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RESUMO

A citologia de efus@es (liquido pleural, liquido ascitico e liquido pericardico) e lavado
peritoneal € um procedimento de rotina no diagndstico e acompanhamento de
pacientes com canceres. O “cellblock” € um dos métodos de preparo de amostras
citolégicas e apresenta algumas vantagens em relacdo ao citocentrifugado. A
imunocitoquimica € um método complementar a citologia para auxilio no diagnostico.
O painel de marcadores imunocitoquimicos usado na diferenciacdo entre células
mesoteliais e epiteliais malignas € amplo e de custo elevado. Considerando as
implicacdes progndsticas e terapéuticas do diagnoéstico do carcinoma em liquidos e
lavados, o objetivo deste estudo foi avaliar a sensibilidade dos principais marcadores
imunocitoquimicos de carcinoma nas amostras enviadas para o laboratério de
Anatomia Patologica visando aplicacdo na pratica clinica. O presente trabalho
constitui-se em um estudo observacional e transversal no qual foram analisadas
amostras de efusfes e de lavados peritoneais enviadas ao Laboratdrio de Anatomia
Patologica do Hospital Universitario de Brasilia — HUB nos anos de 2013 e 2017. As
amostras foram preparadas por “cell block” usando o método plasma-tromboplastina.
Foram usados os marcadores: Claudin-4, MOC-31, Ber-EP4, CEA, IMP3 e pl16. O
diagnéstico de carcinoma foi estabelecido pela identificacdo de, pelo menos, dois
dos seguintes marcadores: MOC-31, Claudin-4, Ber-Ep4, CEA e IMP3. Um total de
51 amostras de liquidos/lavados com diagndstico citolégico e imunocitoquimico de
carcinoma metastatico foram analisadas. Os sitios primarios mais frequentes dos
carcinomas foram ovario (28,57%), mama (26,19%) e pulméao (19,04%). Claudin-4
foi o marcador de maior sensibilidade (100%). MOC-31 foi o segundo marcador de
maior sensibilidade (98%). As sensibilidades dos marcadores Ber-Ep4, p16, IMP3 e
CEA foram, respectivamente, 80%, 71,73%, 62,16% e 45,45%. Claudin-4 e MOC-
31, considerando a elevada sensibilidade e a expressdao em carcinomas de
diferentes sitios primarios e tipos histolégicos, sdo os marcadores mais indicados

para a deteccao de carcinoma em liquidos/lavados.

Palavras-chave: imunocitoquimica, citologia, cellblock, MOC-31, Claudin-4, efusfes,

liguidos e lavado peritoneal.



ABSTRACT

The cytology of effusions (pleural fluid, ascitic fluid and pericardial fluid) and
peritoneal washes is a routine procedure in the diagnosis and follow-up of patients
with cancers. Cellblock is one of the methods of preparation of cytological samples
and has some advantages over cytocentrifugation. Immunocytochemistry is a
complementary method to cytology to aid in diagnosis. The panel of
immunocytochemical markers used in the differentiation between mesothelial and
malignant epithelial cells is large and costly. Considering the prognostic and
therapeutic implications of the diagnosis of carcinoma in liquids and washes, the
objective of this study was to evaluate the sensitivity of the main
immunocytochemical markers of carcinoma in the samples sent to the Laboratory of
Pathology for clinical application. The present study is an observational and cross-
sectional study in which effusions and peritoneal washes sent to the Laboratory of
Pathological Anatomy of the Hospital Universitario de Brasilia (HUB) in the years of
2013 and 2017 were analyzed. The samples were prepared in cellblock by the
plasma-thromboplastin method. Claudin-4, MOC-31, Ber-EP4, CEA, IMP3 and p16
were used. The diagnosis of carcinoma was established by the identification of at
least two of the following markers: MOC-31, Claudin-4, Ber-Ep4, CEA and IMP3. A
total of 51 liquid / washes samples with cytological and immunocytochemistry
diagnosis of metastatic carcinoma were analyzed. The most frequent primary sites of
carcinomas were ovarian (28.57%), breast (26.19%) and lung (19.04%). Claudin-4
was the most sensitive marker (100%). MOC-31 was the second most sensitive
marker (98%). The sensitivity of Ber-Ep4 was 80%, pl6 was 71.73%, IMP3 was
62.16% and CEA was 45.45% in total samples. Claudin-4 and MOC-31, considering
the high sensitivity and expression in carcinomas of different primary sites and
histological types, are the most indicated markers for the detection of carcinoma in

liquids / washes.

Key words: immunocytochemistry, cytology, cellblock, MOC-31, Claudin-4,
effusions, liquids and peritoneal washes.
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1 INTRODUCAO

De acordo com as estimativas do Instituto Nacional do Cancer para o
biénio 2018-2019, o Brasil devera registrar 600 mil novos casos de cancer®. A
citologia de amostras de efusdes (liquido pleural, peritoneal e pericardico) e
lavado peritoneal € um procedimento de rotina no diagndstico, estadiamento e
seguimento de pacientes com cancer?.

O “cellblock” € um dos métodos de preparo de amostras citologicas e
apresenta algumas vantagens em relacéo ao citocentrifugado®.

Apesar de ser considerada um método diagnéstico acessivel, rapido, de
baixo custo e pouco invasivo, a citologia apresenta limitacdes, sendo muitas
vezes dificil diferenciar, neste exame, as células benignas das malignas ou
mesmo identificar a origem de uma célula neoplasica*”.

A imunocitoquimica € um método complementar a citologia para auxilio
no diagnéstico*®. Os marcadores imunocitoquimicos usados na pesquisa de
carcinomas em efusfes e lavado peritoneal podem ser divididos nos seguintes
grupos: 1) marcadores de células mesoteliais; 2) marcadores de células
epiteliais; 3) marcadores de malignidade/proliferacéo celular; 4) marcadores de
transicao epitelial-mesenquimal/’stemcell” e 5) marcadores de sitio primario.

O painel de marcadores imunocitoquimicos usado na diferenciacéo entre
células mesoteliais e epiteliais malignas é amplo e de custo elevado.
Considerando as implicacbes prognosticas e terapéuticas do diagnostico do
carcinoma em liquidos e lavados, o objetivo deste estudo foi avaliar a
sensibilidade dos principais marcadores imunocitoquimicos de carcinoma em
amostras de liquidos e lavado peritoneal enviadas para o laboratorio de
Anatomia Patoldgica visando aplicacao na pratica clinica.

