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Resumo

A citologia € um exame complementar largamente usado na pratica clinica, por ser simples, nao
invasivo, econémico, rapido e de elevada repetibilidade. E por isso uma area muito atrativa para os
clinicos veterinarios, que mesmo com poucos recursos podemos estabelecer um diagnéstico e
instituir um tratamento adequado em muitas situacbes. E isso que tem acontecido no meu
exercicio de clinica de animais de companhia e, portanto, a realizacdo deste trabalho foi uma
oportunidade de reforcar conhecimentos, adquirir experiéncia em avaliacdo citoldgica no geral e,
em especial, no estudo de efusdes cavitarias [0 onde este exame é insubstituivel e essencial. A
realizacdo de um periodo de estdgio na Faculdade de Medicina Veterinaria de Mildo teve um
contributo essencial para a minha aprendizagem em citologia.

Assim, na primeira parte deste trabalho é feita uma reviséo bibliografica sobre efusdes cavitarias
em cées e gatos, tentando sempre que possivel uma abordagem mais pratica. Na segunda parte
esta incluido um primeiro estudo de uma técnica mais simples e econémica para obtencdo de
citoblocos, em que as células de amostras liquidas sdo concentradas dentro de tubos de
microhematdcrito, e a partir de ai tratadas como se fossem amostras histolégicas. Esta técnica,
designada por citotubo, foi aqui aplicada em 18 efusfes cavitarias de caes e gatos, procedendo-se
depois ao estudo imunohistoquimico com um total de 14 marcadores. Os resultados obtidos sdo
promissores e permitem antever que o0s citotubos poderdo melhorar o diagnéstico de doencas
oncoldgicas em animais de companhia. Esta técnica podera ser uma valiosa ponte entre o

veterinario clinico e o veterinario patologista.
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Lista de Abreviaturas

ADA Adenosina deaminase

BPN Brain natriuretic peptide

dl Decilitro

DAB 3,3-diaminobenzidina

EDTA Acido etilenodiaminotetracéptico
g Grama

°C Graus centigrados

H&E Hematoxilina-eosina

Hg Mercurio

HVBV Hospital Veterinario do Baixo Vouga
LGL Large granular lymphoma

pl Microlitro

mg Miligrama

mm Milimetro

mmol Milimol

n° NUmero

PAS Periodic Acid Schiff

PCR Polymerase chain reaction
pCO2 Pressao parcial de dioxido de carbono
PIF Peritonite infeciosa felina

pH Potencial de hidrogénio

rpm RotagBes por minuto

TNCC Total nucleated cell count
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Parte |. Efusdes cavitarias em caes e gatos

I.1. Introducao

As efusBes ou derrames cavitarios constituem acumula¢des anormais de fluidos em cavidades
corporais, tais como térax, abdémen ou pericardio, em resultado de altera¢cdes na producgéo e/ou
remocdo do fluido. A sua ocorréncia € comum na pratica clinica de pequenos animais. Por
exemplo, no Hospital Veterinario do Baixo Vouga (HVBV) correspondem a 11% dos casos
enviados para analise citolégica. As efus6es abdominais correspondem a 51% do total das
efusdes em cédes e gatos, enquanto as pericardicas correspondem apenas a 8% do total e sédo
apenas amostras caninas. As citologias de efusdes abdominais sdo as mais frequentes nos cées,
encontrando-se em igual proporcdo efusGes hemorrdgicas ou transudados modificados. Ja nos
gatos sdo mais frequentes as efusdes toracicas, correspondendo a 63% do total de efusdes nesta
espécie, sendo as neoplasicas as mais comuns.

As efusBes sdo muitas vezes situacdes urgentes e 0 seu tratamento, incluindo a drenagem e
estabilizacdo do animal sdo prioritarias relativamente a obtencdo de amostras para estudo. Por
consequéncia, pode perder-se a oportunidade de chegar a um diagnéstico rapido, uma vez que as
células em suspenséao nos liquidos facilmente podem sofrer processos degenerativos. Assim, 0s
clinicos sdo um elemento chave na cadeia de diagnoéstico.

A classificacdo classica em transudado, transudado modificado e exsudado tem por base 0 aspeto
macroscépico, o conteldo proteico, a contagem celular e a avaliagdo do tipo e morfologia das
células (Dempsey & Ewing 2011). Este ultimo parametro pode ser considerado o elemento mais
importante, porque fornece muitas vezes informacdo essencial para caracterizar a etiologia da
efusdo. Um estudo com mais de 400 efusBes encontrou uma sensibilidade de 61% a 64% em cées
e gatos, respetivamente, e uma elevada especificidade (99% a 100%) para a detecdo de
neoplasias em efusdes abdominais e pleurais (Hirschberger et al. 1999). Contudo, pode
representar um verdadeiro desafio, na medida em que o meio liquido altera as caracteristicas
morfoldgicas das células, aumentando o volume, deformando os limites celulares e os nlcleos e
mimetizando sinais de malignidade (Meinkoth & Allison 2007). Além disso, as células mesoteliais
gue revestem as cavidades corporais sdo pleomorficas e, em situacdes de inflamagcédo ou de
neoplasias metastaticas, podem exibir sinais de atipia, sendo dificil de distinguir as células
mesoteliais reativas de verdadeiras células neoplasicas de mesotelioma ou carcinoma (Fetsch &
Abati 2001, Zimmerman 2005, Wallace et al. 2015). Isto é particularmente relevante em Medicina
Veterinaria, uma vez que as células mesoteliais de pequenos animais parecem ser mais reativas
do que as humanas (Hirschberger et al. 1999). Assim, a avaliacdo da morfologia das células



