ ™ L B
L 8 ', ) | " 4 ‘6 ‘
o . - a .“. -
-
- r [ Ll B
- .‘#%"

Figura 10: Imunocitoquimica em cell block, 400 X. Expressdo de RE em
amostras de liquido pericéardico (A) e liquido ascitico (B), respectivamente
com carcinoma de sitio priméario em colo do Gtero e em periténio. Em A e B,
escore 4+3=7.

5.4. ANALISE DA EXPRESSAOQ DE PAXS.

5.4.1. Expressao de PAX8 em amostras de efusédo e lavado peritoneal com carcinoma de sitio

primario em ovario

A expressdo de PAX8 foi observada em 93,75% (15/16) das amostras com carcinoma
de ovario. Os valores dos escores de proporcdo, intensidade e total estdo dispostos na Tabela
7. A média (x dp) do score de positividade foi de 6,53 (+ 1,55), com mediana de 7,00, variando
de 3 a 8. A marcacdo imunocitoquimica pode ser observada na Figura 11.

Tabela 7: Escores de proporcao, intensidade e total da expressdo de PAX8 em amostras de
efusdo/lavado com carcinomas de sitio primario em ovario

Casos Propor¢do  Intensidade Total
1 5 3 8
2 5 3 8
3 4 3 7
4 4 2 6
5 3 3 6
6 3 3 6
7 5 3 8
8 5 3 8
9 5 3 8
10 5 2 7
11 3 2 3
12 4 3 7
13 2 1 3
14 3 1 4
15 4 3 7
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Figura 11: Imunocitoquimica em cell block, A e B (400 X). Expresséo de PAX8 em amostras
de efusdo/lavado com carcinoma de sitio primario em ovario, A (escore 5+3=8) e B (escore
5+2=7). C, expressdo de PAX8 em amostra de produto de ooforectomia, escore 5+3, 200X.

5.4.2 Expressdo de PAX8 em carcinoma de mama e de outros sitios primarios metastatico em

efusdes e em efusdes benignas

A expressdo de PAX8 foi analisada em 17 amostras de carcinoma de mama e em 45
amostras com carcinoma de outros sitios primarios (pulmao, n= 27; estdmago n=7; peritoneal,
n=3; cblon, n=2; colo do Gtero, n= 3; vias biliares, n= 1, pancreas, n=1 e rim=1).

A expressdo de PAX8 foi observada em 100% (3/3) das amostras de carcinoma com
sitio primario em peritonio, em 66,66% (2/3) das amostras com carcinoma de sitio primario em
colo de Utero e na amostra de carcinoma com sitio primario em rim. Nenhuma expressdo de
PAXS8 foi observada em amostras de carcinoma de mama e de outros sitios primarios tais como
pulméo, célon, estdbmago, vias biliares e pancreas.

A expressao de PAX8 também ndo foi observada em células mesoteliais, macréfagos e
leucdcitos presentes em efusbes benignas (0/53). A marcagdo imunocitoquimica pode ser
observada na Figura 12.

@
. . ® -

E-4 [+
2
e ‘) Y ] Te & ®
s b 2 " g; ”e
Y ot -
- - - 9 .
: . . e ® P e . ‘ s
v > bt < T . o ol - & e b
5 A o o-b B ® - - ¢
g ™ i B » . C
7 'l ¢ 9 .
= - . o .

Figura 12: Imunocitoquimica em cell block, 400 X. Expressdo de PAX8 em amostra com carcinoma
primario de peritdnio(A), colo de utero (B) e rim (C). Escores: A, 5+3=8; B, 3+3=6; e C, 5+3=8.
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5.5. ANALISE DA EXPRESSAO DE HBME.

5.5.1. Expressdo de HBME em amostras de efusdo e lavado peritoneal com carcinoma de

sitio primario em ovario

A expressdo de HBME foi observada em 87,5% (14/16) das amostras de carcinoma
com sitio primario em ovario. Os valores dos escores de proporcdo, intensidade e total estdo
dispostos na Tabela 8. A média (+ dp) do score de positividade foi de 6,21 (x 1,37), com
mediana de 6,5, variando de 3 a 8. A marcacgao imunocitoquimica pode ser observada na Figura
13.

Tabela 8: Escores de proporcao, intensidade e total da expressdo de HBME em amostras
com carcinomas de sitio primario em ovario metastaticos em efusées

Casos Propor¢do  Intensidade Total
1 4 3 7
2 5 3 8
3 2 1 3
4 4 2 6
5 3 3 6
6 4 3 7
7 4 3 7
8 3 2 5
9 4 3 7
10 2 3 5
11 3 2 5
12 4 3 7
13 5 3 8
14 3 3 6
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Figura 13: A e B, imunocitoquimica em cell block, 200X (A) e 400X (B). Expressdo de HBME em amostras
de liquido ascitico (A) e lavado peritoneal (B), ambas com carcinoma de sitio primario em ovario, A (escore
3+3=6) e B (escore 4+3=7). C, imuno-histoquimica para HBME em produto de ooforectomia com
carcinoma de ovario, escore 4+3=7.
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5.5.2 Expressdo de HBME em carcinoma de mama e de outros sitios primarios metastatico

em efusdes e em efusdes benignas

A expressdo de HBME foi analisada em 17 amostras de carcinoma de mama e em 45
amostras com carcinoma de outros sitios primarios (pulméo, n= 27; estbmago n=7; peritoneal,
n= 3; colon, n=2; colo do Gtero, n= 3; vias biliares, n= 1, pancreas, n=1 e rim=1).

A expresséo de HBME foi observada em 25,92% (7/27) das amostras de carcinoma com
sitio primario em pulmé&o, em 100% (3/3) das amostras com carcinoma de sitio priméario em
peritbnio e em uma amostra de carcinoma com sitio primario em estdbmago. Nenhuma
expressdao de HBME foi observada em amostras de carcinoma de mama e de outros sitios
primarios tais como colon, estbmago, vias biliares e pancreas.

A expressdo de HBME foi observada em células mesoteliais em todas as efusdes

benignas. A marcacdo imunocitoquimica pode ser observada na Figura 14.
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Figura 14: Imunocitoquimica em cell block, 400 X. Expressdo de HBME em amostras de liquido pleural
(A) e ascitico (B), respectivamente com carcinoma de sitio primario em pulmao (escore 4+3=7) e em
peritonio (escore 4+3=7) e em células mesoteliais (C) de lavado peritoneal de pacientes com cistadenoma
(C, escore 4+3=7).

5.6. ANALISE DA EXPRESSAO DE TTF-1

5.6.1. Expresséo de TTF-1 em carcinoma de sitio primario em mama, ovario e de outros

sitios em efusdes e em efusdes benignas

A expressdo de TTF-1 foi observada em 88,88% (24/27) das amostras de carcinoma
com sitio primario em pulméo, em 5,88% (1/17) das amostras com carcinoma de sitio primario
em mama, em 14,28% (1/7) das amostras de carcinoma com sitio primario em estdbmago, e em
6,25% (1/16) das amostras de carcinoma com sitio primario em ovario. A marcacgdo do caso

priméario de mama e do caso primario de estbmago esta exemplificada na Figura 15. Nenhuma
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expressdo de TTF-1 foi observada em amostras de carcinoma de outros sitios primarios tais
como cdlon, peritdnio, colo do Utero, rim, vias biliares e pancreas. A expressdo de TTF-1 ndo
foi observada em células mesoteliais, macrdéfagos e leucocitos presentes em efusdes benignas
(0/53).
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Figura 15: Imunocitoquimica em cell block, 400 X. Expressdo de TTF-1 em amostra de liquido
pericardico com carcinoma de sitio primario em mama (A) e em amostra de liquido pleural com
sitio priméario em estdémago (B).

5.7. SENSIBILIDADE E ESPECIFICIDADE DOS MARCADORES RE E GATA-3 PARA
DETECCAO DE CARCINOMA DE SiTIO PRIMARIO DE MAMA EM EFUSOES E
LAVADO PERITONAL

Para a andlise da sensibilidade de GATA-3 para deteccdo de carcinoma de mama em
efusdes, 0 numero de amostras de carcinoma de mama com positividade para GATA-3 (n=17)
foi dividido pelo nimero total de amostras de carcinoma mama (n=17), conforme ilustrado na

Tabela 9. A sensibilidade de GATA-3 para detec¢édo de carcinoma de mama em efusdes, e foi
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de 100% (17/17).

Para a analise da especificidade de GATA-3 para deteccdo de carcinoma de sitio
primario em mama, 0 numero de amostras de carcinoma de outros sitios primarios (exceto
mama) com negatividade para GATA-3 somado ao numero de efusdes benignas com
negatividade para GATA-3 (n=61 + 53) foi dividido pelo nimero total de amostras de
carcinoma de outros sitios primarios (exceto mama) somado ao ndmero total de efusbes
benignas (n=61 +53), dados também expressos na Tabela 9. A especificidade de GATA-3 para

deteccdo de carcinoma de mama em efusdes foi de 100%. O valor da acurécia € 100%.

Tabela 9: Frequéncia de expressdo de GATA-3 em carcinoma metastatico para
efusdes/lavado e em células de efusdes benignas.

Sitio primério GATA-3 + GATA-3 -
n n
Carcinoma
Pulméo 0 27
Mama 17 0
Ovério 0 16
Estdbmago 0 7
Peritoneal 0 3
Colon 0 2
Colo de Utero 0 3
Vias biliares 0 1
Pancreas 0 1
Rim 0 1
Efusdes benignas 0 53

Para a analise da sensibilidade de RE para deteccdo de carcinoma de sitio priméario em
mama, 0 numero de amostras de carcinoma de mama com positividade para RE (n=8) foi
dividido pelo numero total de amostras de carcinoma mama (n=17), o que esta ilustrado na
Tabela 10. A sensibilidade de RE para detecgdo de carcinoma de mama em efusdes foi de
47,05% (8/17).