O exame morfolégico das amostras citolégicas de efusdes ndo é uma
ferramenta isolada de alta sensibilidade na distingdo entre células malignas e
células mesoteliais reativas. A imunocitoquimica € comumente um método
utilizado para aumentar a sensibilidade e especificidade diagnostica.

Um dos maiores desafios na rotina diagnoéstica em citologia de efusdes e
liguidos €é a distingdo entre adenocarcinomas, mesotelioma e células

mesoteliais reativas. Muitos estudos investigaram marcadores para células
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mesoteliais reativas e adenocarcinomas, mas nenhum encontrou um marcador

diagndstico inequivoco para ambos.
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2 REVISAO DA LITERTURA

2.1 CITOLOGIA

Os tipos celulares geralmente identificados na citologia de efusbes ou
liquidos cavitarios (pleural, peritoneal e pericérdico) e de lavado peritoneal séo
as células mesoteliais, macréfagos e leucécitos® 2.

As células mesoteliais sédo células epiteliais especializadas que revestem
as cavidades serosas (pleural, pericardico e peritoneal) e sofrem hipertrofia e
hiperplasia em resposta a uma ampla variedade de estimulos®”®. Na presenca
de um derrame, qualquer que seja sua causa, as células mesoteliais esfoliam,
muitas vezes em grande numero, como células isoladas ou como aglomerados
coesos de células®’®. Estas células podem formar arranjos e apresentar atipias
celulares que tornam dificil distingui-las das células epiteliais malignas®’?®.

As efusdes associadas ao cancer sao resultado de obstrucdo venosa
causada por neoplasia, de alteracfes inflamatdrias secundarias a neoplasia e
de secrecao produzida pela propria neoplasia. Nesses derrames, o numero de
células neoplasicas pode variar consideravelmente, e, geralmente, contém
células benignas (mesoteliais, macréfagos e leucécitos), que, frequentemente,
estdo em maior nimero que as células neoplasicas®’®.

A maioria das neoplasias nas efusdes serosas sdo do tipo
adenocarcinomas, carcinomas de pequenas células, carcinomas de células
escamosas queratinizantes, melanomas e linfomas®’®. Os adenocarcinomas
sdo o tipo mais comum de células neoplasicas encontradas nas efusdes
serosas®’®. A maioria das células de adenocarcinoma nas efusdes serosas
tem origem em adenocarcinomas da mama, pulmao ou ovario®"®. As células
podem mostrar as caracteristicas classicas do adenocarcinoma tais como
grupos coesos compostos de células grandes com nucleos excéntricos, com

678 Entretanto, células de

nucléolos proeminentes e citoplasma vacuolado
adenocarcinoma em efusfes apresentam grande variacdo morfologica, nao
apenas nas células, mas também no seu grau de organizacdo®’®. Células de

adenocarcinoma podem estar isoladas ou agrupadas formando estruturas
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papilares ou esferas. Nado € possivel, apenas pela analise morfoldgica, sugerir

o sitio priméario do adenocarcinoma®"?.

2.2 “CELL BLOCK”"

“Cellblock” consiste em uma forma de preparacédo citolégica na qual o
precipitado da amostra centrifugada € incluido em parafina e submetido a
processamento histolégico habitual® 2.

Na rotina diagnéstica, o “cellblock” é um método complementar ao
citocentrifugado no preparo de amostras de citologia esfoliativa
(efusdes/liquidos das cavidades pleural, peritoneal e pericardica, lavados
peritoneal e broncoalveolar e liquor) e citologia aspirativa®’®.

O método utiliza técnicas histoldgicas para o processamento e, portanto,
oferece como vantagem: varias se¢cdes do mesmo material podem ser coradas
com corantes de rotina, como hematoxilina e eosina, ou com coloracées
especiais para a identificacdo de mucina, melanina, bactérias e fungos e, além
disso, podem servir para imunocitoquimica®’®. O beneficio adicional da técnica
de “cellblock” € a presengca de residuos solidos que permitem o
reconhecimento de padrBes histologicos da lesdo que ndo podem ser
identificados em esfregacos e citocentrifugados®’?®.

Nas amostras em que ha necessidade de realizacdo de
imunocitoquimica, o “cellblock” apresenta algumas vantagens em relacdo ao
citocentrifugado: facilidade de interpretagdo morfolégica, menor relagdo custo-
beneficio, possibilidade de realizacdo de maior numero reacdes
imunocitoquimicas e de arquivamento do bloco de parafina para uso em
técnicas futuras®*®,

As amostras citolégicas, mais frequentemente enviadas para o
laboratorio de Anatomia Patoldgica, nas quais o “cellblock” pode ser usado sao
as efusbes (liquido pleural, ascitico e pericardico), lavados (peritoneal e
broncoalveolar), liquor, aspirados de lesdes cisticas e amostras citolégicas em

meio liquido.
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Varios métodos de preparo de “cellblock”, com uso de diferentes
substancias, sdo wusados: “agar’, “HistoGel’, “collodion” e “plasma-
tromboplastina/trombina™®?°. O preparo automatizado do “cellblock” também

tem sido utilizado®>3!

. Ha uma variacédo significativa na descricdo de cada
técnica com relacdo a fixacdo da amostra, volume e concentracdo das
substancias empregadas, o que dificulta comparar a eficacia dos métodos.
Dentre estes, os mais usados sao os métodos “agar” e “plasma-
tromboplastina/trombina”.

Dentre os métodos de preparacdo de “cellblock” descritos, o método
“plasma-tromboplastina/trombina” (figura 1) tem sido considerado uma técnica
de facil execucdo e de melhor qualidade para aplicacéo de imunocitoquimica®*
% Atualmente, na maioria nos laboratérios de Anatomia Patoldgica, apenas
parte das amostras € citocentrifugada e o “cellblock” é preparado apenas
daquelas amostras que apresentam residuos sélidos. Ao adicionar plasma e
tromboplastina nos precipitados dos centrifugados, possibilita-se a formagéo de
coagulos contendo células da amostra, 0os quais podem ser incluidos em
parafina. Através deste método “plasma-tromboplastina/trombina”, a principio,
qualquer e toda a amostra poderia ser arquivada e ser utilizada para estudo

imunocitoquimico.



&
Sediment
Decant supernatant Remove excess supernatant
Add plasma to sediment Add thrombin to sediment
Clot formation Clot to paraffin block

H&E

Cell block section
Figura 1 - Método “plasma-tromboplastina”.