requer grande experiéncia do observador. A possibilidade de envio para laboratérios externos, e a
realizacdo de técnicas de diagndstico adicionais podem ser ferramentas extremamente (teis em
citologia veterinaria, tal como acontece na Medicina Humana (Nathan et al. 2000, Fetsch & Abati
2001, Herbert 2014, Jain et al. 2014, Wallace et al. 2015). Os esfregacos de cytospin (Andreasen
2003) ou os citoblocos sao exemplos dessas técnicas, que permitem realizar técnicas morfologicas
adicionais, como coloracbes especiais. No primeiro caso sdo usadas citocentrifugas que
concentram as células em laminas, ao passo que no segundo caso sdo geralmente necessarios
eguipamentos especiais, 0 que podera limitar o seu uso na pratica clinica veterinaria.

Na nossa perspetiva, a técnica designada por citotubo, € uma forma de obter citoblocos que
poderd ultrapassar algumas das limitacdes da utilizacdo da histopatologia para o diagnéstico de
efusdes na prética clinica veterinaria. Esta técnica é econémica, de facil execucao e utiliza material
disponivel nas clinicas como tubos de hematécrito e respetiva centrifuga (Marcos 2013). As
células sdo concentradas e conservadas em formol permitindo o0 seu posterior envio para
laborat6rios onde serdo depois tratadas como amostras histopatoldgicas (Marcos 2013). A nossa
hipotese é que os citotubos, a semelhanca de outros tipos de citoblocos, possam acrescentar
informacdo histolégica a avaliacdo citolégica, e permitir a realizacdo de técnicas
imunohistoquimicas, com varios marcadores, aumentando assim as possibilidades de obtencao de
um diagnadstico.

I.2. Reviséo bibliografica

[.2.1 Formacéo e patofisiologia

As efusBes ou derrames cavitarios referem-se a acumulacdo anormal de fluidos numa cavidade
corporal. Em situagbes normais, estd presente apenas uma pequena quantidade de fluido nessas
cavidades, para lubrificacdo das superficies dos érgéos. Este liquido tem baixa concentracdo de
proteinas e células, resultante da transudacdo normal em capilares para as cavidades e que é
depois reabsorvido por vénulas e vasos linfaticos (Raffe & Roberts 2005, Dempsey & Ewing 2011).
A taxa de formacdao do liquido depende das diferencas de presséo oncética e hidrostatica entre os
vasos e as cavidades (forcas de Starling), da permeabilidade das células endoteliais e das préprias
células mesoteliais (que revestem as cavidades), assim como da integridade da drenagem linfatica
(Raffe & Roberts 2005, Dempsey & Ewing 2011). A acumula¢do de liquido ocorre quando a taxa
de filtracdo é maior do que a de reabsorc¢éo.

As células mesoteliais revestem as cavidades corporais € é interessante notar que estas células,
apesar de epiteliais, também expressam moléculas habitualmente associadas ao tecido conjuntivo

(marcadores mesenquimatosos) (Dempsey & Ewing 2011). As células mesoteliais tém muitas
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outras fungbBes, como producdo de enzimas, transporte transcelular, resposta a estimulacéo
hormonal e a citoquinas e producédo de acido hialurénico assim como fosfolipidos, que contribuem
para diminuir a friccdo entre 6rgaos. Em termos morfolégicas, as células mesoteliais apresentam
microvilosidades que aumentam a sua area de superficie e as jungdes entre elas (tight junctions)
gue contribuem para que a permeabilidade do mesotélio seja semelhante a do endotélio vascular
(Dempsey & Ewing 2011).

I.2.2. Colheita e processamento

Relativamente a colheita dos liquidos de efusao, é importante que esteja previamente estabelecido
um protocolo, ndo so6 de colheita como também de processamento das amostras obtidas (Figura |,
Anexos), poupando tempo e maximizando a informacdo que se pode obter.

A preparacéo dos locais para puncéo é asséptica, como para qualquer procedimento cirrgico. Na
abdominocentese, o animal pode ser colocado em decubito lateral direito ou em estacao; a agulha
(18-20G) acoplada a valvula de 3 vias e seringa (com extensor se necessario) é inserida 1 a 2 cm
caudal ao umbigo, ao nivel da linha branca e de forma perpendicular a pele. As complicacGes
deste procedimento sdo raras e incluem peritonite ou hemoperitoneu, em consequéncia da
laceracdo de 6rgdos. Ja as contraindicacBes incluem coagulopatias severas, trombocitopenia,
organomegalia ou cirurgia abdominal prévia, em que possam ter ocorrido aderéncias de intestino a
parede. A puncado ecoguiada pode ser necessaria quando existem baixas quantidades de liquido
(Crow & Walshaw 1997, Murphy & Warman 2007). J4 na toracocentese, o decubito esternal é
normalmente a posicdo mais confortavel para o animal dispneico e a puncao é determinada pela
localizacdo radiografica do liquido. Em efusBes generalizadas, a agulha (19-23G) é inserida no 7°
ou 8° espaco intercostal, ao nivel da jun¢éo costocondral, evitando as veias caudais a cada costela
(Crow & Walshaw 1997, Waddell & King 2007). Apés drenagem, € conveniente realizar novas
projecBes radiogréficas, que muitas vezes revelam a causa da efusdo. No geral as complicagbes
sdo pouco frequentes, mas incluem o pneumotérax, o piotérax iatrogénico, as hemorragias
secundéarias a laceracdo pulmonar ou as arritmias por laceracdo miocérdica. Em coagulopatias
severas este procedimento pode estar contraindicado. JA no caso da pericardiocentese, é
recomendado sedar o animal e/ou proceder a anestesia local e este € um procedimento de
urgéncia quando ocorre tamponamento cardiaco. O animal é colocado em decubito lateral
esquerdo (0 que minimiza o risco de trauma pulmonar e dos principais vasos coronarios) ou
esternal e monitorizado com eletrocardiograma para detetar eventuais arritmias ventriculares, que
surgem quando a agulha contacta com o miocardio. Habitualmente prepara-se uma ampla area
desde 0 3° ao 7° espaco intercostal e do esterno a jungio costocondral. E recomendada a pungio
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ecoguiada (com agulha de 14-16G em cées grandes e 19-21G em cées pequenos e gatos) entre o
4° e 6° espaco intercostal, ao nivel da juncdo costocondral. Além das arritmias, pneumotoérax e
hemorragia, j& foi descrita a disseminacdo de processos infeciosos e neoplasicos com a
pericardiocentese (Crow & Walshaw 1997, Stepien & Boswood 2007).