Para a andlise da especificidade de RE para detec¢do de carcinoma de mama em efusdes,
0 numero de amostras de carcinoma de outros sitios primarios (exceto mama) com negatividade
para RE somado ao numero de efusdes benignas com negatividade para RE (n=53 + 53) foi
dividido pelo nimero total de amostras de carcinoma de outros sitios primarios (exceto mama)

somado ao numero total de efusdes benignas (n=61 +53). A especificidade de RE para detec¢do
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de carcinoma de mama em efusdes foi de 92,98% devido a expressdo de RE em amostras de

carcinoma com sitio primario em ovario, colo de Utero e peritdnio. A acuracia é de 87,02%.

Tabela 10: Frequéncia de expressdo de RE em carcinoma metastatico para efusdes/lavado e
em células de efusbes benignas

Sitio primario RE+ RE-
n n
Carcinoma
Pulmao 0 27
Mama 8 9
Ovério 6 10
Estdmago 0 7
Peritoneal 1 2
Célon 0 2
Colo de Utero 1 2
Vias biliares 0 1
Pancreas 0 1
Rim 0 1
Efusdes benignas 0 53

O marcador GATA-3 foi mais sensivel e mais especifico que o RE para deteccao de
carcinoma de mama. A menor especificidade do RE para detec¢do de carcinoma de mama em
relacdo ao GATA-3 ocorreu devido a positividade de RE em carcinoma de origem ovariana,
peritoneal e endocervical. Estes dados estdo comparados na Tabela 11.

Tabela 11: Sensibilidade e especificidade dos marcadores RE e GATA-3 para deteccéo de
carcinoma de mama metastaticos em efusées:

Sensibilidade especificidade
RE 47,05% 92,98%
GATA-3 100% 100%

A mediana e os valores minimo e maximo do escore total de expressao em carcinomas
metastaticos de mama foram significativamente maiores para GATA-3 (7, 4-8) em relagdo ao

RE (5, 4-7) (teste Mann-Withney, p=0,02). Estes podem ser comparados na Figura 16.
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Figura 16: Mediana do escore total de expressdo de GATA-3 e RE em carcinomas metastaticos
de mama.

5.8. SENSIBILIDADE E ESPECIFICIDADE DOS MARCADORES RE, PAX8 E HBME
PARA IDENTIFICACAO DE CARCINOMAS DE SiTIO PRIMARIO EM OVARIO EM
EFUSOES E LAVADO PERITONEAL

Para a analise da sensibilidade de RE para detec¢do de carcinoma de ovario em efusdes,
0 nimero de amostras de carcinoma de ovario com positividade para RE (n=6) foi dividido pelo
namero total de amostras de carcinoma ovario (n=16), o que esta a seguir na Tabela 12. A
sensibilidade de RE para deteccéo de carcinoma de ovario em efusées foi 37,5% (6/16).

Para a analise da especificidade de RE para deteccdo de carcinoma de ovario em efusdes,
0 nimero de amostras de carcinoma de outros sitios primarios (exceto ovario) com negatividade
para RE somado ao numero de efusdes benignas com negatividade para RE (n=52+53) foi
dividido pelo nimero total de amostras de carcinoma de outros sitios primarios (exceto ovario)
somado ao numero total de efusdes benignas (n=62+53), dados estes ilustrados também na
Tabela 12. A especificidade de RE para deteccdo de carcinoma de ovario em efusdes e lavado
peritoneal foi de 91,30% devido a expressdo de RE em amostras de carcinoma de sitio primario

em mama, colo de Utero e peritdbnio. A acuracia foi de 84,73%.
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Tabela 12: Frequéncia de expressdo de RE em carcinoma metastatico em efusdes e lavado
peritoneal, e em efusbes benignas.

Sitio primario RE+ RE-
n n
Carcinoma
Pulmao 0 27
Mama 8 9
Ovario 6 10
Estomago 0 7
Peritoneal 1 2
Cdlon 0 2
Colo de ttero 1 2
Vias biliares 0 1
Pancreas 0 1
Rim 0 1
Efusdes benignas 0 53

Para a andlise da sensibilidade de PAX8 para detec¢do de carcinoma de ovario em
efusdes e lavado peritoneal, o nUmero de amostras de carcinoma de ovario com positividade
para PAX8 (n=15) foi dividido pelo nimero total de amostras de carcinoma ovario (n=16), a
seguir na Tabela 13. A sensibilidade de PAX8 para detec¢do de carcinoma de ovario em
efusdes foi calculada em 93,75% (15/16).

Para a analise da especificidade de PAX8 para detec¢do de carcinoma de ovario em
efusbes, 0 nimero de amostras de carcinoma de outros sitios primarios (exceto ovario) com
negatividade para PAX8 somado ao nimero de efusdes benignas com negatividade para PAX8
(n=56+53) foi dividido pelo nimero total de amostras de carcinoma de outros sitios primarios
(exceto ovario) somado ao numero total de efusdes benignas (n=62+53), utilizando os dados da
Tabela 13. A especificidade de PAX8 para deteccao de carcinoma de ovario em efusées foi de
94,78%, devido a expressdo de PAX8 em amostras de carcinoma com sitio primario em colo

de Utero, peritdnio e rim. A acuracia foi de 94,65 %.
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Tabela 13: Frequéncia de expressao de PAX8 em carcinoma metastatico para efusfes/lavado
e em células de efusdes benignas.

Sitio primario PAX8+ PAX8-
N n
Carcinoma N n
Pulmao 0 27
Mama 0 17
Ovério 15 1
Estdmago 0 6
Peritoneal 3 0
Colon 0 2
Colo de Utero 2 1
Vias biliares 0 1
Pancreas 0 1
Rim 1 0
EfusGes benignas 0 53

Para a analise da sensibilidade de HBME para deteccdo de carcinoma de ovario em
efusdes, 0 nimero de amostras de carcinoma de ovario com positividade para HBME (n=14)
foi dividido pelo nimero total de amostras de carcinoma ovario (n=16), conforme a frequéncia
de expressdo deste marcador exposta na Tabela 14. A sensibilidade de HBME para detecgéo
de carcinoma de ovario em efusdes foi 87,5% (14/16).

Para a andlise da especificidade de HBME para detec¢do de carcinoma de ovario em
efusdes, o nimero de amostras de carcinoma de outros sitios primarios (exceto ovario) com
negatividade para HBME somado ao nimero de efusBes benignas com negatividade para
HBME (n=51+0) foi dividido pelo nimero total de amostras de carcinoma de outros sitios
primarios (exceto ovario) somado ao nimero total de efusdes benignas (n= 62 + 53), com dados
da Tabela 14. A especificidade de HBME para deteccdo de carcinoma de ovario em efusdes
foi de 44,34% devido a expressao de HBME em amostras de carcinoma de sitio primario em
pulmao e peritdnio e em amostras de efusdes benignas. A acuracia do marcador foi calculada
em 49,61%.
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Tabela 14: Frequéncia de expressao de HBME em carcinoma metastatico para

Excluidas as efusdes benignas,

efusdes/lavado e em células de efusdes benignas

Sitio primario HBME + HBME -
N n
Carcinoma
Pulmado 7 20
Mama 0 17
Ovario 14 2
Estdmago 1 5
Peritoneal 3 0
Célon 0 2
Colo de ttero 0 3
Vias biliares 0 1
Pancreas 0 1
Rim 0 1
Efusdes benignas 53 0

a sensibilidade permanece inalterada, porém a

especificidade do marcador HBME neste aumenta para 82,25%, e a acuracia, 83,33%.

O marcador PAX8 foi 0 marcador de maior sensibilidade e especificidade. A associacao

de PAX8 + HBME+ aumentaria a especificidade do PAX8 de 94,78% para 97,39%, j& que 0s

carcinomas de colo de Utero e rim ndo expressaram HBME. Utilizando-se desta associacéo,

apenas 0s 3 carcinomas primarios peritoneais seriam considerados falso positivos para

carcinoma de ovario. Os carcinomas de peritdnio apresentaram 0 mesmo padréo de expressao

dos carcinomas de ovario (PAX8+ e HBME+), portanto mesmo com a associacdo dos 2

marcadores ndo seria possivel diferenciar os carcinomas com origem nestes sitios.

A Tabela 15 ilustra a comparagéo da sensibilidade e especificidade destes marcadores.

Tabela 15: Sensibilidade, especificidade e acuracia dos marcadores RE, PAX8 e HBME para
detec¢do de carcinoma de ovario metastaticos em efusdes e lavado peritoneal:

sensibilidade

especificidade

acuracia

RE

PAX8

HBME

PAX8 e HBME

37,50%
93,75%
87,50%
87,50%

91,30 %

94,78%
44,34%
97,39%

84,73%
94,65%
49,61%
96,94%
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A mediana e os valores maximo e minimo do escore total de expressdo em carcinomas
metastaticos de ovério ndo foram significativamente diferentes para RE 6 (4-6), PAX8 7 (3-8)
e HBME 6,5 (3-8), com p=0,31 (Kruskal-Wallis). Veja estes dados ilustrados na figura 17.
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Figura 17. Mediana do escore total de expressdao de RE, PAX8 e HBME em carcinomas
metastaticos de ovario em efusbes/lavado peritoneal

5.9. ANALISE DA EXPRESSAO DO PAINEL COM GATA-3, PAX8 E TTF-1 EM
AMOSTRAS DE EFUSAO E LAVADO PERITONEAL COM CARCINOMA EM
MULHERES.

A sensibilidade e especificidade do perfil GATA-3 (+), PAX8 (-), TTF-1 (-) para
deteccdo do carcinoma mamario foram, respectivamente, 94,11% (16/17) e 100% (43/43). Uma
das amostras de carcinoma mamario teve perfil diverso, com GATA-3 (+), PAX8 (-), TTF-1
(+).