Fonte: Jain e col. (2014).
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2.3 MARCADORES IMUNOCITOQUIMICOS

O painel imunocitoquimico usado para o diagnoéstico de adenocarcinoma
em liquidos pleurais e lavado peritoneal inclui marcadores de células
mesoteliais (WT-1, calretinina, HBME, D2-40, etc), marcadores “epiteliais” (
MOC-31, Ber-EP4, CEA, Claudin-4, B72.3) e outros como IMP3 e CD15, ja que
nenhum marcador, isoladamente, tem alta sensibilidade e especificidade para

3741 No contexto de

diferenciar as células epiteliais malignas das mesoteliais
pacientes com histéria prévia de carcinoma, marcadores especificos do sitio
primério, como TTF-1 (para pulmao e tireoide), CDX-2 (para o célon) e RE
(para mama) podem auxiliar no diagnéstico***.

No presente estudo, foram usados os seguintes marcadores: Claudin-4,
MOC-31, Ber-EP4, CEA, IMP3 e p16.

Claudin-4 é parte de uma familia de proteinas transmembranas que esta
associada a juncdo intercelular e sua expressao ocorre na maioria das células
epiteliais®*®. As proteinas da familia “Claudin” compreendem mais de 20
membros constituintes funcionais importantes de juncdes intercelulares®>*°.
Eles estdo presentes nas interfaces celulares epitélio e endotelial e contribuem
para a adesdo mecanica, controle do fluxo de ions, manutencéo da polaridade
das células e para recrutamento de proteinas de sinalizacdo, elas podem ainda
regular proliferacéo e diferenciacéo celular*’. A expresséo imuno-histoquimica
e imunocitiquimica de claudin-4 em adenocarcinoma tem sido usada no
diagnéstico diferencial com mesotelioma maligno e células mesoteliais reativas,
com alta sensibilidade e especificidade, em amostras teciduais e citolégicas*®
54.

O anticorpo MOC-31 reconhece o dominio extracelular da molécula de
adesdo celular epitelial (Ep-CAM) presente na membrana de células
epiteliais. Este anticorpo tem sido usado para distinguir células mesoteliais de
adenocarcinomas em fluidos de efus&o®®®*,

Ber-EP4 € um anticorpo monoclonal que, assim como o MOC-31,
reconhece o dominio extracelular da molécula de adesao celular epitelial (Ep-
CAM) presente na membrana de células epiteliais, mas ndo em células

mesoteliais reativas ou malignas®*°°>"®2, Um ndmero crescente de estudos
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tem mostrado a capacidade deste anticorpo para ser um marcador no
diagnostico diferencial entre adenocarcinomas e células mesoteliais malignas
ou reativas.

O anticorpo monoclonal IMP3 (Insulin-like growth factor-1 mMRNA-binding
protein 3) reage contra um membro da familia de proteinas de ligacdo a mRNA
do fator de crescimento semelhante & insulina Il (IGF-I)*. Esta proteina regula
transcritos do fator de crescimento semelhante a insulina tipo Il durante a
embriogénese e mais tarde é expressa em uma proporcao de células de varios
tipos de tumores. IMP3 é uma proteina que esta envolvida na carcinogénese e
€ considerada um indicador de mau progndstico para numerosos tumores
malignos como o melanoma e carcinoma colorretal, prostatico, hepatocelular,
urotelial, renal, pulmonar, oral, pancreético, de cabeca e pecoco e cervical®* 2.

O CEA (carcinoembryonic antigen) é um componente glicoproteico do
epitélio que é expresso em Vvarios tumores especialmente aqueles de origem
epitelial. Em estudos recentes tem sido usado na diferenciacdo entre
carcinomas e células mesoteliais reativas e malignas’*"®.

A proteina p16 € membro da familia Ink4, inibidor da ciclina dependente
de quinase 4 e possui atividade biolégica antiproliferativa. A superexpressao
desta proteina tem sido observada principalmente em tumores associados a
infeccdo pelo HPV, anogenitais e de cabeca e pescoco®. Em efusdes, a
proteina € positiva em mesotelioma e usada para diferenciar células

mesoteliais reativas de mesoteliais malignas®-®.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL
Avaliar a sensibilidade dos principais marcadores de carcinoma em

amostras de liquidos e lavado peritoneal.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

. Avaliar a frequéncia dos tipos de liquido/lavado entre as amostras com
carcinoma.

. Avaliar a frequéncia dos tipos de liquido/lavado entre as amostras com
carcinoma de sitio priméario conhecido e desconhecido.

. Avaliar a frequéncia dos sitios primérios entre as amostras de
carcinoma com sitio primario conhecido.

. Avaliar a distribuicdo dos sitios primarios de acordo com o tipo de
liquido/lavado.

. Avaliar a sensibilidade de Claudin-4, MOC-31, Ber-Ep4, pl6, IMP3 e
CEA para identificagdo de carcinoma no total de amostras, de acordo com o

sitio primario do carcinoma e de acordo com o tipo histolégico do carcinoma.
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4 METODOS

4.1 AMOSTRAS

O presente trabalho constitui-se em um estudo observacional e
transversal no qual foram analisadas amostras citolégicas de liquidos (pleural,
ascitico e pericardico) e de lavados peritoneais enviadas ao Laboratorio de
Anatomia Patolégica do Hospital Universitario de Brasilia — HUB nos anos de
2013 e 2017.

Critérios de Incluséo.

Foram incluidas amostras de liquidos (pleural, ascitico e pericardico) e
de lavados peritoneais com diagndstico citologico e imunocitoquimico de
metastase de carcinoma de sitio primario conhecido ou desconhecido.

Critérios de Exclusao.

Foram excluidas do estudo as amostras de pacientes menores do que
18 anos, indigenas, incapazes, e casos de negativa na participacdo do estudo.

O projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa —
CEP-FM, CAAE: 34150314.9.0000.5558

4.2 PREPARO DAS AMOSTRAS - “CELLBLOCK”

4.2.1 Método “plasma-tromboplastina”

4.2.1.1 Indicacdo: Amostras sem ou com pequena quantidade de
sedimento e amostra com sedimento de sangue (sem

anticoagulante).

4.2.1.2 Material:
. Plasma humano
. Tromboplastina (NEOPLASTINE r Cl PLUS 5)
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. Tubo Falcon de 15ml.
. Micropipetas
. Ponteiras

. Formol a 10%

4.2.1.3 Técnica:

1) Retirar o plasma previamente para descongelar.

2) Centrifugar a amostra por 5 minutos a 1500 RPM

3) Desprezar o sobrenadante com a pipeta

4) Adicionar 50ul de plasma no precipitado e homogeneizar

5) Adicionar 50ul de tromboplastina e homogeneizar por cerca de
minuto

6) Deixar o coagulo se formar em até 2 minutos

7) Quando o coagulo ndo se formar, repetir a técnica ou usar o
metodo “agar”

8) Apods a formacdo do coagulo adicionar 2ml de formol no frasco
para promover o deslocamento do coagulo do fundo do frasco e
fixacdo da amostra.