Em qualquer dos procedimentos atras descritos, e imediatamente a seguir a colheita, deverao ser
realizados 2 esfregacos diretos para contagem e avaliacdo celular, sendo uma parte do liquido
conservada em tubo com anticoagulante (acido etilenodiaminotetracético, EDTA) e refrigerado, ao
passo que outra parte € recolhida para tubo seco para avaliagdo bioquimica. O restante material é
mantido na seringa ou armazenado em tubo estéril, podendo depois realizar-se cultura
microbioldgica (para aerdbios e anaerdbios). O EDTA previne a formagdo de coagulos que
interfferem na contagem e avaliacdo celular e inibe a atividade fagocitica, permitindo uma
preservacao celular (Marcos & Santos 2011). No geral, é aceite que as amostras devem ser
processadas e avaliadas o mais rapidamente possivel e que depois de 48 horas de
armazenamento podem ocorrer alteracdes significativas, quer em numero de células, quer em
termos morfolégicos, que podem mesmo influenciar a classificagdo da efusdo (Maher et al. 2010,
Marcos & Santos 2011, Antonangelo et al. 2012). J& no que respeita as culturas microbiolégicas,
importa referir que, por vezes, apenas uma administracdo de antibidtico sistémico pode ser
suficiente para ndo permitir crescimento bacteriano. As culturas de anaerdbios ndo devem ser
refrigeradas e também devem ser processadas em 24 horas apés a colheita (Dempsey & Ewing
2011). O uso de meios moleculares seria o ideal para diagnoéstico de algumas situacées como
peritonite infeciosa felina (PIF), infe¢bes por Bartonella (Dempsey & Ewing 2011), mas por motivos
econdémicos esta ainda ndo é uma pratica comum.

No caso de efusdes sanguinolentas é importante realizar rapidamente um microhematdcrito da
efusdo e comparar com o hematdcrito sanguineo, para distinguir uma hemorragia iatrogénica de
uma efusdo hemorragica. Estas Ultimas tém geralmente microhematdcritos superiores a 10%. E
importante referir que a identificacdo de todas as amostras de efusdes, com o nome do animal e a
origem da amostra é fundamental e, por vezes, é um ponto critico em termos praticos.

Em Medicina Veterinaria, ao contrario da pratica em Medicina Humana, é raro proceder a lavagens
peritoneais e pleurais em animais sem efusdo, mas com diagnéstico prévio de neoplasia (por
exemplo, carcinomas do estdbmago e pulmao). Nestas situacdes, introduz-se soro fisioldgico na
cavidade corporal que depois é removido para analise. Tendo em conta que o procedimento
produz alteracbes celulares, os critérios de avaliacdo sdo ligeiramente diferentes (Shidham &
Epple 2007). Estes estdo claramente definidos em Medicina Humana, mas ndo em Medicina
Veterinaria.



1.2.3. Avaliacao laboratorial (fisica, quimicae co  ntagem celular)

A avaliacdo fisica do liqguido compreende a determinacdo do volume, cor, odor, transparéncia,
viscosidade e coagulacdo, sendo realizada no momento da colheita. Esta pode fornecer indicacdes
acerca da natureza da efusédo e sugerir a realizacédo de testes adicionais mais especificos.

Efusbes vermelhas (Fig. 1) podem ser devidas a sangue de hemorragia, de contaminagao
iatrogénica ou de efusdes neoplasicas, e é de extrema importancia comparar 0 microhematécrito
do liquido com o do sangue periférico. Ja efusbes opacas, brancas a amarelas e até esverdeadas,
com odor intenso, sdo muito sugestivas de exsudados infeciosos sépticos. Liquidos abdominais de
cor amarela esverdeada a acastanhada podem ocorrer em rotura da vesicula biliar, ao passo que
liquidos brancos opacos, mesmo depois de centrifugacdo (portanto, com aspeto leitoso) sdo mais
sugestivos de efusdes quilosas ou pseudoquilosas. Liquidos pleurais ou abdominais “amarelo-
palha”, viscosos e por vezes com coagulos, colhidos em gatos, sdo sugestivos de PIF. Em casos

de rotura de bexiga o liquido pode ter um odor a urina.

Figura 1 — Diferentes aspetos macroscopicos de efusdes em cades e gatos. A: transudado; B: transudado
modificado; C: exsudado; D: PIF; E: efusdo hemorragica; F: efusao quilosa.