A sensibilidade e especificidade do perfil PAX8 (+), GATA-3 (-), TTF-1 (-) para a
deteccdo do carcinoma ovariano foram respectivamente 87,50% (14/16) e 86,36% (38/44).
Duas amostras tiveram perfil diverso, uma com PAX8 (-), GATA-3 (-), TTF-1 (-) e outra, PAX8
(+), GATA-3 (-), TTF-1 (+).

A sensibilidade e especificidade do perfil TTF-1 (+), PAX8 (-) GATA-3 (-) para a
deteccdo de carcinomas pulmonares foi, respectivamente, 83,33% (10/12) e 97,91% (47/48).
Dois carcinomas pulmonares mostraram-se com perfil PAX8 (-), GATA-3 (-), TTF-1 (-).

O perfil PAX8 (-), GATA-3 (-), TTF-1 (-) para a detec¢do de carcinomas primarios do
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trato gastrointestinal — considerando as amostras com tumores priméarios do estdbmago e colon
foi de 83,33% de sensibilidade (5/6) e 88,88% de especificidade (48/54). Uma amostra géstrica
teve perfil TTF-1 (+), PAX8 (-) e GATA-3 (-).

Abaixo, os achados estdo sumarizados na Tabela 16.

Tabela 16: Perfil de marcadores por sitio primario.

Perfil de GATA-3 (+) PAXS8 (+) TTF-1(+) TTF-1(-)
marcadores PAX8 (-) TTF-1 GATA-3(-) TTF- GATA-3(-) GATA-3(-)

) 1(-) PAX8 (-) PAXS (-)
Sitio primario n n n n
Pulméo n=12 0 0 10 2
Mama n=17 16 0 0 0
Ovério n=16 0 14 0 1
Estbmago n=4 0 0 1 3
Peritonio n=3 0 3 0 0
Colo uterino n=3 0 2 0 1
Coélon n=2 0 0 0 2
Trato biliar n=1 0 0 0 1
Pancreas n=1 0 0 0 1
Rim n=1 0 1 0 0

Os perfis de marcadores esperados para mama (GATA-3 (+), PAX8 (-), TTF-1 (-)), para
ovario (PAX8 (+), GATA-3 (-), TTF-1 (-)), para pulmdo (TTF-1 (+), PAX8 (-) GATA-3 (-)) e
trato gastrointestinal (PAX8 (-), GATA-3 (-), TTF-1 (-)) foram observados em 88,23% (45/51)
das amostras de mulheres com carcinomas destes sitios. Usando o TTF-1 como unico marcador
de sitio primario, 6,25% (3/48) dos carcinomas de outros sitios primarios exceto pulmao foram

incorretamente diagnosticados, com primarios em mama (n=1), ovério (n=1) e estdmago (n=1).
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6. DISCUSSAO

A utilizacdo do painel de marcadores mais adequado permite sugerir o provavel sitio
primario do carcinoma nas efusdes e excluir outros sitios possiveis, reduzindo os custos com
imunocitoquimica. A escolha dos marcadores deve levar em consideragdo o sexo do paciente,
a frequéncia dos sitios primarios, o tipo de derrame (liquido pleural, peritoneal ou pericardico),

a sensibilidade e especificidade desses marcadores e os achados clinicos.

6.1. TIPO, FREQUENCIA E DIAGNOSTICO DAS AMOSTRAS.

Refletindo o correto atendimento da demanda do SUS, foi obtido um bom nimero de
casos de carcinoma metastéaticos nos exames citopatoldgicos de efus@es e lavados peritoneais

em mulheres, permitindo a realizagdo deste estudo.

O sitio primério de carcinoma mais comum foi o de pulméo, seguido dos carcinomas de
mama e ovario. Quando sdo consideradas apenas as amostras de pacientes do sexo feminino, o
sitio de carcinoma mais frequente foi mama, seguido de ovéario. As amostras com carcinoma de
sitios em mama e ovario corresponderam a 55% (33 de 60) do total de amostras, ou seja, a
maioria das amostras com carcinomas em efus@es e lavados peritoneais sdo de pacientes do
sexo feminino. Em relacdo a distribuicdo dos sitios primarios de acordo com os tipos de
efusdo/lavado peritoneal, o pulmdo e a mama foram os sitios priméarios mais frequentes de
carcinomas em liquidos pleurais; o ovario, o estdbmago e o peritbnio em liquidos asciticos; a

mama em liquido pericardico e o ovario em lavado peritoneal.

A elevada frequéncia de amostras de efusdes e lavado peritoneal com carcinoma em
pacientes do sexo feminino pode ser explicada pelo fato de que os carcinomas de mama e ovario
estdo entre os que mais frequentemente evoluem com metastases para cavidades. Um estudo
unicéntrico da Universidade de Michigan mostra, de um universo de 1059 casos, 0 sexo
feminino correspondendo a 64% das efusdes pleurais e 67% das efusdes peritoneais. (LEW et
al., 2020).

Lepus e Vivero em uma revisdo meta-analitica, encontraram frequéncias de até 40% dos
carcinomas de mama e 20% de ovario em efusdes pleurais, contrastando com as efusdes
peritoneais, onde 0s mesmos tumores tém frequéncias de respectivamente 13% e 27%. Estes

autores também inferem que estes achados ndo sdo devido ao acaso e sim consequéncia da
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historia natural destas doencas. (LEPUS; VIVERO, 2018).

Dentre 0s tumores metastaticos para o liquido pleural, o carcinoma ovariano € um pouco
menos prevalente que o mamario. Um estudo de coorte do Reino Unido — o maior em lingua
inglesa até entdo - mostrou que 515 de 921 pacientes com derrames pleurais unilaterais foram
positivos para malignidade a citopatologia convencional. Destes, 38 casos eram ovarianos e 58,
mamarios. (ARNOLD et al., 2018)

Um trabalho unicéntrico do hospital Johns Hopkins, em Baltimore EUA
(RODRIGUEZ; CHOWSILPA; MALEKI, 2018), mostrou que pulmdo, mama e trato
ginecoldgico s&o os tumores mais frequentemente metastaticos em efusdes pleurais. De um
total de 474 casos colhidos em 5 anos, foram diagnosticados 180 (37%) de carcinomas
primarios de pulmao, 81 da mama (17%) e 67 ginecoldgicos (13%). Este estudo prévio estudo
mostra ainda que a maioria dos pacientes com carcinoma metastatico em efusdo pleural é do
sexo feminino (61%). Estes achados também estdo em paralelo aos achados na amostra em
estudo.

Ressalta-se que ha diversidade de achados entre alguns estudos. O estudo ja citado de
revisao mostra prevaléncia maior dos tumores ovarianos sobre os demais em efusdes
peritoneais, com 27% dos tumores de origem ovariana, 14% gastrica, 13% na mama, 11%
pancreatico e 10% colorretal (LEPUS; VIVERO, 2018). Entretanto um estudo recente mostra
que de 418 canceres estudados em liquido peritoneal, quando estudados em agrupamentos por
sistemas abrigando o sitio primario, os tumores oriundos do trato gastrointestinal superam os
do trato genital feminino por pequena margem, respectivamente 35,8% e 35,4%, seguidos dos
primarios em mama com 10,4%. (LEW et al., 2020). Neste estudo, quando pormenorizados 0s
sitios primarios por 6rgdo, o ovario é o mais prevalente com 22,9% dos casos, seguido por
pancreas com 17%, mama com 10,4%, estbmago com 5,7%, primario peritoneal com 5,0% e
colorretal com 3,9%.

Os achados do presente estudo refletem, quanto ao tipo de amostra e respectivas
frequéncias dos sitios primarios de carcinomas, similaridades com os dados da literatura, o que

reforca a validade do N amostral obtido.
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6.2. SENSIBILIDADE E ESPECIFICIDADE DOS MARCADORES RE E GATA-3 PARA
IDENTIFICACAO DE CARCINOMA DE MAMA METASTATICO EM EFUSOES

A expressao de GATA-3 foi observada em 100% das amostras com carcinoma de mama,
com escore alto e significativamente maior que o do receptor de estrdgeno RE. As amostras
com carcinoma de outros sitios primarios e as amostras benignas de efusdo e de lavados
peritoneais ndo apresentaram expressdo. Dessa forma, a sensibilidade e a especificidade de
GATA-3 para deteccdo de carcinoma em efus@es e lavado peritoneal foram ambas 100%, o que
€ um achado ideal para marcadores diagnésticos. A literatura mostra em diversos trabalhos
achados similares ao encontrado neste estudo para quase todos os tipos histolégicos de
carcinoma mamario, porém variavel conforme o tipo molecular, pois ha correlacdo entre a
positividade para 0 GATA-3 e o receptor de estrogeno. Um estudo mostrou positividade em
95% de 166 tumores mamarios testados. (SANGOI et al., 2016). Em estudo similar, Clark e
colaboratores acharam 95% de positividade em 186 carcinomas de mama, assim como em
carcinomas uroteliais, que tem mesma positividade de 95% e escores de intensidade também
comparaveis, utilizando-se escore semiquantitativo. Nos demais sitios, o estudo mostra, além
da menor frequéncia de expressao variando de 2% a 18% em sitios como estdmago, endométrio,

ovario e pancreatobiliar, a imunoexpressao é mais fraca e focal. (CLARK et al., 2014).

A expressdo do GATA-3 é menor naqueles que sdo triplo-negativos — ou seja, cujo
tumor primario é basal-simile, e ndo demonstra positividade para receptores de estrogeno, de
progesterona e do produto do oncogene HER2. Mesmo assim, pesquisadores mostram bons
resultados, o que tornam o marcador Gtil na determinacdo de sitio primario mesmo naqueles
negativos aos demais marcadores, com positividade em 47% neste tipo de carcinoma mamario.
(CIMINO-MATHEWS et al., 2013b).