9) Retirar o coagulo do frasco, envolver em papel manteiga e
colocar em cassete para processamento histolégico habitual e

coloragéo pela Hematoxilina-eosina (HE).

4.2.1.4 Observacgoes:

1) Se a amostra foi fixada com o alcool ou enviada com
anticoagulante, o sedimento deve ser lavado varias vezes com
uma solucdo salina ou PBS, uma vez que estas substancias
inibem a coagulagdo com plasma e tromboplastina.

2) Nas amostras incolores, recomenda-se colocar eosina no
coagulo antes do processamento histologico para facilitar a
incluséo.

3) O plasma usado na técnica foi obtido no laboratério de
hematologia, distribuido em “eppendorfs” e preservado no
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congelador por até 3 meses. Alguns minutos antes do uso, O
plasma era mantido em temperatura ambiente até se tornar

liquido.

4.2.2 Método “agar”

4.2.2.1 Indicacdo: Amostras com grande quantidade de

sedimento.

4.2.2.2 Material:

. Agar (Agar bacterioldgico- Himedia)
. Tubo Falcon de 15ml.

. Micropipetas

. Ponteiras

. Formol

4.2.2.3 Técnica:

1) Preparo do Agar: 1% a 5% (dissolver 1 a 5g de agar bacteriano
em 100 ml de agua fervente)

2) Centrifugar a amostra por 5 minutos a 1500 RPM

3) Desprezar o sobrenadante com a pipeta

4) Adicionar de 200ul a 500ul de agar no precipitado (de acordo
com a quantidade de sedimento) e homogeneizar por cerca de 1
minuto.

5) Apos a formacdo do gel acrescentar 2ml de formol no frasco
para promover o deslocamento do gel do fundo do frasco e
fixacdo da amostra.

6) Remover o gel do frasco e colocar em cassete para
processamento  histolégico  habitual e coloracdo pela
Hematoxilina-eosina (HE).



25

4.2.2.4 Observacoes:

1) O agar dissolvido deve ser colocado em frascos de vidro
estéreis com uma tampa de rosca. A tampa do frasco deve ser
fechada frouxamente até resfriamento e endurecimento e, em
seguida, completamente fechada e o frasco armazenado em uma
geladeira. Quando for usar, derreter o agar em um banho de agua
a60°C.

2) Descartar o 4gar ndo utilizado no final do dia.

4.3 IMUNOCITOQUIMICA

4.3.1 Técnica

As reacbes imunocitoquimicas foram realizadas em “cellblocks”
preparados das amostras seguindo as seguintes etapas:

1) Recuperacao antigénica: Realizada com de tampéo citrato (10mM -

pH6,0) em vaporizador (Steamer) entre 96 a 99°C, por 20 min, com as

laminas submersas neste tampao.

2) Resfriamento a temperatura ambiente, imersas no tamp&o citrato por

20min ou até o tampéao estiver na temperatura de 50 °C.

3) Lavagem das laminas em agua destilada em cinco banhos.

4) Bloqueio da peroxidase endodgena: com peroxido de hidrogénio +

DH,0O na proporcao de 26ml de H,O, para 230ml de DH,O — 2 banhos

de 15 minutos.

5) Lavagens em agua destilada em trés banhos.

6) Imersao em tampao TBS (Tris buffered Saline) + tween, e remocao do

excesso de TBS + tween nas laminas com papel toalha para serem

submetidas a imunocoloracao.

7) Incubacdo das laminas contendo as amostras com o anticorpo

primario em camara Umida overnight (18 horas) sob refrigeracdo (2-8°
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C). O clone, fabricante e a diluicdo dos anticorpos utilizados sao
apresentados na Tabela 1.

8) Lavagem das laminas com TBS + tween a fim de retirar o excedente
de anticorpo do material em 3 banhos de 3min minutos cada, retirar o
excesso de TBS + tween com papel toalha.

9) Incubagdo com o anticorpo secundario biotinilado (kit LSAB, Dako
Cytomation) em camara Umida a temperatura ambiente (ar condicionado
18 a 22°C.

10) Lavagem das laminas com TBS + tween em 3 banhos de 5 minutos
cada, retirar o excesso de TBS + tween com papel toalha.

11) Incubacao com o complexo streptavidina-peroxidase (kit LSAB, Dako
Cytomation) em camara Umida a temperatura ambiente (ar condicionado
18 a 22°C) durante 30 minutos.

12) Lavagem das laminas com TBS + tween em 3 banhos de 5 minutos
cada, retirar o excesso de TBS + tween com papel toalha.

13) Revelacdo: a imunocoloracdo foi desenvolvida pela adicdo de
substrato cromogénicodiaminobenzidina (DAB) (100mg%) com tampao
de diluigéo.

14) Lavagem em agua destilada.

15 Contra colora¢do com Hematoxilina de Harris.

16) Lavagens em agua corrente.

17) Desidratacdo em banhos de alcool (5 banhos).

18) Diafanizagcado em banhos de xilol (4 banhos).

19) Montagem com meio de montagem permanente (Entellan, Merck,

Alemanha) e laminula.
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Tabela 1. Anticorpos primarios usados na imunocitoquimica e seus respectivos
fabricantes clones, diluicbes, controles

Anticorpo Marca Clone Diluicdo Controle
Anticorpo

Epithelial Related Antigen | DAKO MOC-31 1:100 Mucosa intestinal
Claudin-4 NOVEX 3E2C1 1:100 Mucosa intestinal
Epithelial Antigen DAKO BerEp4 1:200 Mucosa intestinal
CEA DAKO -7 1:50 Mucosa intestinal
IMP3 DAKO 69.1 1:500 Carcinoma gastrico
P16 ZETA G175-405 1:50 Carcinoma cervical

4.3.2 Analise imunocitoquimica

As laminas coradas foram avaliadas independentemente por dois
patologistas. A reacdo foi definida como positiva quando mais de 1% das
células atipicas apresentaram marcacao de intensidade moderada a intensa e
de acordo com o padrédo estabelecido pelo fabricante para cada marcador:
MOC-31 (membrana e citoplasma), Claudin-4 (membrana e citoplasma),
BerEp4 (membrana e citoplasma), CEA (citoplasma), IMP3 (citoplasma e
nacleo), Calretinina (citoplasma e nacleo), HBME (membrana), CD68
(citoplasma) e LCA (membrana).