A avaliacdo bioquimica da efusdo consiste primariamente na quantificacdo de proteinas que,
juntamente com a quantificacdo de células nucleadas, é usada para a classificacdo do tipo de
efusdo, e para a elaboracdo de uma lista de diagnosticos diferenciais. A concentracdo proteica de
um fluido cavitario normal é inferior a 2,5 g/dl (Alleman 2003). Esta quantificacdo pode ser feita
com maquina de analises bioquimicas ou com o refratdbmetro manual, como se usa para o plasma.
Pode usar-se diretamente o liquido ou o sobrenadante, quando os liquidos sédo opacos, turvos ou
sanguinolentos. Existem diversos estudos acerca da validade de um ou outro método mas, na
pratica, ndo existem diferencas significativas porque este ndo € o Unico critério de classificac@o
(Rebar & Thompson 2010). A andlise deve ser feita da amostra recolhida de tubo seco, porque
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alguns tubos com EDTA tém aditivos que aumentam os valores de proteinas (Dempsey & Ewing
2011).

Estdo descritas provas bioquimicas adicionais em casos especificos de efusbes (Quadro |,
Anexos) de acordo com o aspeto do liquido, a suspeita e histéria clinica. A determinagcédo da
glicose em suspeita de efusdes sépticas, e do pH em efusdes pericardicas, deve ser feita
imediatamente a seguir a colheita, pois 0 armazenamento altera os resultados (Antonangelo et al.
2010, Rebar & Thompson 2010). Em Medicina Humana sdo usados muitos outros marcadores em
efusbes, nomeadamente a adenosina deaminase (ADA) e o interferdo-y em suspeitas de
tuberculose, e o péptido natriurético cerebral (brain natriuretic peptide, BPN) em efusbes
associadas a insuficiéncia cardiaca (McGrath et al. 2010).

A contagem celular, também designada contagem total de células nucleadas (TNCC, total
nucleated cell count) pode ser feita manualmente ou de forma automatica, usando amostras
conservadas em EDTA. O armazenamento prolongado, além das 48 horas, diminui a contagem
celular (Maher et al. 2010, Marcos & Santos 2011, Antonangelo et al. 2012). Tradicionalmente, a
contagem é feita manualmente, com a cAmara de Neubauer, mas a celularidade também pode ser
estimada em esfregacos diretos (Alleman 2003, Santos & Marcos 2011) na zona de monocamada.
Neste caso considera-se:

TNCC (células/pl) = (n°® médio de células nucleadas contadas por campo) x (ampliacéo da objetiva)?

Com contadores automaticos (maquinas de hemograma), rapidamente se contabiliza um elevado
namero de células, com um elevado grau de fiabilidade, podendo até conseguir-se alguma
informacdo acerca dos tipos de células presentes. Ainda assim, a presenca de agregados
celulares ou de material amorfo em suspensao, pode interferir com a contagem nestes contadores
automaticos, nomeadamente em efusbes por PIF (Cunha et al. 2009, Gorman et al. 2009).
Convém acrescentar que esta ndo € usada na rotina clinica da veterinaria, pois implica um custo
adicional que muitas vezes ndo se justifica, uma vez que nao substitui a avaliacao citoldgica e uma
estimativa aproximada pode ser suficiente. Independentemente do método, a TNCC de liquidos
cavitarios normais em cées e gatos € inferior a 3000 células/pl (Alleman 2003).

I.2.4. Avaliacéo citologica

A observacdo microscépica do esfregaco avalia o tipo e a morfologia das células presentes e é
muitas vezes o critério mais importante na procura da etiologia das efusdes, nomeadamente
guando se suspeita de infecBes bacterianas ou de processos neoplasicos. Os esfregacos podem
ser realizados pela técnica usada para o sangue ou podem realizar-se “esfregacos em linha”, em
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gue se interrompe 0 movimento de arrasto, de modo a formar uma linha em que se concentram as
células (Meyer et al. 2010, Marcos & Santos 2011). Em amostras com baixas contagens celulares,
podem ser usadas outras técnicas além do esfregago direto, nomeadamente uma centrifugacéo,
durante 5 minutos entre 1000 a 1500 rpm para a maioria das centrifugas (Alleman 2003, Marcos &
Santos 2011). Uma outra hipétese, em que se obtém muito bons resultados, consiste na utiliza¢@o
das citocentrifugas. Os esfregacos sdo diretamente realizados pelas citocentrifugas, sendo
circulares e em monocamada (Andreasen 2003, Shidham & Epple 2007, Marcos & Santos 2011).
No entanto, este tipo de centrifugas néo faz parte do equipamento de laboratério da maioria das
clinicas ou hospitais veterinarios. Ja uma Ultima alternativa consiste na centrifugacdo da amostra
em tubos capilares, numa centrifuga de microhematdcrito (portanto, durante 5 minutos a 12000
rpm), realizando depois esfregacos a partir do buffy-coat do liquido. Isto permite uma boa
preservacao celular, sendo especialmente Gtil em efusées hemorragicas, uma vez que separa a
por¢cdo hemética das restantes (Meyer et al. 2010, Marcos & Santos 2011). A citologia em meio
liquido (ThinPrep®) é uma técnica usada diariamente em Medicina Humana, em que se recorre a
um liquido conservante que permite aumentar o tempo de armazenamento. Com esta técnica
consegue-se uma boa preservacdo da morfologia celular, embora com algumas diferencas em
relacéo a outros esfregacos. Contudo, € um procedimento mais dispendioso e, talvez por isso, é
usado muito raramente em Medicina Veterinaria (Shidham & Epple 2007, Fernandes et al. 2015).