Deftereos e colaboradores mostram acuracia similar com 100% de sensibilidade e
especificidade em biopsias mamarias de carcinomas ndo-triplo negativos, em um N amostral
de 56 casos, sem diferenca entre os tipos histologicos de carcinoma mamario. Entretanto, o
mesmo estudo demonstrou a positividade da marcacdo em 17 de 28 tumores de mama triplo-
negativos, e sugere que, caso usado em tumor metastatico e negativo para este marcador, devem
ser acrescidos outros aspectos morfoldgicos e outros marcadores para confirmacéo diagnostica.
Isto se deve ao fato que, por exemplo, quando GATA-3 é positivo e RE € negativo, o carcinoma

urotelial deve ser excluido morfologicamente ou com auxilio de marcadores adicionais. Este
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estudo prévio realizou também reagdo imunocitoquimica para GATA-3 em 20 casos de
citopungdo de metastases de carcinoma de mama, comparando-os a 12 carcinomas de
endomeétrio e ovario, todos positivos ao receptor de estrégeno. E demonstrou igualmente 100%
de positividade ao marcador GATA-3, sem resultado positivo nos demais tecidos,
demonstrando que o perfil GATA-3+ e RE+ e preditivo para diferenciagdo maméria em
metastases a citopuncdo. (DEFTEREOS et al., 2015).

A sensibilidade de RE para deteccdo de carcinoma de mama em efusdes foi mais baixa,
de 47,05% e a especificidade de RE para deteccdo de carcinoma de mama em efusdes foi de
92,98%. Isto se deve a expressdo de RE em amostras de carcinoma com sitio primario em
ovario, colo de Utero e peritdnio. Além disso, 0s escores S&0 menores que 0s Vistos na expressao
do GATA-3, e dessa forma, a expressdo de RE é menos prontamente identificavel em amostras

com celularidade baixa.

Além da expressdo averiguada em tumores de outros sitios primarios, a acuracia da
expressdo do receptor de estrdgeno do carcinoma de mama varia conforme a heterogeneidade

de expressao molecular do préprio carcinoma mamario.

Os carcinomas mamarios abrigam grande heterogeneidade morfolégica e de
variabilidade molecular. A OMS atualmente classifica os carcinomas em diversos tipos
histoldgicos. H& também a classificacdo molecular dos carcinomas mamarios, que tem como
principais variaveis o0s receptores hormonais de estrdgeno e progesterona, além da
superexpressdo da oncoproteina HER2, do receptor para 0 horménio de crescimento epitelial
(EGFR) e de citoceratinas tipicas de epitélios de camadas basais (CK5/6). (TAN et al., 2020).

Comparativamente ao receptor de estrogeno, o0 GATA-3 foi mais sensivel e especifico
para identificacdo de carcinoma de sitio primario de mama, e apresentou mediana de escore de
positividade significativamente maior que RE. O escore mediano, mais alto, também tornam o
marcador mais prontamente identificavel como positivo a interpretacdo de quem faz a leitura

da lamina.

Estes achados sdo similares a um estudo norteamericano, que, utilizou de técnica de
microarranjos em bloco celular, em material obtido de efusdes com N amostral de 28 casos. O
estudo mostrou expressdo de GATA-3 em 89% dos carcinomas mamarios examinados, com
escore médio de 3,25 em escala de até 4, em comparagcdo com a expressdo de RE, que foi
observada em 71% de das amostras, com escore de 2,95. (EL HAG, Mohamed I. et al., 2016).

Assim, considerando os resultados obtidos, ha similaridade com maior expressao e



68

maior escore para 0 GATA-3, mostrando-se superior a0 RE para a determinacdo do provavel
sitio primario.

Neste estudo, os tipos de liquido com maior frequéncia de carcinoma de sitio primario
em mama foram o liquido pleural e pericardico. Considerando-se a frequéncia dos sitios
primarios de carcinoma em liquido pleural, o principal diagnéstico diferencial para o carcinoma
de sitio primario em mama é o carcinoma de sitio primario em pulmao, segundo sitio mais
frequente de carcinoma em liquido pleural em pacientes do sexo feminino. No presente estudo,
nenhuma amostra de carcinoma de sitio primario em pulmao apresentou positividade para
GATA-3 e RE. Este resultado indica que estes marcadores sdo especificos para defini¢do do
sitio primario em mama para carcinomas em liquidos pleurais e pericéardicos. Contudo, estudos
prévios mostram que ha um subgrupo de tumores primarios de pulméo que pode expressar RE.
A depender do clone do anticorpo utilizado, estudos mostram positividade imuno-histoquimica
em porcentagens variadas e conflitantes. Um primeiro estudo americano mostrou negatividade
dos 55 tumores testados com clone (1D5) mas 30% dos adenocarcinomas pulmonares foram
positivos com clone 6F11 (DABBS et al., 2002). Outro estudo também norte-americano mostra
positividade em 18% de um universo de 55 tumores pulmonares. (LAU; CHU; WEISS, 2006).
Estes achados ndo foram vistos em trabalho utilizando-se metodologia mais assemelhada a
utilizada neste experimento, ou seja, em amostras de efusdes. (LEE, Benjamin H. et al., 2002).

Os carcinomas de sitio primario em estdbmago e c6lon foram observados em liquidos
pleurais e pericardicos neste estudo e estdo entre os mais frequentes nestes tipos de liquidos em
estudos prévios. A auséncia de expressao de GATA-3 em todas as amostras com carcinomas
destas origens, observada no presente estudo, mostra que este marcador também auxilia na
diferenciacdo entre os carcinomas de mama e carcinomas de origem gastrointestinal. Este
achado é similar ao encontrado na literatura, com a imunomarcacdo do GATA-3 inexpressiva,
fraca e restrita a 2% dos carcinomas gastricos testados em um estudo que a semiquantificou em
diversos tumores por imuno-histoquimica (CLARK et al., 2014). Estudo similar, com um total
2500 tumores, mostrou positividade em 2 em 142 adenocarcinomas colonicos, e 6 de 133
adenocarcinomas gastricos, em contraste a extensa expressao em carcinomas mamarios, com

251 casos positivos dos 268 testados.

A positividade para GATA-3 também esta descrita em mesoteliomas. Ordofiez e Sahin
descreveram expressdo de GATA-3 em 23% dos mesoteliomas, em 100% dos carcinomas

mamarios positivos para receptor de estrégeno, e em 30% dos negativos para este receptor.
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(ORDONEZ; SAHIN, 2014). Miettinen e colaboradores obtiveram achados ainda mais
prevalentes, com positividade em 58% dos 64 mesoteliomas malignos testados por imuno-
histoquimica. (MIETTINEN et al., 2014)

Igualmente, alguns mesoteliomas podem ter reacGes imuno-histoquimicas positivas
para o0 receptor de estrdgeno. Estudando mesoteliomas cisticos benignos — um diagnostico
diferencial morfoldgico de varios tumores intraperitoneais, incluindo-se os metastaticos - Sawn
observou positividade em apenas um dos 17 casos amostrados (SAWH et al., 2003). Um estudo
unicéntrico e retrospectivo mostrou positividade em 5% dos mesoteliomas peritoneais testados
para este marcador. (TANDON et al., 2018).

Neste estudo, nenhuma das amostras de carcinoma de mama apresentou expressdo da
calretinina, tampouco da proteina de teste relacionada ao mesotelioma, o HBME, o que
reproduz achados da literatura e que estdo em sintonia com a ja citada revisdo de comisséo de
especialistas, listando-a no painel sugerido para estudo de neoplasias de sitio indeterminado em
cavidades. (KUSAMURA et al., 2021).

O outro resultado relevante do presente estudo foi a auséncia de expressao de GATA-3
e RE em células benignas encontradas em efusdes e lavado peritoneal: mesoteliais benignas,
macrofagos e leucdcitos. Estas células, principalmente as células mesoteliais com alteracdes
reativas e hiperplésicas podem ser confundidas com células epiteliais malignas. Além disto,
sabe-se que marcadores de carcinomas como MOC-31 e BerEp-4 podem estar expressos em
células mesoteliais benignas. (NASO; CHURG, 2020). Dessa forma a auséncia de expressao
de um marcador como GATA-3, cujo escore de positividade € muito elevado, ajuda a confirmar

a falsa positividade para estes marcadores de carcinoma em casos especificos.

6.3. SENSIBILIDADE E ESPECIFICIDADE DOS MARCADORES PAX8, HBME E RE
PARA IDENTIFICACAO DE CARCINOMA DE SiTIO PRIMARIO EM OVARIO EM
EFUSOES E LAVADO PERITONEAL.