O diagnéstico de carcinoma foi estabelecido pela identificacdo de, pelo
menos, dois dos seguintes marcadores: MOC-31, Claudin-4, BerEp4, CEA e
IMP3.
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5 RESULTADOS
Um total de 51 amostras de liquidos/lavados com diagndstico citolégico
e imunocitoquimico de carcinoma metastatico foram analisadas. A frequéncia

dos tipos de liquido/lavado entre amostras esta disposta na Tabela 2.

Tabela 2. Frequéncia dos tipos de liguido/lavado entre as amostras com carcinoma

Tipo de liquido/lavado %

Liquido pleural 50,98% (26/51)
Liquido ascitico 33,33% (17/51)
Liquido pericéardico 9,8% (5/51)
Lavado peritoneal 5,88% (3/51)

Os sitios primérios dos carcinomas eram conhecidos em 82,35% (42/51)
das amostras. A frequéncia dos tipos de liquido/lavado entre as amostras com
sitio primario de carcinoma conhecido e desconhecido esta disposta na Tabela
3. Em todos os tipos de liquido/lavado, a maioria das amostras era de sitio
primario conhecido. A maior frequéncia de carcinoma de sitio primario

desconhecido foi observada em liquidos pleurais (30,76%).

Tabela 3. Frequéncia dos tipos de liquido/lavado entre as amostras com carcinoma de
sitio primario conhecido e desconhecido.

Liquido Liquido Liquido Lavado Total
otal
Pleural Ascitico pericardico peritoneal
Sitio primario conhecido 69,23% (18/26)  94,11% (16/17)  100% (5/5)  100% (3/3)  82,35% (42/51)
Sitio primério desconhecido 30,76% (8/26) 5,88% (1/17) 0% (0/5) 0% (0/3) 17,64% (9/51)

Total 100% (26/26) 1009%(17/17) 100% (5/5) ~ 100% (3/3)  100% (51/51)




29

Os sitios primarios conhecidos dos carcinomas metastaticos observados
nos liquidos/lavados estdo dispostos na Tabela 4. Os sitios primarios mais
frequentes dos carcinomas foram ovario (28,57%), mama (26,19%) e pulmao
(19,04%).

Tabela 4. Frequéncia dos sitios primarios entre as amostras de carcinoma de sitio
primario conhecido

Sitio primario do carcinoma N =42 (%)

Ovario 12 (28,57% )
Mama 11 (26,19%)
Pulmao 8 (19,04%)
Estébmago 4 (9,52%)
Colon 2 (4,76%)
Colo de (tero 2 (4,76%)
Pancreas 1 (2,38%)
Endométrio 1(2,38%)
Bexiga 1(2,38%)

A distribuicdo dos sitios primarios de acordo com o tipo de liquido/lavado
estd disposta na Tabela 5. A mama foi o sitio primario mais frequente dos
carcinomas metastaticos em liquidos pleurais e pericardicos e, 0 ovario, em
liquidos asciticos e lavados peritoneais.

Tabela 5. Distribui¢cdo dos sitios priméarios de acordo com o tipo de liquido/lavado

Liquido pleural  Liquido ascitico Liquido Lavado peritoneal
pericardico
Ovério 11,11% (2/18)  43,75% (7/16) 0% (0/5) 100% (3/3)
Mama 44,44% (8/18) 0% (0/16) 60% (3/5) 0% (0/3)
Pulmao 33,33% (6/18)  12,5% (2/16) 0% (0/5) 0% (0/3)
Estdomago 5,55% (1/18) 12,5% (2/16) 20% (1/5) 0% (0/3)
Célon 0% (0/18) 12,5% (2/16) 0% (0/5) 0% (0/3)
Pancreas 0% (0/18) 6,25% (1/16) 0% (0/5) 0% (0/3)
@olo de 0% (0/18) 6,25% (1/16) 20% (1/5) 0% (0/3)
lI;tr(?clzrlcc))métrio 5,55% (1/18) 0% (0/16) 0% (0/5) 0% (0/3)
Bexiga 0% (0/18) 6,25% (1/16) 0% (0/5) 0% (0/3)
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Dentre os carcinomas de sitio primario conhecido, 92,85% (39/42) eram
adenocarcinomas, 0s carcinomas restantes eram dos seguintes tipos
histol6gicos: carcinoma escamoso de colo do utero (n=1), carcinoma de
pequenas ceélulas do pulméao (n=1) e carcinoma urotelial de bexiga (n=1).

A sensibilidade de Claudin-4, MOC31, Ber-EP4, p16, IMP3 e CEA para a
identificag8o de carcinomas no total de amostras de liquido/ lavado de acordo
com o sitio primério do carcinoma esta disposta na Tabela 6. Claudin-4 foi o
marcador de maior sensibilidade (100%), a expressdo deste marcador foi
observada em todas as amostras de diferentes sitios primarios. MOC-31 foi o
segundo marcador de maior sensibilidade (98%), a expressao deste marcador
ndo foi observada apenas em 1 amostra de carcinoma de colo de utero. A
sensibilidade do Ber-Ep4 foi de 80% no total de amostras, de 100% em
carcinoma de sitio primario em ovario e elevada em carcinomas de sitio
primario em mama e estdbmago e moderada em carcinomas de pulméo. A
sensibilidade do pl6 foi de 71,73% no total de amostras, elevada nos
carcinomas de sitio primario em ovario e pulméo, mas baixa nos carcinomas de
mama e estdmago. A sensibilidade do IMP3 foi de 62,16% no total de
amostras, elevada em carcinoma de sitio primario em ovario, moderada em
carcinomas de mama e estdbmago e baixa em carcinoma de pulmo. A
sensibilidade do CEA foi de 45,45% no total de amostras, elevada em
carcinomas de estdbmago, moderada em carcinomas de mama e pulméo e
baixa em carcinomas de ovério.

Tabela 6. Sensibilidade dos marcadores de carcinoma no total de amostras de
liquido/lavado e de acordo com o sitio primario do carcinoma

Claudin-4 MOC-31 Ber-EP4 p16 IMP3 CEA
Total 100%(50/50)  98%(49/50)  80% (36/45)  71,73% (33/46) 62,16% (23/37) 45 450 (20/44)
Ovario 100% (12/12) 100% (11/11) 100% (11/11)  90% (9/10) 77,77% (7/9) 18,18% (2/11)
Mama 100% (10/10) 100% (11/11) 77.77% (8/10) 45,45% (5/11)  55,55% (5/9) 50% (5/10)
Pulmao 100% (8/8) 100% (8/8) 62,5% (5/8) 85,71% (6/7) 33,33% (2/6) 62,5% (5/8)
Estémago 100% (4/4) 100% (4/4) 75% (3/4) 33,33% (1/3) 66,66% (2/3) 75% (3/4)
Célon 100% (2/2) 100% (2/2) 100% (1/1) 100% (1/1) 100% (1/1) 100% (1/1)
Colo de ttero  100% (2/2) 50% (1/2) 100% (2/2) 100% (2/2) 100% (2/2) 50% (1/2)
Pancreas 100% (1/1) 100% (1/1) - 0% (0/1) - .