Apbs secagem, as laminas podem ser coradas com coloracdes de tipo Romanowsky, como o May-
Grinwald-Giemsa, Giemsa ou o Diff-Quik, vulgarmente usado na pratica clinica veterinaria
(Marcos & Santos 2011). As células consideradas normais em citologia de efusdes incluem
macrofagos, linfocitos, ocasionais neutréfilos ndo degenerados e as células mesoteliais. Estas
surgem frequentemente com caracteristicas de reatividade, com tamanho variavel (12-30 um, o
gue equivale a 2 a 5 eritrécitos), basofilia citoplasmatica, bordo frisado eosinofilico (coroa rosada),
um ou mais nucleos de tamanho semelhante, frequentemente com nucléolos visiveis e ocasionais
figuras de mitose (Fig. 2A). Podem apresentar-se isoladas ou em grupos coesos, tipicamente com
fendas entre elas, vulgarmente designadas por “janelas” (Fig. 2B) (Zimmerman 2005, Rebar &
Thompson 2010, Santos & Marcos 2011). A variacdo celular pode ser tdo exuberante que pode
nao ser possivel distinguir entre hiperplasia mesotelial e neoplasia (Fetsch & Abati 2001,
Zimmerman 2005, Wallace et al. 2015). Podem ter vacuolizacdo citoplasmatica e serem
confundidas com macréfagos ou, quando em grandes grupos por vezes tridimensionais, podem
ser erradamente interpretadas como metastases de neoplasias epiteliais (Hirschberger et al.
1999). No caso de amostras de lavagens peritoneais, as células mesoteliais surgem
frequentemente em agregados papilares com nucleos aumentados, pelo uso de solucfes salinas
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(Zimmerman 2005, Shidham & Epple 2007). J& os outros tipos celulares encontrados em citologias
de efusBes tém caracteristicas semelhantes aos de outras amostras, embora os ndcleos possam
aparecer com aspeto mais targido por se encontrarem em meio liquido (Meinkoth & Allison 2007).

Figura 2 — A: Células mesotelias reativas isoladas com o bordo frisado caracteristico e com frequente
binucleagdo; B: Células mesoteliais reativas em grupos, observando-se as tipicas fendas (areas mais claras)
entre as células; Diff-Quik, barra = 20 um (A), 35 um (B).

Em algumas situaces podem ser usadas técnicas adicionais para diagnéstico, nomeadamente a
imunocitoquimica. No entanto, esta tem algumas limitacdes praticas em efusdes por habitualmente
terem marcacdo inespecifica de fundo, devido ao material proteindceo e/ou conteudo hematico
associado aos liquidos. Além disso, pelo nimero reduzido de esfregacos disponiveis, pode ser
mais dificil utilizar uma maior diversidade de marcadores (Fetsch & Abati 2001, Fetsch et al. 2002,
Shi et al. 2011). Os citoblocos (abordados mais a frente) podem ser um importante complemento
no processo diagnoéstico (Nathan et al. 2000, Herbert 2014, Jain et al. 2014, Wallace et al. 2015).

1.2.5. Classificacdo e descri¢do dos tipos de efusd  es

A classificacdo das efusdes tem como principal objetivo fornecer ao clinico uma lista de
diagnosticos diferenciais, de acordo com a sintomatologia e histéria do animal, possibilitando a
tomada de decisbes, quer terapéuticas, quer em termos de exames complementares. A
classificacdo tradicional, atendendo ao teor proteico, TNCC e tipo celular, permite agrupar as
efusGes em 3 categorias gerais (Quadro 1) que estdo relacionadas com a sua etiologia.

Os transudados resultam de alteracdes da dinamica do fluido cavitario, como o aumento da
presséo vascular hidrostética ou a diminuicdo da pressé@o oncética, ndo havendo alteracfes em
termos de celularidade (comparando com um liquido normal). S&o geralmente liquidos
transparentes, incolores, com baixa concentracdo proteica e celularidade. As células sao
mononucleares, nomeadamente mesoteliais, macréfagos e pequenos linfécitos, com muito

8



ocasionais neutrofilos ndo degenerados. A causa mais comum em animais é a hipoalbuminémia
(Dempsey & Ewing 2011) mas outras causas também estdo na lista de diferenciais, como a
hipertensado portal, a insuficiéncia hepatica, o shunt porto-sistémico e a insuficiéncia cardiaca em
fase inicial (Rebar & Thompson 2010, Dempsey & Ewing 2011, Santos & Marcos 2011).

Tipo de efuséo

Caracteristicas Transudado Transudado modificado E  xsudado

Aspeto Incolor, Amarelo claro a alaranjado, Amarelo a alaranjado,
transparente transparente a opaco opaco

Proteinas totais g/dl <25 225 >3

TNCC/ul <1000 > 1000 > 5000

Tipos celulares predominantes Mononucleares Mononucleares Neutréfilos

Quadro 1 — Classificacao das efusdes (adaptado de Rebar & Thompson 2010).