A expressdo de PAX8 mostrou-se amplamente positiva nas amostras de carcinoma
ovariano, exceto em um Unico caso neste presente estudo. Sua sensibilidade para a detecgédo de
carcinoma de ovario em efusbes foi também muito alta, calculada em 93,75%, e a

especificidade ainda maior, com 94,78%. H& ainda 6 casos positivos para tumores de outros
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sitios, sendo todos os 3 carcinomas seroso primarios do peritonio, dois de trés carcinomas

primarios do colo uterino e um carcinoma de rim

Valores proximos a estes sao encontrados na literatura em estudos que testaram material
histopatolégico e de citologia de efusées. Um estudo comparou o marcador com o antigeno
WT-1 em microarranjos tissulares e imuno-histoquimica, para ver sua utilidade em diferenciar
carcinomas mamarios dos ovarianos (NONAKA; CHIRIBOGA,; SOSLOW, 2008) e obteve em
um universo amostral de 124 casos de carcinoma ovariano positividade geral de 87,1%, mas
com perfis diferentes para cada subtipo tumoral. As porcentagens do PAX8 foram de 96,4%
para carcinomas serosos, 88,9% dos endometrioides, e 100% para carcinomas de células claras,
porém apenas de 8,3% em carcinomas mucinosos ovarianos, mostrando-se superior ao
marcador WT-1 que obtinha respectivamente 86,9% para 0s serosos, 27,8% para 0S
endometrioides, e nenhuma marcacdo para os de células claras e mucinosos, com expressao
total em 62,9% dos carcinomas primarios do ovario testados. Além disto, este mesmo estudo
ndo obteve nenhuma positividade para o PAX8 e 2,8 % de positividade para 0 WT-1 em
carcinomas mamarios. Assim, os autores concluem que o PAX8 é um marcador superior ao
WT-1 na diferenciacdo em carcinomas metastaticos entre os sitios primarios da mama e do
ovario. (NONAKA; CHIRIBOGA; SOSLOW, 2008). Achados similares, comparando tumores
millerianos e ndo-mulerianos, com 37 casos em cada bracgo do estudo, mostraram sensitividade
e especificidade respectivamente de 78 e 97% para distingui-los. (HEIDARPOUR,;
TAVANAFAR, 2014).

Os achados para PAX8 estdo de acordo a outros dados encontrados na literatura. Tacha,
Zhou e Cheng, em estudo com amostras histopatolégicas em microarranjos, encontraram a
positividade do marcador com sensibilidade alta em tumores ovarianos, seja em amostras do
sitio primario (79%) ou amostras das metastases (97%). Houve também a positividade em
percentual similar (90%) em carcinomas renais. Os carcinomas de colo uterino, entretanto,
mostraram positividade geral de apenas 10%. Houve diferenca na positividade do PAX8 dentre
0s tipos histologicos de carcinoma cervical, sendo positivo para 83% dos adenocarcinomas de
colo uterino, mas apenas 2% dos carcinomas escamosos. Os autores, portanto, sugerem que 0
marcador tem boa sensibilidade e especificidade para discernir tumores ovarianos e renais.
(TACHA; ZHOU; CHENG, 2011).

No presente estudo ndo foi encontrada a positividade do PAX8 em tumores primarios
da mama e do pulmao. Para a mama, estudos prévios mostram ser possivel alguma positividade

(KILGORE et al., 2019; LU et al., 2021) e que os escores de positividade sdo baixos, mas que
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h& associacdo a ndo-expressao do receptor de estrogeno (LU et al., 2021). Em recente meta-
analise, a positividade para o PAX8 em carcinomas pulmonares foi considerada
independentemente do tipo histoldgico. (JEONG; KIM; PYO, 2020). Portanto, a mera
positividade para 0 PAX8 ndo é capaz de excluir o sitio primario pulmonar ou mamario.

Ao revisar a literatura, encontram-se achados similares quando testados em liquidos de
efusdes. Um estudo, mostrou que dentre 89 efusbes pleurais e peritoneais obteve-se
respectivamente 100% e 95% de especificidade para tumores de células renais e carcinomas de
sitio malleriano. (WATERS et al., 2014). Porém, ha um artigo onde cinco casos de um total de
41 mesoteliomas entre benignos e malignos, foram focais ou difusamente positivos para PAX8.
Os autores sugerem, portanto, o uso de um painel com marcadores para excluir a diferenciagao
mesotelial. (CHAPEL et al., 2017).

O HBME pode cumprir este papel. A expressdo de HBME neste presente estudo foi
observada em 14 dos 16 tumores ovarianos em efusdes, porém também em sete casos
pulmonares e 3 carcinomas serosos primarios do peritdnio, além de todas as efusdes benignas.
Assim, a sensibilidade é relativamente alta, com 87,5%, porém a especificidade para carcinoma
ovariano, foi baixa, de 44,34%.

Este perfil foi similar ao identificado previamente em dados de literatura. Ascoli e
colaboradores identificaram 83% de positividade do marcador em efusGes de carcinomas
primarios de ovario (ASCOLI et al., 1997); enquanto no estudo de Monacu, Cimpean e Raica,
a positividade foi de 66% (MOCANU; CIMPEAN; RAICA, 2006).

O marcador, portanto, pode ser usado como auxiliar a depender do cenario diagndstico
do caso a ser estudado. A utilidade para diferenciar neoplasias benignas de malignas é limitada,
porém, caso esta seja diagnosticada por outro marcador ou por caracteristicas citomorfoldgicas,
seu uso é excelente auxiliar na diferenciacdo de sitio priméarios ovariano ou mesotelial.

A expressdo de RE neste estudo foi observada em propor¢do ainda menor que o HBME,
com seis das 16 amostras com carcinoma de sitio primario em ovario (37,5%). Este achado é
um pouco menor que o obtido em meta-analise em tumores primarios realizada por Shen e
colaboradores, onde observaram variagdo entre 41 e 83%. Neste meta-analise, a positividade
ao RE foi associada a melhor prognostico, fato que provavelmente explica menores indices nos
tumores que expressam em efusées malignas. (SHEN, Zhaojun et al., 2017).

Houve maior frequéncia de carcinoma de sitio primario em ovario no liquido ascitico e
o lavado peritoneal em comparacdo aos achados nas efusdes pleurais pode ser inferida pela

contiguidade com o 6rgdo de origem. Em liquidos asciticos, os carcinomas de origem
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gastrintestinal (estbmago e cdélon) também foram frequentes e sdo os principais diagnosticos
diferenciais para os carcinomas de origem ovariana. No presente estudo, ndo houve marcagéo
de PAX8 em carcinomas com origem em estdbmago ou em célon, o que indica que este marcador
é util para a diferenciacdo entre carcinomas de origem ovariana e gastrintestinal. Este achado
reforca a utilidade dos marcadores a depender do cenério diagndstico encontrado, caso a caso.
Tacha, Zhou e Cheng, na ja citada extensa testagem imuno-histoquimica em tecidos de tumores
de diversas topografias, ndo encontraram marcacdo para tumores col6nicos e gastricos, fato
também encontrado por Laury e colaboradores, em estudo imuno-histoquimico com amostras
tumorais em microarranjos. Estes autores referiram apenas positividade ao PAX8 em subgrupo
de amostras de adenocarcinomas do esbfago, e carcinomas primarios de sitios biliar e
pancreaticos. (LAURY et al., 2011; TACHA; ZHOU; CHENG, 2011). Testando citologias de
efusdes e bidpsias, um estudo afirma que o PAX8 é um marcador confiavel no diagndstico de
tumores avancados de ovario e primarios do peritdnio, estendendo seu uso a bidpsias e
preparados citolégicos em bloco celular — cell block, com apenas dois casos negativos de 53
testados, comparativamente apenas dois casos positivos em 43 carcinomas ndo-ovarianos.
(MHAWECH-FAUCEGLIA et al., 2012).

Quanto a0 HMBE, um estudo em efusGes mostrou positividade em todos os 74
mesoteliomas e todas as 48 efusdes benignas testadas. Houve também positividade para 6 de
67 carcinomas em efusdes pleurais e 30 de 125 carcinomas em efusfes peritoneais. Destes, a
maior parte era ovariana, ou pulmonar, mas houve marcacao de 6 tumores gastrointestinais com
efusdes peritoneais, sendo colon (1), estdmago (4), e via biliar extra-hepatica (1). (ASCOLI et
al., 1997).

A positividade de HBME em efusdes benignas pode ser desafiadora em diagnostico
diferencial, principalmente se ha doenca inflamatdria associada, pois nestas, os mesotelidcitos
tendem a apresentar alteracGes reativas, que formam padrbes de distribuicdo a citologia de
efusdes que podem mimetizar agrupamentos mais frequentemente vistos em neoplasias
metastaticas. O estudo de revisao de Pereira e colaboradores mostra estes padrdes morfologicos
e coloca-os em um algoritmo diagnéstico, do qual uma das saidas é um painel diagnostico, que
a época, incluia varios marcadores para imunocitoguimica, incluindo-se 0o HBME. (PEREIRA.
et al., 2006). Lee e colaboradores também sugerem o uso de painel para diferenciar células
mesoteliais reativas de mesotelioma — sugerindo dentre outros o antigeno carcinoembrionario.
(LEE et al., 2000).
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6.4. O PAINEL IMUNOCITOQUIMICO INICIAL E SEU ALGORITMO DIAGNOSTICO.

A escolha de GATA-3 e PAX8 como marcadores de sitio primario de mama e ovario,
respectivamente, foi baseada na alta sensibilidade e escores de positividade elevados desses
marcadores em relagdo a outros marcadores como mamoglobina, GCDFP-15, receptor de
estrogénio e WT1 (BRAXTON; COHEN; SIDDIQUI, 2015; DEFTEREOS et al., 2015; EL
HAGet al., 2017; ZHAO et al., 2012) .

Quanto ao sitio primario de pulméo, ndo foi relatada diferenca significativa na
positividade da Napsina-A comparativamente ao TTF-1 como um Unico marcador em
adenocarcinomas pulmonares metastaticos (KIM, Moon-Young et al., 2014). A Napsina-A e 0
TTF-1 sdo marcadores Uteis na distincdo de adenocarcinoma pulmonar e extrapulmonar em
efusdes. Porém, a coloracdo nuclear do TTF-1 foi considerada de interpretacdo mais facil do
que a coloracdo citoplasmatica de Napsina-A. (EL HAG et al., 2016). O marcador TTF-1 possui
varios clones e cada um tem sensibilidade e especificidade diferente. Artigos publicados
mostram que o clone SPT24 é mais sensivel, porém menos especifico para a detec¢cdo de todos
os adenocarcinomas de pulmdo em comparacdo com o clone 8G7G3/1. (ALTREE-TACHA,
TYRRELL; HAAS, 2017; GOWN, 2016). N&o foi encontrada referéncia na literatura em estudo
anterior que avaliasse a expressdo do clone TTF-1 usado neste estudo em adenocarcinoma
pulmonar metastatico em efusdes, mas sua sensibilidade foi maior do que a observada em um
estudo anterior para o clone TTF-1 (8G7G3/1) e Napsina-A (EL HAGet al., 2016).