Endométrio  100% (1/1) 100% (1/1) - - - -

Bexiga 100% (1/1) 100% (1/1) 0% (0/1) 100% (1/1) 0% (0/1) 0% (0/1)
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A expressdo de Claudin-4 foi intensa e difusa nas amostras de
adenocarcinomas e na amostra de carcinoma epidermoide, de carcinoma de

pequenas ceélulas e de carcinoma urotelial. (Figura 2).

Figura 2. Imunocitoquimica para Claudin-4. Expressdo em membrana e citoplasma de
células de adenocarcinoma de pulméo (A, 200x), de carcinoma epidermoide de colo
de utero (B, 100x), de carcinoma de pequenas células de pulméo (C, 400x) e de
carcinoma urotelial de bexiga (D, 200X)
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A expressdao de MOC-31 foi intensa e difusa nas amostras de
adenocarcinomas e na amostra de carcinoma de pequenas ceélulas. Na
amostra de carcinoma urotelial, a expressdo foi moderada e em células

esparsas e, ha amostra de carcinoma epidermoide, ndo houve expressao.
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Figura 3. Imunocitoquimica para MOC-31. Expressdo em membrana e citoplasma de
células de adenocarcinoma de mama (A, 200x), de carcinoma de pequenas células de

pulméo (B, 400x) e de carcinoma urotelial de bexiga (C, 200X); Auséncia de expressao
em carcinoma epidermoide de colo de utero (D, 100x)



33

A expressdao de Ber-EP4 foi intensa e difusa nas amostras de
adenocarcinomas e moderada e difusa na amostra de carcinoma epidermoide.
N&o houve expressdo em amostras de carcinoma de pequenas células e de

carcinoma urotelial. Figura 4.
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Figura 4. Imunocitoquimica para Ber-EP4. Expressdo em membrana e citoplasma de
células de adenocarcinoma de ovério (A, 200x) e de carcinoma epidermoide de colo
de atero (B, 100x). Auséncia de expressao em carcinoma de pequenas células de
pulméo (C, 400x) e em carcinoma urotelial de bexiga (D, 200X)
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A expressdo de pl6 foi intensa/moderada e difusa nas amostras de

adenocarcinomas, na amostra de carcinoma epidermoide, na amostra de

carcinoma de pequenas células e na amostra de carcinoma urotelial. Figura 5.
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Figura 5. Imunocitoquimica para pl6. Expressdo em citoplasma e nucleo de
células de adenocarcinoma de ovario (A, 200x), de carcinoma epidermoide de colo de
atero (B, 100x), de carcinoma de pequenas células de pulm&o (C, 400x) e de
carcinoma urotelial (D, 200X)
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A expressdo de IMP3 foi intensa e difusa nas amostras de
adenocarcinomas e na amostra de carcinoma de pequenas células e moderada
na amostra de carcinoma epidermoide. N&do houve expressdo na amostra de

carcinoma urotelial. Figura 6.
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Figura 6 Imunocitoquimica para IMP3. Expressdo em citoplasma de células de
adenocarcinoma de ovario (A, 200x), de carcinoma de pequenas células de pulméo (B,
400x), de carcinoma epidermoide de colo de utero (C, 100x). Auséncia de expressao
em carcinoma urotelial de bexiga (D, 200X)
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A expressdo de CEA foi intensa e difusa nas amostras de
adenocarcinomas e na amostra de carcinoma epidermoide. Nao houve
expressdo na amostra de carcinoma de pequenas células e de carcinoma

urotelial. Figura 7.
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Figura 7. Imunocitoquimica para CEA. Expressdo em citoplasma de células de
adenocarcinoma de estdbmago (A, 200x) e de carcinoma epidermoide de colo de Utero
(B, 100x). Auséncia de expressdo em carcinoma de pequenas células de pulméao (C,
400x) e em carcinoma urotelial de bexiga (D, 200X)
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6 DISCUSSAO

A metastase para cavidades corporais € umas das formas de
disseminacdo do cancer. Os canceres que mais frequentemente se
disseminam para as cavidades sdo o0s carcinomas, predominantemente 0s

6,7,8

adenocarcinomas A presenca do cancer nestas cavidades evolui,

frequentemente, com actimulo de liquido, denominado efus&o ou derrame®”?.
Estas efusbes sdo drenadas e os liquidos sdo encaminhados para estudo
citopatolégico (citologia oncética), tendo em vista que a presenca de células
tumorais nestas cavidades indica um estagio mais avancado da doenca e pior
progndstico para o paciente. Da mesma forma, os lavados peritoneais, obtidos
durante os procedimentos cirdrgicos para tumores ovarianos, gastricos e
endometriais, sdo encaminhados para pesquisa de células neoplasicas e
estadiamento, em conjunto com as pegas cirirgicas®.

Os derrames cavitarios de causa tumoral podem ser de origem pleural,
peritoneal e pericardica. A maioria das amostras enviadas para o laboratério de
Anatomia Patologica e usadas no presente estudo era de origem pleural e
peritoneal, similarmente ao que se observa em estudos prévios.

As metastases para as cavidades sao mais freqientemente originadas
de carcinomas primarios do pulmdo, mama, trato genital feminino e trato
gastrointestinal®***®, Em concordancia com o descrito acima, no presente
estudo, os sitios mais frequentes em ordem decrescente foram ovario, mama,
pulméo e estbmago. A mama foi o sitio primario mais frequente dos carcinomas
metastaticos em liquidos pleurais e pericardicos e, o ovario, dos carcinomas
em liquidos asciticos e lavados peritoneais.

Na maioria dos laboratérios de Anatomia Patologica, as amostras de
efusbes, que sdo encaminhadas para estudo citopatologico, sao preparadas
por citocentrifugacéo, por ser um método de execucédo facil e custo baixo. O
“cellblock” & preparado apenas quando as amostras contém residuos sélidos,
gue sao colocados em cassete, fixados em formol e submetidos a
processamento histolégico habitual’.