Os transudados modificados tém maior teor proteico e celular do que um transudado puro, e
ocorrem por aumento da pressao hidrostatica capilar. Esta situacdo causa uma reacao por parte
das células mesoteliais, que aumentam em numero (hiperplasia), passando a apresentar
caracteristicas de reatividade, como o aumento da basofilia citoplasmatica, do nimero de ndcleos,
ou a presenca de nucléolos visiveis e mitoses. Com a morte destas células, libertam-se agentes
quimiotaticos para macréfagos que sado responsaveis pela fagocitose de detritos celulares. Por
isso, com o tempo vai aumentando a propor¢do de células inflamatérias, até mesmo neutréfilos, e
pode ser dificil distinguir transudados modificados crénicos de exsudados. Os primeiros tendem a
ser liquidos opacos, com alto teor de lipidos e colesterol. Tal ocorre porque a maioria dos
componentes celulares é removida por fagocitose, mas o contetdo lipidico persiste e acumula-se
na efusdo. As causas deste tipo de efusbes incluem a insuficiéncia cardiaca, a cardiomiopatia,
compressdo de vasos por neoplasias, alteraces vasculares como a trombose pulmonar, assim
como a inflamacdo ou a torcdo de 6rgaos (Rebar & Thompson 2010, Dempsey & Ewing 2011,
Santos & Marcos 2011).

Os exsudados tém elevado contetdo proteico e celular, resultante da alteracéo da permeabilidade
mesotelial e/ou endotelial, em resposta a um estimulo inflamatério. Este estimulo pode ser
exégeno, associado a virus, bactérias ou fungos, ou pode ser enddégeno, como urina, enzimas
pancreaticas, sais biliares ou células neoplasicas. As células mesoteliais tornam-se reativas, com
as caracteristicas referidas anteriormente e, pelas mesmas razées, a celularidade do infiltrado

inflamatério aumenta de forma significativa com o tempo. A propria celularidade e acumulacdo de
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fibrina provocam uma diminuicdo na drenagem linfatica, aumentando ainda mais a acumulacédo do
fluido. A avaliacdo citolégica destas efusbes é muito relevante: se existirem neutréfilos
degenerados (em caridlise e cariorréxis) € importante procurar bactérias intracelulares e realizar
testes bioquimicos adicionais (Quadro I, Anexos), nomeadamente avaliar a glicose e o lactato,
assim como enviar o liquido para cultura microbioldgica.
Os exsudados sépticos ocorrem em feridas penetrantes, rotura de 6érgdo gastrointestinal ou
urogenital com infe¢do, translocacao bacteriana de doenca pulmonar ou mesmo por disseminagéo
hematica de um foco infecioso distante. Em gatos machos nao esterilizados, sdo comuns as
feridas por mordeduras causadas por bactérias filamentares do género Nocardia e Actinomyces,
bactérias que sdo anaerdbias e que, portanto, causam menos sinais degenerativos nos neutrofilos.
Nestes exsudados podem-se observar macroscopicamente os chamados granulos de enxofre, que
correspondem a colonias destas bactérias (Rebar & Thompson 2010, Dempsey & Ewing 2011,
Santos & Marcos 2011). Em infe¢Bes fungicas o infiltrado inflamatério pode ser misto ou
granulomatoso. Os exsudados ndo sépticos podem ser infeciosos, como em infecdes por PIF ou
micoplasmas ou nao infeciosos, como ocorre na rotura de bexiga, vesicula biliar, na pancreatite ou
na necrose tecidual. Nestes casos, a historia clinica e exames adicionais sdo fundamentais para
um diagnadstico definitivo (Quadro |, Anexos).
E importante referir que nem sempre é possivel classificar as efusdes de acordo com os critérios
tradicionais, e deve ter-se presente que estes processos nao sao estaticos no tempo. Dependendo
da fase em que se observa o liquido pode encontrar-se um transudado, transudado modificado ou
um exsudado para uma mesma situacdo. O uso de determinados farmacos também pode alterar
as caracteristicas iniciais das efusdes, como é o caso de diuréticos em insuficiéncia cardiaca que
tendem a produzir efusbes com caracteristicas de exsudados, pelo aumento de teor proteico
(McGrath et al. 2010).
Para além destes trés tipos de efusbes, existem outros que pela sua frequéncia ou pela
importancia clinica importa destacar. Uma delas séo as efusdes associadas a forma exsudativa de
PIF. Estas sdo efusdes que sdo caracterizadas como viscosas, de cor amarelo-palha e com
coagulos. Embora muito sugestivos, estes achados ndo séo exclusivos e podem ocorrer noutros
tipos de efusbes. As efusdes de PIF tém elevado conteudo proteico, superior a 4,5 g/dl
(maioritariamente imunoglobulinas, uma vez que a relagdo albumina: globulina é inferior a 0,8) e
elevada celularidade (1000 a 3000 células/pl). Em termos microscopicos, caracteriza-se por um
infiltrado de neutréfilos ndo degenerados, macrofagos, e ocasionalmente pequenos linfocitos e
plasmacitos. O mais caracteristico destas efusdes é o fundo eosinafilico granular, que corresponde
a imunoglobulinas. O diagnéstico definitivo é dificil mas o uso da efusdo é preferivel a outras
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amostras para a realizacdo de serologia ou do PCR (Rebar & Thompson 2010, Dempsey & Ewing
2011, Santos & Marcos 2011).
A pancreatite € uma situagdo frequente e em alguns casos esta associada a efusdo exsudativa
estéril, que também pode ter baixas concentra¢des de glicose, o que em certas situacfes podera
ser dificil de distinguir de peritonite séptica. A imagem ecografica € fundamental e a comparacéo
entre os niveis de lipase e amilase sérica e do fluido podem ser importantes para o diagnostico
(Quadro I, Anexos). As efusbes associadas a pancreatite podem-se tornar sépticas em casos de
abcessos pancreéticos ou por translocagéo bacteriana (Dempsey & Ewing 2011).
As efusdes biliares ndo sdo frequentes, mas podem ocorrer secundariamente a trauma
(iatrogénico por exemplo) ou a obstrucdo da vesicula biliar, colangite ou podem ocorrer
espontaneamente. Inicialmente pode haver pouco liquido, cujas caracteristicas se enquadram num
transudado modificado, mas como a bilis € muito irritante para os tecidos, evolui para exsudado
gue pode mesmo tornar-se séptico. Podem ser efusbes amarelo-esverdeadas ou acastanhadas
em que predominam neutréfilos ligeiramente degenerados, macréfagos, muitas vezes com
pigmento biliar, esverdeado a preto acastanhado ou dourado, fagocitado ou extracelular, e células
mesoteliais reativas. O pigmento pode ser dificil de distinguir de cristais de hematoidina (dourados)
ou granulos de hemossiderina (azul-esverdeados), que sédo produtos da degradacéo de eritrocitos.
Pode ainda existir material amorfo, granular e basofilo de fundo. A comparacdo dos niveis de
bilirrubina séricos com os do fluido pode ser diagnéstica, inclusivé em lavagens peritoneais nas
fases iniciais com pouco liquido, mas em que se suspeita de rotura de vesicula biliar (Rebar &
Thompson 2010, Dempsey & Ewing 2011).
O uroabdomen é uma peritonite quimica (& semelhanca das efusdes biliares) que resulta de rotura
do trato urinério por trauma ou obstru¢do. Macroscopicamente séo efus@es claras, transparentes e
que podem ter odor urinoso A concentragdo proteica e celular é baixa, o que justifica que sejam
classificados inicialmente como transudados modificados, mas que evoluem geralmente para
exsudados neutréfilicos. Os neutréfilos podem ter alteragcdes nucleares (bordos rasgados) pela
irritacdo da urina. Podem ser sépticos no caso de existir infecdo urinéria prévia e podem ser
detetados cristais urinarios na citologia. Niveis de creatinina e potassio superiores no liquido aos
do sangue também sustentam o diagndstico (Rebar & Thompson 2010, Santos & Marcos 2011).
As efusbes quilosas podem ser classificadas entre transudados modificados a exsudados pelo teor
proteico e celular, mas o que as distingue € o facto de terem um aspeto leitoso, branco opaco que
persiste mesmo apoés centrifugacdo com niveis de triglicéridos superiores a 100 mg/dl. Ocorrem
com mais frequéncia no térax, e sdo geralmente secundarias a doenca cardiaca, dirofilariose,
torcao de l6bulo pulmonar, trauma (rotura do ducto toracico), compressao de massa (associadas a
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neoplasias como linfoma, timoma ou granulomas) ou pode mesmo ser idiopatico. Inicialmente a
celularidade destas efusdes é constituida por pequenos linfécitos, mas com o tempo podem
apresentar células mesoteliais reativas, macr6fagos com pequenos vacuolos com lipidos,
neutrdéfilos e até eosindéfilos. Podem ser observadas pequenas goticulas lipidicas ndo coradas no
pano de fundo. Ja as efusdes pseudoquilosas tém um aspeto macroscopico semelhante as
efusdes quilosas, mas nao persiste apds centrifugacdo. Adicionalmente, o teor de colesterol é
elevado, mas ndo h4 aumento dos triglicéridos. A explicacdo para a sua ocorréncia foi referida
anteriormente e esta relacionada com a cronicidade das efusdes: ao contrario de outros
componentes celulares (fagocitados) o colesterol ndo é eliminado e acumula-se. Os macrdfagos e
as células mesoteliais podem ter também vacuolos lipidicos (e quando em grandes grupos podem
lembrar células secretoras) e podem ser detetados cristais de colesterol, que sao estruturas
retangulares ndo coradas (Rebar & Thompson 2010, Santos & Marcos 2011).