Outro aspecto importante é a especificidade dos perfis. Apesar de que 0os marcadores
utilizados (GATA-3, PAX8 e TTF-1) possam ser expressos nos mesoteliomas, ndo sao
normalmente expressos em células normais do mesotélio, as quais séo comumente achadas em
efusdes e lavado peritoneal. Estas células tém caracteristicas morfoldgicas similares e podem
ser confundidas com células carcinomatosas (DEJMEK et al., 2007; HUSAIN et al., 2013;
KLEBE et al., 2016; ORDONEZ, 2012; ORDONEZ; SAHIN, 2014). O marcador WT-1, por
sua vez, apesar de ser considerado de grande sensibilidade para tumores ovarianos, pode ser
expresso tanto em células mesoteliais normais quanto nas dos mesoteliomas. (MCKNIGHT;
COHEN; SIDDIQUI, 2010)

O presente estudo demonstrou que alguns perfis possuem alta sensibilidade e
especificidade, e serdo discutidos a seguir.

O perfil GATA-3 (+), PAX8 (-), TTF-1 (-) para a deteccdo do carcinoma mamario

mostrou sensitividade elevada com 94,11% e especificidade de 100%. Todos os carcinomas de



74

sitio primario mamario foram positivos neste presente estudo. Este resultado esta de acordo
com estudo prévios, onde esta expressdo de GATA-3 variou de 89% a 93,5% em efusbes. (EL
HAG, Mohamed I. et al., 2017, 2016; ORDONEZ; SAHIN, 2014)

Os carcinomas mamarios foram identificados no liquido pleural e pericardico, sendo
que no liquido pleural, a mama foi o sitio primario mais comum, seguida pelo pulm&o. No
pericardio, a expressdo do TTF-1 foi encontrada em uma amostra de carcinoma de mama,
resultando em um perfil com dois marcadores positivos, GATA-3 (+) e TTF-1 (+), e PAX8(-).
Portanto, a sensibilidade do perfil GATA-3 (+), PAX8 (-), TTF-1 (-) ndo foi de 100%. Em
estudo anterior com 546 amostras histopatolégicas de carcinoma de mama, apenas 2,4%
apresentaram expressdo de TTF-1, sendo o tipo histolégico predominante nas amostras TTF-1
positivas o tipo ndo-especial (a data conhecido como ductal) (ROBENS et al., 2010), sendo este
também o tipo histoldgico encontrado no presente estudo. A especificidade do perfil GATA-3
(+), PAX8 (-) e TTF-1 (-), entretanto, foi de 100%, pois ndo houve expressao de GATA-3 em
carcinomas de outras localizagcbes. No entanto, em um estudo anterior, no qual muitos
espécimes cirurgicos com carcinoma de diferentes sitios primarios foram analisados (n = 2500),
a expressdo de GATA-3 foi observada em carcinomas de sitios primarios frequentemente
encontrados em derrames como o0 pulmao (8%), ovério (6%) e estdmago (5%) (MIETTINEN
et al., 2014). Como este resultado prévio indica que a positividade para GATA-3 ndo exclui
completamente a possibilidade de carcinomas de outros locais primarios em carcinomas
metastaticos para efusbes, o painel incluindo GATA-3, PAX8 e TTF-1 se mostra como uma
forma de aumentar a especificidade.

O perfil de marcacdo PAX8 (+), GATA-3 (-), TTF-1 (-) obteve no presente estudo
elevada sensibilidade (87,50%) e especificidade (86,36%) para o sitio primario ovariano. A
sensibilidade deste perfil esta concordante com resultados da literatura, nos quais a expressao
de PAX8 variou de 70 a 100% em carcinomas ovarianos metastaticos em efusdes. (TONG et
al., 2011; WATERS et al., 2014; WISEMAN; MICHAEL; ROH, 2011).

O trato gastrointestinal, o segundo sitio de carcinoma mais frequente em amostras de
liquido ascitico em mulheres, € o principal diagnéstico diferencial para carcinomas de origem
ovariana. Salienta-se que a expressdo de PAX8 ndo foi observada neste grupo de neoplasias,
mesmo quando testados em amostras por microarranjos tissulares (tissue microarray) ou
seccOes tissulares integrais de carcinomas colonicos e gastricos (LAURY etal., 2011; TACHA;
ZHOU; CHENG, 2011).

O perfil PAX8 (+), GATA-3 (-) e TTF-1 (-) néo foi observado em duas amostras de
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carcinoma primario do ovario. Em uma, ndo houve expressdo do PAX8, resultando em perfil
PAX8(-), GATA-3 (-) e TTF-1 (-); em outra, 0 PAX8 foi expresso, mas também TTF-1 e,
portanto, o perfil gerado foi PAX8 (+), GATA-3 (-) e TTF-1(+).

Os dados obtidos no presente estudo sugerem que a complementacao imunocitoquimica
pelo receptor de estrégeno e pelo HBME pode ser util quando ha o perfil PAX8 (-), GATA-3
(-) e TTF-1 (-). No presente estudo, o receptor de estrogeno foi observado em 37,5% dos
tumores de origem ovariana, mas em nenhum primario do trato gastrointestinal. A expresséo
do HBME, entretanto, foi observada em 87,5% dos carcinomas ovarianos, mas em apenas
16,66% dos tumores gastricos. Em relacdo a expressdo de TTF-1 no carcinoma de ovario,
detectou-se em estudo anterior, em 17,7% e 3,2% dos carcinomas de ovario utilizando-se
respectivamente os clones SPT24 e 8G7G3/1. (HAKIM; YOUSSEF, 2017).

A expressdao do PAX8 nao foi observada em sitios primarios da mama e pulméo no
presente estudo. Entretanto, estudos anteriores mostram que parte significativa dos carcinomas
mamarios mostram imunorreatividade para este marcador. (KILGORE et al., 2019; LU et al.,
2021). Em relacdo a expressao de PAX8 nos carcinomas pulmonares, um estudo meta-analitico
mostrou que esta € rara e independente do subtipo tumoral. Portanto, a imunorreatividade
isolada de PAX8 ndo exclui o carcinoma de origem mamaria ou pulmonar. (JEONG; KIM;
PYO, 2020).

Conforme esperado, o perfil PAX8 (+), GATA-3 (-) e TTF-1 (-) ndo é especifico para
carcinoma ovariano devido a expressao relativamente alta do mesmo em outros carcinomas do
trato genital feminino e do rim. (LAURY etal., 2010; TACHA; ZHOU; CHENG, 2011; TONG
et al.,, 2011). Neste presente estudo, a expressio de PAX8 foi observada em dois
adenocarcinomas do colo uterino, e em um carcinoma renal. Carcinomas destes 6rgaos sao
infrequentes em efusdes e lavado peritoneal, porém marcadores apropriados devem ser
incluidos para fim de diagndsticos diferenciais.

O perfil TTF-1 (+), PAX8 (-) e GATA-3 (-) mostrou-se de alta sensibilidade (83,33%)
e especificidade (97,91%) para a deteccdo de carcinomas de pulmdo. Resultados similares
foram observados em meta-analise que avaliou a expressdo de TTF-1 em carcinomas em
efusbes de 20 estudos diferentes, que resultou em sensibilidade de 74,5% e especificidade de
99% (SHEN, Yongchun et al., 2016). A expressdo de TTF-1 foi encontrada em
adenocarcinomas pulmonares e carcinoma pulmonar de pequenas células com alta frequéncia,
respectivamente em 96% e 89%, porém nao foi detectada em carcinomas de células escamosas

e carcinoma de grandes células. (NAKAMURA et al., 2002) . No presente estudo, todos os
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tumores primarios do pulmdo eram adenocarcinomas, exceto por um unico carcinoma de
células pequenas.

O perfil TTF-1 (-) PAX8 (-), e GATA-3 (-) foi observado em duas amostras de
carcinoma pulmonar. Nestes casos, a literatura sugere a complementacdo com o uso da
Napsina-A. O uso combinado com o TTF-1 resulta no aumento da sensibilidade e
especificidade para adenocarcinomas pulmonares metastaticos. (YE et al., 2011).

O perfil PAX8 (-), GATA-3 (-), e TTF-1 (-) mostrou-se com alta sensibilidade (83,33%)
e especificidade (88,88%) dos carcinomas de trato gastrointestinal. O principal diagnostico
diferencial dos carcinomas metastaticos primarios do trato gastrointestinal em mulheres sdo 0s
de sitio ovariano, especialmente 0s mucinosos, nos quais o PAX8 é positivo em apenas 32%
das amostras, sao negativos para WT1 e podem ser positivos para CK20 e CDX-2, estes Gltimos
tipificados como auxiliares nos diagnésticos de tumores primarios colénicos (ACS; PASHA;
ZHANG, 2004; ALDAOUD et al., 2019). A expressao da citoceratina 20 (CK20) e do CDX-2
em microarranjos tissulares em parafina para carcinomas comumente observados em efusdes e
lavados peritoniais foram respectivamente: 88,6% e 93,3% nos coldnicos; 24,6 e 46,9% nos
gastricos, 5,6% e 2,8% nos pulmonares; 8,5% e 4,4% nos serosos ovarianos; 50% e 66,7% nos
mucinosos ovarianos; e por fim, 2,7% e 0 nos carcinomas mamarios (ALTREE-TACHA;
TYRRELL; HAAS, 2017).