No presente estudo, todas as amostras, com e sem residuos sdlidos,
foram preparadas pelo método “cellblock” com a técnica usando plasma-

tromboplastina. Através desta técnica, as amostras liquidas se transformam em
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coagulos que podem ser submetidos a processamento histolégico habitual.
Dessa forma, através desta técnica, qualquer amostra e todo o volume da
amostra é incluido em parafina e pode ser arquivado e submetido a estudo
imunocitoquimico®?.

Nas efusdes tumorais, a celularidade € variavel e as atipias celulares
podem ser discretas a intensas®’®. Nas amostras com celularidade elevada e
com atipias intensas, as alteracdes morfologicas permitem ao citopatologista
definir a natureza maligna das células®”®. No entanto, a distincdo entre células
epiteliais malignas e células mesoteliais reativas ou neoplasicas pode ser um
desafio, principalmente em amostras com baixa celularidade e/ou atipias
discretas®”®. Nestes casos, a imunocitoquimica pode auxiliar na identificacdo
da origem das células atipicas.

Com taxas variaveis de sensibilidade e especificidade relatadas na
literatura, os marcadores mais utilizados para a identificagdo de carcinoma em
efusbes sdao MOC-31, Claudin-4, Ber-EP4, IMP-3, CEA, B72.3 e CD15
(LeuM1)®*"*'. Nenhum marcador é caracterizado por 100% de especificidade e
sensibilidade para identificacdo do carcinoma em efusdes e, dessa forma, mais
de um marcador para células epiteliais malignas €, geralmente, usado na rotina
diagnéstica para deteccao de carcinomas em efusées.

No presente estudo, foram usados os marcadores Claudin-4, MOC-31,
Ber-EP4, IMP3 e CEA, por serem 0s mais frequentemente descritos na
literatura. O marcador pl16 foi empregado por ser um marcador cuja aplicacao
na distingdo entre carcinoma e células mesoteliais reativas ainda ndo esta bem
definida.

B72.3 € um marcador de sensibilidade baixa na deteccdo de
adenocarcinomas do trato genital feminino e pode ser positivo em
mesoteliomas. O CD15 apresenta especificidade baixa na deteccdo de
adenocarcinomas por ser expresso em leucdcitos, geralmente presentes em
liquidos. Além disto, B72.3 e CD15 sdo marcadores negativos em carcinomas
escamosos®. Diante disso, estes marcadores foram descartados para o
presente estudo.

O objetivo do presente estudo foi avaliar, simultaneamente, a expressao
dos marcadores de maior sensibilidade para deteccdo de carcinoma em
liquidos cavitarios, considerando o sitio primario e tipo histolégico da neoplasia.
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O marcador mais sensivel para a identificacdo de adenocarcinoma em
liquidos foi o Claudin-4. A expressdo de Claudin-4 foi intensa, difusa e na
membrana das células dispostas isoladamente ou agrupadas. A positividade foi
observada em todos os carcinomas (sensibilidade de 100%) de diferentes sitios
primarios e tipos histologicos (adenocarcinomas, carcinoma epidermoide,
urotelial e neuroendécrino). Estes resultados estdo em concordancia com os de
estudos prévios nos quais este marcador tem sido descrito como o marcador
de maior sensibilidade para distinguir adenocarcinomas de células mesoteliais
reativas e malignas em citologia de efusdes*®>*.

Além da expressdo em células epiteliais malignas, observou-se, no
presente estudo, uma marcagcdo citoplasmatica fraca para Claudin-4 em
macrofagos, os quais poderiam ser confundidos com as células de alguns tipos
de adenocarcinomas que se dispdem apenas isoladamente. Além da
expressdo em macrofagos, outros autores também observaram marcacéo fraca
em algumas amostras de mesoteliomas. Dessa forma, deve-se ressaltar que,
além do aspecto morfoldgico, a analise adequada da intensidade e do padréo
de marcacdo (membrana) deve ser realizada para se evitar resultados falsos
positivos.

Algumas amostras de hepatocarcinoma, de adenocarcinoma tipo difuso
de estdbmago, carcinoma de bexiga, rim e adrenal ndo apresentaram, em
estudos prévios, a reatividade para Claudin-4. Dessa forma, na, suspeita
destes tipos de tumores, o emprego de Claudin-4 n&do deve ser indicado,
isoladamente, para se evitar resultados falsos negativos.

MOC-31 foi o segundo marcador de maior sensibilidade (98%), a
expressdo deste marcador foi observada em diferentes sitios primarios, exceto
em uma amostra de colo de utero. Com relacdo ao tipo histologico dos
carcinomas, a expressdao de MOC-31 foi intensa e difusa nas amostras de
adenocarcinoma e na amostra de carcinoma de pequenas células. Na amostra
de carcinoma urotelial, a expressao foi moderada e em células esparsas e, na
amostra de carcinoma epidermoide, ndo houve expressdo. Em uma meta-
analise, os resultados mostraram que a sensibilidade e a especificidade de
MOC-31 na distin¢do entre células malignas e benignas em efusdes foram de
0,85 e 0,97, respectivamente®®. A maioria dos estudos com MOC-31

reportaram uma alta sensibilidade na deteccdo de adenocarcinomas em
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efusbes em relacdo aos outros tipos histolégicos. Em um estudo, a
sensibilidade para deteccdo de adenocarcinomas foi de 92.6% e a
especificidade de 93%. Em estudo similar, a reatividade positiva entre
adenocarcinoma e carcinoma de células escamosas teve sobreposicédo (100%
vs. 67%, respectivamente, p = 0.013). Neste mesmo estudo, houve utilidade no
uso desse anticorpo na diferenciagdo de adenocarcinoma e mesotelioma
(100% vs. 35%, p < 0.00001). Em uma analise sisteméatica de 88 trabalhos
para estabelecer a sensibilidade e especificidade de 15 marcadores na
diferenciacdo de adenocarcinomas do pulméo e mesotelioma, concluiram que
MOC-31 foi 0 anticorpo mais sensivel com 93% de sensibilidade.

A sensibilidade do Ber-Ep4 foi de 80% no total de amostras. Dentre os
sitios primarios mais frequentes, a maior sensibilidade foi observada para
carcinomas de origem ovariana (100%). Com relacéo ao padrédo de expressao
e tipo histoldgico, a expresséo de Ber-EP4 foi intensa e difusa nas amostras de
adenocarcinomas e moderada e difusa na amostra de carcinoma epidermoide.
Em concordancia com os resultados do presente estudo, em uma meta-analise,
a sensibilidade e a especificidade média do Ber-EP4 para deteccdo de
adenocarcinoma em efuses foram de 0,8 e 0,94, respectivamente®’. N&o
houve expressdo em amostras de carcinoma de pequenas células e de
carcinoma urotelial.