As efusbes hemorragicas sdo comuns na préatica clinica veterinaria. E importante fazer um
microhematdcrito destes liquidos e comparar com o de sangue, para distinguir a efusdo de
contaminacao iatrogénica. Tipicamente, séo liquidos vermelhos a acastanhados, com cor uniforme
durante todo o processo de recolha, ndo coagulam e apresentam hematocritos superiores a 10%.
A citologia é de extrema importancia para o diagnostico, ja que as efusdes hemorragicas tém
predominantemente eritrécitos e células nucleadas em menor ndamero, ndo tém plaquetas e tém
macréfagos com fagocitose de eritrécitos ou de hemossiderina (nas hemorragias com mais de 2
dias). Podem existir liquidos com caracteristicas semelhantes mas com contagens de leucdcitos
muito superiores aos sanguineos e que podem devem ser considerados exsudados com
hemorragia associada ou no caso da observacdo de células neoplasicas, serem classificados
como efusBes neoplasicas com hemorragia. As principais causas de efusdes hemorragicas
incluem o trauma e torgdo de 6rgéos (como baco, figado), neoplasias (hemangiossarcomas atriais
e esplénicos, carcinomas, mesoteliomas), dirofilariose e coagulopatia (por exemplo por intoxicacao
por raticidas). E importante recorrer & ecografia para detecdo de massas e/ou realizar provas de
coagulacdo. Na maioria das vezes as efusdes pericardicas do cdo sdo hemorrdgicas e tém a
particularidade de ter maior celularidade, com macréfagos, neutréfilos e células mesoteliais
reativas geralmente com muitas caracteristicas de atipia, semelhantes a células neoplasicas
(Alleman 2003). A citologia nestes casos é particularmente dificil até porque hemorragias
idiopaticas benignas e neoplasias ocorrem com igual frequéncia. O uso de tiras de urina para
determinacdo do pH pode ser util em situagdes de urgéncia (pH < 7 encontra-se associado a
situacdes benignas), ao passo que os niveis de troponina cardiaca | podem ser indicadores de
hemangiossarcoma (Alleman 2003, Rebar & Thompson 2010, Dempsey & Ewing 2011).
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Quando se detetam células neoplasicas, o liquido € classificado como efusédo neoplasica, um tipo
especifico de exsudado por ter elevada celularidade e proteinas. Mas na grande maioria das vezes
as efusBes secundarias a neoplasias ou sdo hemorragicas ou transudados modificados, ndo se
detetando células neoplasicas. Ou entdo, pode persistir a divida na atribuicdo da classificacdo
porque citologicamente é dificil distinguir células mesoteliais reativas de células neoplasicas
(Hirschberger et al. 1999). A histéria e os dados do animal podem ajudar, mas muitas vezes sO
com outras técnicas (como coloragfes especiais e imunomarcadores) € que se pode ter uma
classificacdo. Os carcinomas primarios ou metastaticos sdo as neoplasias mais comuns em
efusbes peritoneais e pleurais de cdes e em efusdes peritoneais de gatos, ao passo que 0s
linfomas séo as efusbes neoplasicas mais comuns em efusdes pleurais de gatos. Outros tumores
gue podem estar associados a efusdes sdo 0os mastocitomas, histiocitose maligna e mesoteliomas,
no entanto estes sdo menos frequentes (Rebar & Thompson 2010, Santos & Marcos 2011).