Em uma amostra de carcinoma gastrico, o perfil encontrado foi TTF-1 (+), PAX8 (-) e
GATA-3(-). Em estudo prévio utilizando-se do clone mais sensivel do TTF-1 (SPT24), a
positividade alcancou 25% de todos os adenocarcinomas gastricos, sendo que 31% dos casos
positivos para este clone também mostraram positividade, de forma citoplasmatica granular e
difusa, para Napsina-A. Entretanto, neste mesmo estudo, quando utilizado o clone menos
sensivel do TTF-1, 0 8G7G3/1, apenas umdos casos positivos para o clone SPT24 foi positivo
(CHOI; FURTH; ZHANG, 2016). Assim sendo, TTF-1 e Napsina-A igualmente ndo podem ser
utilizados como evidéncia conclusiva para a origem pulmonar do carcinoma metastatico, além
de que ha de se ponderar sobre qual clone do TTF-1 foi utilizado.

Utilizando-se de microarranjos tissulares de tecidos do pulmao comparando carcinomas
primarios e metastaticos, nos carcinomas primarios de pulméo a frequéncia de expressao do
TTF-1 foi de 90%, da Napsina-A 84%, do CDX-2 7% e do CK20 2%, enquanto nas metastases
de carcinomas colorretais a expressao foi de 99% de CDX-2, 83% do CK20, 4% do TTF-1e
nenhum caso com expressdo para Napsina-A (VIDARSDOTTIR et al., 2019). Assim, dentre
os carcinomas com perfil TTF-1 (-), PAX8 (-) e GATA-3 (-), a positividade para CK20 e / ou
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CDX2 favorece o trato gastrointestinal como sitio priméario em relagéo a outros sitios primarios
comuns (mama, ovario e pulmao). No entanto, esse padrdo pode ser observado em carcinomas
de localizagcbes menos frequentes em cavidades como pancreatica e do trato biliar, que, em
alguns contextos clinicos, devem ser investigados mais detalhadamente.

O perfil esperado para carcinomas dos locais priméarios mais comuns, mama (GATA-3
(+), PAX8 (-), TTF-1 (-)), ovario (PAX8 (+), GATA-3 (-), TTF-1 (-)), pulméo (TTF-1 (+),
PAX8 (-) GATA-3 (-)) e trato gastrointestinal (PAX8 (-), GATA-3 (-), TTF-1 (-)) foi observado
na maioria das amostras de mulheres (88,23%) com carcinomas destes sitios primarios. Este
painel inicial, consequentemente, define o sitio primario mais provavel e é capaz de excluir os
demais sitios comuns com alta sensibilidade e especificidade. No entanto, é prudente considerar
que os carcinomas em efusdes e lavado peritoneal ainda podem surgir de sitios primarios
infrequentes, como Utero e pancreas/vias biliares, que podem ter perfis sobrepostos
respectivamente a carcinomas ovarianos e do trato gastrointestinal. Além disto, o presente
estudo demonstrou que, com expressdes intensas e difusas, 6,25% dos carcinomas de outros
locais primarios seriam diagnosticados como carcinoma de pulméo se o TTF-1 fosse usado
como o unico marcador.

Estas ponderagfes quanto a utilizagdo do painel inicial em efusdes e lavado peritoneal,
suas interacGes com ampliacdes e maior investigacao clinica estdo sumarizadas em algoritmo

ilustrado pela na Figura 18.
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Figura 18. Algoritmo inicial para marcadores imunocitoquimicos de efusbes e lavado
peritoneal em mulheres.
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6.5. LIMITACOES DO ESTUDO.

A principal limitacédo do estudo concerne a heterogeneidade dos fenotipos tumorais, em
relagdo aos distintos sitios tumorais, mas também em cada sitio tumoral primério. A
heterogeneidade indica que pode ser necessario, para fins de diagnostico confirmatério, a
testagem de mais de um marcador de alta especificidade para cada sitio tumoral, a fim de

diagnostico final acurado.

O marcador GATA-3 mostrou-se ideal, na amostra examinada, para diagnostico de
carcinoma de mama metastatico para efusfes, evidenciando a falta de heterogeneidade
amostral. Encontrar, portanto, positividade tdo alta na nossa amostragem significa provavel
aplicabilidade do marcador GATA-3 para citopatologia de efusdes, portanto é resultado
esperado, e mostra a aplicabilidade deste marcador para citologia de efusdes e lavados
peritoneais. A sensibilidade maxima que foi averiguada estd certamente determinada pela
amostragem relativamente pequena e na unicentricidade deste estudo. Assim, criticamente, €
possivel afirmar que a presente amostra é apenas parcialmente representativa do universo do

estudo, pois ndo reflete a heterogeneidade conhecida dos carcinomas mamarios.

Esta mesma heterogeneidade estd associada a outra limitacdo do estudo que é ser
unicéntrico e de N amostral relativamente modesto. Teoricamente, trabalhos multicéntricos e
de N elevado séo preferiveis para testes de hipoteses. (PEREIRA, Mauricio Gomes, 2011).
Hierarquicamente entre os trabalhos cientificos, estudos unicéntricos tem nivel de evidéncia

menor, e seus resultados s&o menos transponiveis ao universo de pesquisa.

Entretanto, essa aparente fragilidade é também um diferencial, pois este trabalho que
obteve diferencas significativas entre os marcadores, é capaz de indicar quais os melhores para
os diagnosticos de carcinoma de mama e ovario dentre os testados nas amostras. Isto favorece
a confirmacdo de achados de literatura mesmo sob as adversidades impostas neste momento

historico nas nossas condigdes locais.

A revisdo bibliogréfica, ndo hé artigos multicéntricos em imunocitoquimica de efusées
e lavados peritoneais, e assertivamente, tem-se neste ensaio um N similar a varios trabalhos da
literatura médica citados previamente a discussdo (DEKKER; BUPP, 1978; EDWARDS;
OATES, 1995; KIM, Jo Heon et al., 2010; LEW et al., 2020; NAKAYAMA et al., 2016;
POMJANSKI et al., 2005). Este presente estudo, portanto, ndo abriga disparidades

significativas em relacéo & literatura consultada neste quesito.
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Na nossa analise, a busca foi realizada com GATA-3 e RE ou HMBE e PAXS8, auxiliada
pelo TTF-1 e marcadores de exclusdo de carcinoma metastatico. Muitos outros marcadores ndo
puderam ser testados, por motivos de logistica e financiamento. Para refinamento do estudo,
seria desejavel, dentre outros, o teste de marcadores para carcinoma de pulmao, trato
gastrointestinal, e ovario. Como exemplo, seria desejavel ter a disposicdo a Napsina-A,
marcador citoplasméatico expresso em adenocarcinomas pulmonares, que reforcaria a
confirmacéo do sitio primario pulmonar, tendo em vista que alguns tumores pulmonares podem
muito raramente expressar GATA-3 (TURNER et al., 2012; ZHAO, Lianhua et al., 2019).
Marcadores Uteis para tumores gastrointestinais, como 0 SATB2 e 0 CDX-2 seriam também de
grande valia para confirmag&o destes sitios (DABIR; SVANHOLM; CHRISTIANSEN, 2018);
marcadores Uteis para a exclusdo de tumores ovarianos como os citados em recente estudo -
Uroplaquina Il, SOX2, e SALL4 (REN; KLUMP, 2019).

Outra situacdo desejavel é a dupla marcacdo de antigenos em uma mesma lamina
citopatoldgica. Dois marcadores — um de membrana ou citoplasmatico e outro nuclear — podem
potencializar o entendimento da imunoexpressdo dos antigenos na mesma célula e classifica-la
com mais propriedade, sem a necessidade de repeticdes de laminas, minimizando o gasto do
material e dobrando as possibilidades de testagem da amostra. (AVIVI; ROSEN; GOLDSTEIN,
1994). A dupla marcagdo é ainda mais util em imunocitoquimica pois facilita, ao possibilitar a
visualizacdo de dois marcadores em uma mesma célula, a determinacdo de sua histogénese,
mas também a utilizacdo de marcadores antagbnicos para células que formam grupamentos
citomorfologicos similares, diferindo-as na mesma lamina, e assim possibilitando melhor
diagnéstico diferencial (SHIDHAM; VARSEGI; D’AMORE, 2010).

A técnica vem sendo refinada com o tempo, e mostra-se de grande futuro frente as
técnicas de aquisicdo e interpretacdo digital de imagem. Os escores obtidos de maneira
semiquantitativa por leitura da lamina histologica por um observador podem ser substituidos
por valores paramétricos com auxilio de captura digital da imagem e leitura por software,
aumentando as possibilidades interpretativas destes valores (VAN DER LOOS, 2010).

Similarmente, a aquisicdo digital de imagens e sua interpretacdo por algoritmo digital
sdo campos de estudo amplos, 0s quais necessitam de equipamentos, software e treinamento

distintos do escopo do presente estudo.
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7. CONCLUSOES

GATA-3 e PAX8, como marcadores imunocitoquimicos e na técnica utilizada,
apresentam elevada acurécia e escore de positividade para identificacdo de sitio priméario de

mama e ovario, respectivamente, em carcinoma de efusdes e lavados peritoneais.

Os marcadores HBME e RE ndo possuem acuracia elevada, porém em cenarios
especificos podem contribuir no algoritmo para identificacdo do sitio primario de carcinoma

em efusGes/lavado peritoneal, principalmente para identificacdo de sitio primario em ovério.

Os marcadores do painel inicial ndo foram expressos em células mesoteliais benignas,
que sdo frequentemente encontradas nestes tipos de amostra e podem ser morfologicamente
confundidas com células de carcinoma. Este resultado sugere uma alta especificidade destes
marcadores para amostras malignas e, dessa forma, diminui a probabilidade de falso-
positividade por erros de interpretagdo morfoldgica.