A sensibilidade do p16 foi de 71,73% no total de amostras, elevada em
carcinomas de sitio primario em ovario e pulméao, mas baixa nos carcinomas de
mama. A expressdo de pl6 foi intensa/moderada e difusa nas amostras de
adenocarcinomas, na amostra de carcinoma epidermoide, na amostra de
carcinoma de pequenas células e na amostra de carcinoma urotelial. Os
autores do presente estudo ndo encontraram estudos prévios avaliando a
expressédo de pl6 em carcinomas em efusdes. A maioria dos estudos sobre
pl6 em efusdes avaliam a expressdao em mesoteliomas. Diferentemente de
Claudin-4, MOC-31, Ber-EP4 e CEA, a proteina p16 ndo € um marcador que
indica a origem epitelial das células neoplasicas nas efusdes. A
superexpressao da proteina 16 indica malignidade e por isso sua expressao
também é observada em mesoteliomas. Neste sentido, também n&o foram
encontrados estudos avaliando se a expressédo deste marcador em carcinoma

em efusdes indicaria um pior prognaostico.
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IMP3 é um marcador de malignidade que pode ser positivo ndo apenas

8688 |keda et al.

em carcinomas, mas também em mesoteliomas e linfomas
estudaram a expressdo de IMP3 em um numero grande de amostras de efusédo
para avaliar a utilidade do IMP3 como marcador para distinguir células
malignas de mesoteliais reativas. Neste estudo, a imunorreatividade do IMP3
foi observada em 5,1% de células mesoteliais reativas, 36,4% dos casos de
mesotelioma maligno, 75,7% dos casos de adenocarcinoma metastatico e
100% dos casos de carcinoma de células escamosas. Em nosso estudo, a
sensibilidade do IMP3 foi de 62,16% no total de amostras e entre 0s sitios mais
frequentes (ovario, mama e pulméao), a maior sensibilidade foi observada em
ovario. A expressdo de IMP3 foi intensa e difusa nas amostras de
adenocarcinomas e na amostra de carcinoma de pequenas células e moderada
na amostra de carcinoma epidermoide. Ndo houve expressdo na amostra de
carcinoma urotelial. No estudo de Ikeda et al., ovario também foi o sitio primario
de adenocarcinomas com maior positividade.

CEA foi o marcador com menor sensibilidade (45,45%), o que coincide
com os resultados de uma meta-andlise em que a sensibilidade/especificidade
do CEA para o diagnéstico de efusdo pleural maligna foi 0,549 / 0,9627°. A
reatividade varia consideravelmente de 21 a 79% dependendo do clone do
anticorpo e sitio primario do adenocarcinoma. O anti-CEA policlonal € mais
sensivel, mas tem a desvantagem de reagir com neutréfilos, macrofagos e
provocar reacdo de fundo dificultando a interpretacdo®. Com relacdo a
expressdo de acordo com o sitio primario, no presente estudo, além de néo
apresentar expressdao muito elevada em adenocarcinomas originados em
mama e pulmao (sitios frequentes de metastases) apresentou uma expressao
muito baixa em adenocarcinomas de origem ovariana. A maior frequéncia de
expresséo (80%, 4/5) foi observada em carcinomas de sitio primario no trato
gastrointestinal. Em concordancia com resultados do presente estudo, em
estudos prévios, este marcador detectou a maioria dos adenocarcinomas
primério do pulmao, trato gastrointestinal e mama, mas foi frequentemente
negativo em adenocarcinomas do ovario. No que diz respeito aos tipos
histol6gicos, a expressdo de CEA foi intensa e difusa nas amostras de
adenocarcinomas e na amostra de carcinoma epidermoide. Nao houve

expressdo na amostra de carcinoma de pequenas células e de carcinoma
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urotelial. Além da expressdo em carcinoma, estudos prévios também
observaram a expressao deste marcador em cerca de 5 a 10% dos
mesoteliomas.

A andlise da expressao dos marcadores com relacdo ao tipo histolégico
do carcinoma foi prejudicada pelo nimero escasso de amostras dos tipos
histolégicos menos frequentemente encontrados em efusdes como carcinoma
epidermoide, de pequenas células e urotelial. Da mesma forma, ha uma
escassez de amostras de carcinomas de sitios primarios menos frequentes
como endomeétrio, pancreas e bexiga.

Nas efusdes, células benignas (leucécitos, macréfagos e células
mesoteliais) e malignas, de neoplasias menos comuns, como mesoteliomas,
linfomas, sarcomas, podem ser encontradas. Diante disso, outra limitacdo do
presente estudo foi falta de analise da especificidade dos marcadores, que
apesar de ndo ser objetivo do presente estudo, complementaria a analise da
expressao de cada marcador.
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7 CONCLUSAO

Claudin-4 e MOC-31, considerando a elevada sensibilidade e a
expressdo em carcinomas de diferentes sitios primarios e tipos histologicos,
sdo os marcadores mais indicados para a deteccdo de carcinoma em liquidos.
Claudin-4 apresenta vantagem em relacdo ao MOC-31 por apresentar maior
expressao em carcinomas epidermoides.

Ber-EP4, apesar de ndo apresentar taxa de sensibilidade elevada como
a de Claudin-4 e MOC-31, para deteccao de carcinomas em efusdes, pode ser
indicado como opcao alternativa, principalmente na suspeita de carcinomas de
origem ovariana.

A expressdo de pl6 é observada na maioria dos carcinomas em
efusbes, mas em frequéncia inferior a dos marcadores Claudin-4, MOC-31 e
Ber-EP4. Considerando também que sua expressdo ndo descarta neoplasia
maligna de origem mesotelial, pode-se concluir que ndo deve ser usado, de
forma isolada, como marcador diagndéstico de carcinoma.

O IMP3 tem menor sensibilidade em comparagdao com Claudin-4, MOC-
31, Ber-EP4 e p16. Em associacao a outros marcadores epiteliais, pode ser (til
na distincdo entre neoplasia maligna e células mesoteliais reativas, entretanto
ndo deve ser utilizado isoladamente, principalmente ao considerar sua
positividade para mesotelioma.

Considerando-se a baixa sensibilidade do CEA, pode-se concluir que
nao deve ser indicado isoladamente para deteccao de carcinoma em efusdes e

lavados peritoneais, principalmente na suspeita de sitio primario em ovario.
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