O painel inicial incluindo GATA-3, PAX8 e TTF-1 possibilita, com elevada
sensibilidade e especificidade, a identificacdo dos sitios primarios mais provaveis e exclusdo
de outros sitios mais frequentes de carcinomas em efusdes e lavado peritoneal em mulheres. Os
resultados obtidos ressaltam a importancia do uso de painel de marcadores imunocitoquimicos
a fim de evitar a identificacdo incorreta de sitios primarios em efusdes e lavados peritoneais

malignos.
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8. ANEXOS

8.1. TECNICAS UTILIZADAS:

APENDICE A - Preparo de PBS

e NaCl (137mM)

e KCI (2,7mM)

e Na;HPO4 (10mM)

e KH2PO4 (2mM)

e Ajustar o pH para 7,4

e Completar o volume com &gua destilada para 1 L e autoclavar

APENDICE B - Preparo tamp&o de hemolise

o NH4CI (145 mM)
e NH4HCO3 (10 mM)

e Completar o volume com agua destilada para 2 L e autoclavar

APENDICE C- Hematoxilina de Harris

e Hematoxilina. 0,48% (p/v)
e Etanol absoluto 4,8% (v/v)
o KAI(SO4): (384 mM)

e HgO (11mM)

e Completar o volume com &gua destilada para 1.050 mL

Protocolo: Dissolver o alimen em &gua destilada com o auxilio de uma placa
aquecedora e um agitador magnético. Misture a hematoxilina no etanol a temperatura ambiente
em outro recipiente separado. Lentamente, combinar as duas solugdes aquecendo em placa
aquecedora, até entrar em ebulicdo. Retirar da fonte de calor e acrescente lentamente o 6xido
mercurio. Retornar a solucdo para a fonte de calor até que tome a tonalidade purpuro-escura.

Aguardar esfriar.
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APENDICE D - Corante orange G:

I- Solucdo estoque de orange G 10%
e Orange G - 10% (m/v)

e Completar o volume com agua destilada para 100 mL

I1- Solucéo de uso do orange G :
e Solucdo estoque 2% (v/v)
e H3P(WS3010)s (0,0624 mM)
o Etanol 95% - 98%(v/v)

APENDICE E - Corante EA-65:
I- Solucdes estoque eosina Y a 20%:

eEosina’Y 20% (m/v) em agua destilada

I1- Solucéo estoque light-green SF a 3%:
e Light-green SF 3% (p/v) em &gua destilada

I11- Solucéo de uso do EA-65:
e Solucdo estoque de eosina Y - 2% (v/v)
e Solucdo estoque de light-green SF- 1% (v/v)
e H3P(W3010)4 — 0,832 mM
e Etanol 95% - 70% (v/v)
e Metanol absoluto- 25% (v/v)

e Acido acético glacial- 2% (v/v)

APENDICE F - Preparo da solucéo de recuperagio

I- Tampao citrato
e CgHgO7.H20 (12mM) em agua destilada
e Completar o volume com &gua destilada para 1L

e Ajustar o pH para 6 e armazenar em geladeira

I1- Solucéo de recuperacao
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e Tampdo citrato - 250 mL
e Tween 20 —0,0002% v/v

APENDICE G — Preparo de tamp&o TBS

I- Preparo do Tris pH 7,3

e Tris (0,2 M)

e HCI(N/10)

e Ajustar para pH 7,3 e conservar em geladeira
I1- Preparo do tampdo TBS

e TrispH7,3-11% viv

e NaCl (146,5 mM)

e Ajustar para pH 7,3 e conservar em geladeira
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8.2. PARECER CONSUBSTANCIADO DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA.

FACULDADE DE MEDICINA DA

UNIVERSIDADE DE BRASILIA - W
UNB

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titule da Pesguisa: ESTUDO DA VIABILIDADE TECMICA E FINANCEIRA DO PREFARD DE AMOSTRAS
CITOLOGICAS PELO METODO PLASMA-TROMBOPLASTIMNA PARA DIAGNOSTICO
DE CANCER E DOENGAS INFECCIOSAS NO SUS

Pesquisador: FABIAMA PIRANI CARNEIRD

Area Tematica:

Wersdo: 1

CAAE: 24150214.8.0000.5558

Instituigao Proponente: Faculdade da Medicinag da Universidade de Brasilia - UNS

Patrocinador Principal: Financiamento Proprio
DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 785.140
Data da Relatoria: 2708722014

Apresentagao do Projeto:

O estudo de amostras citologicas (ligquido pleural, liguido ascitico, liguido pericardico, lavados peritoneal &
broncoalveolar, liguor, descarga mamilar,

aspirados de mama e firecide) & um procedimento de rotina no diagndstico & acompanhamento de
pacienies com canceres de elevada incidéncia e

morbimortalidade como carcinomas de mama, prostata, pulmdo, estdmago e tireoide, ete. Amostras
citolégicas sdo também usadas para o

diagndstico de doengas infecciosas crdnicas bacterianas e fungicas. A citologia € um método diagndstico
acessivel, rapido, de baixo custo e pouco

invasivo, mas apresents sensibilidade e especificidade baixas decorrente principalments da escassez de
celulas necoplasicas & de agantes

infecciosos encontrados nas amosiras. Emblocado celular ou “cell block™ consiste em uma forma de
preparacdo da amostra citoldgica em que as

amostras s3o citocentrifugadas, emblocadas em parafina e submetidas a processamento histologico habitual
& tem como wantagem 3 possibilidade

de reslizagdo de reagdes imunocitoguimicas & de coloragdes especiais para sumentar 3 sensibilidade e

especificidade ds citologia. Atualmente, nos

Enderago: Unnersdade de Brasilia, Campues Universitirio Darcy Ribeim - Faouldade de Medicina
Balma: Asa Nare CEP: 700310-200

UF: OF Munlciplo: BRAZILIA

Talefone: (&1)3107-1918 E-mall:  fmdi@iumb.br
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laboratérios de Anatomia Patologica, apenas parte das amosiras e citocenirifugada sendo a amostra
residusl desprezada & os emblocados

preparados apenas daguelas amostras que spresentam residuos =0lidos. A aplicacdo & mistura de plasma e
tromboplastina nos citocentrifugados

possibilita a formagdo de coagulos, contendo células do centrifugado da amostra, os guais podem ser
emblocados em parafina. Atraves deste

método plasma-fromboplastiina qualguer e toda a amostra pederia ser emblocada, arquivada e ser utilizada
para estudo imuno-histoguimico e

coloragdes especiais.

Objetivo da Pesquisa:

O estudo tem por objetive avaliar a viabilidade técnica e financeira do emprego método plasma-
tramboplastina na

preparagdo de emblocados celulares de amostras citologicas (liquido pleural, ascittico, liquide pericardico,
lavados pertoneal e broncoalveaolar,

liquor, descarga mamilar, aspirados de mama e firecide), bem como avaliar o ndmero, distribuigdo e
preservacdo das células, 2 expressZo de marcadores

imunocitogquimicos e mlurags:J"EE especiais nos emblocados celulares preparados pelo meétodo plasma-
tromboplastina & avaliar 3 sensibilidade e

especificidade do método, considerando o resuliado do estudo histopatoldgico com metodo padrac-ouro.

Avaliagdo dos Riscos e Bensficios:

Riscos:

Os procadimentos usados para a coleta de amostras s3o procedimentos padronizados e realizados na
rotina, o que ndc acarretara ao paciente risco ou

desconforto adicional, visio que serdo coletsdas as amostras citoldgicas apos procedimentos de intervencio
rotingiros inerentes 3 assisténcia medica prestada sos pacientes. Ademais, serdo ulilizadas a5 amaostras
descartadas pelo laboratorio de analizes clinicas.

Bensficios:

O emprego de novas técnicas na pesguisa de células neoplasicas pode resultar em aumento significative da
sensibilidade d= citologiz & da

imunocitoguimica gque sac técnicas empregadas na rotina do laboratario de anatomia patologica para o
diagnéstico de neoplasias pimarias e

mietzstaticas &, consequentemenis, para o estabelaciments da conduta, estadiameanto &
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prognastico do paciente com cancer. Além disso, frata-sa de
proposis de emprego de técnica acessivel & de custo baixo & que poderia ser aplicada em servicos pdblicos

de sadide.

Comentarios e Consideragies sobre a Pesguisa:
O estudo & de grande relevancia pois uma vez que ird verificar a viabilidade de métodos diagndsticos que

visem & deteccdo precoce & scompanhsmento do cincer & de doengas infectiosas crinicas.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagdo obrigatoria:
A pesquisadora spresenta toda 2 documentagdo exigida & também solicits 2 dispensa do TCLE. o que

considero pertinente tendo em vista que serdo ulilizadas na pesquisa apenas as amostras residuais.

Recomendagoes:

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:

Considerando que:

O projeto esta bem instruide, 2 jusiificativa para o pesquisa € clara e bem fundamentada;
A solicitag3o de dispensa do uso do TCLE & pertinente;

O procedimenio de coleta de dados ndo acarreta riscos aos sujeitos:

M&a ha pendéncias ou inadequacdes referentes ao projeto de pesquisa analisado,

sou de parecer favoravel 3 aprovacSo do projeto.

Situagdo do Parecer:
Aprovado

MNecessita Apreciagdo da CONEP:

Mao

Consideragoes Finais a criterio do CEP:

O colegiado por maioria aprovou o projeto, na integra. Vencido, parcialmente, um dos membros, que ndo
aprovou a Iiberaga‘n do TCLE.

Considerando que:

O projelo esta bem instruide, 2 justificativa para o pesquisa € clara & bem fundamentada;

A solicitagSo de dispensa do uso do TCLE & pertinente;

O procedimenio de coleta de dados ndo acarreta riscos aos sujeitos:

M&a ha pendéncias ou inadequagdes referentes ao projeto de pesquisa analisado,

sou de parecer favoravel & aprovacSo do projefo.
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