As efusdes carcinomatosas sdo geralmente constituidas por grandes agregados celulares, por
vezes em arranjos papilares tridimensionais ou em formacdes acinares. As células tém bordos
citoplasmaticos distintos, sdo redondas a poliédricas, com basofilia citoplasméatica. No caso dos
adenocarcinomas podem observar-se vacuolos secretores. Para suportar o diagnéstico destas
efusdes tém de estar presentes mais de quatro critérios de malignidade entre os seguintes:
pleomorfismo, multiplos ndcleos, macrocariose, anisocariose, nucléolos grandes, angulares e
multiplos, padrées de cromatina anormais, mitoses atipicas. Habitualmente, considera-se que
grupos volumosos, com mais de 100 células, sdo muito sugestivos de efusdo carcinomatosa
(Santos & Marcos 2011). Nas fémeas, as efusdes pleurais carcinomatosas mais frequentes séo
metastases de carcinomas mamarios, ao passo que nos machos, sdo as metastases de
carcinomas prostéticos e carcinomas de células de transicdo. Outras neoplasias podem estar
envolvidas, tais como os adenocarcinomas pulmonares (tumores primarios do pulméo) e
carcinomas da tiroide. JA& no caso das efusbes peritoneais, estas podem estar associadas a
adenocarcinomas ovaricos e carcinomas mamarios em fémeas, carcinomas prostaticos em
machos, assim como adenocarcinomas pancreaticos e colangiocarcinomas (Alleman 2003, Rebar
& Thompson 2010).

Os mesoteliomas sdo citologicamente semelhantes a carcinomas, como ja foi referido
anteriormente. Tendem a produzir amostras muito celulares, com células arredondadas, de
ndcleos centrais, com nucléolos proeminentes e citoplasma bas6filo, misturadas com células
gigantes multinucleadas e figuras de mitoses. Sao neoplasias raras, que sdo consideradas
malignas porque rapidamente se implantam nas serosas e produzem grande acumulacdo de
fluidos. Para o diagnéstico definitivo é recomendada biopsia, mas podem ser usadas coloracdes
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especiais, tais como o azul de alcido, que marca células mesoteliais, permitindo assim diferenciar
de adenocarcinomas (que marcam com o acido periédico de Schiff, PAS) ou marcadores
imunocitoquimicos (Alleman 2003, Rebar & Thompson 2010, Santos & Marcos 2011).

Numa efusdo associada a linfoma, a maioria das células sdo linfécitos imaturos, de médio a
grande tamanho (1,5 a 5 vezes um eritrcito), com nucléolos proeminentes e niamero variavel de
mitoses. Os linfomas mediastinicos ou linfomas timicos sdo os que mais frequentemente
produzem efus6es. Nestes Ultimos, sdo frequentemente de fenétipo T e portanto tém nlcleos
indentados e formas nucleares mais irregulares. Também podem ocorrer efusées associadas a
linfomas hepaticos e gastrointestinais (Rebar & Thompson 2010, Dempsey & Ewing 2011, Santos
& Marcos 2011). Estdo disponiveis exames complementares como imunocitoquimica, biologia
molecular ou citometria de fluxo para fazer a distingdo entre linfomas de células B ou T, entre
linfomas de células pequenas e efusfes quilosas, ou distincdo entre linfomas e outros tumores de
células redondas (como processos histiocitarios), contudo estes exames ainda ndo sédo usados de
modo generalizado nos laboratérios de diagndstico veterinario (Rebar & Thompson 2010,
Dempsey & Ewing 2011).

Importa ainda referir que as efusbes hemorragicas também podem estar associadas a
hemangiossarcomas. Neste caso, tratando-se de neoplasias mesenquimatosas, ndo costumam
estar presentes muitas células no liquido. S6 ocasionalmente se conseguem observar células
isoladas ou em pequenos grupos, de aspeto fusiforme a estrelada, com nucleos grandes,
nucléolos proeminentes, e por vezes multinucleadas (Alleman 2003).

I.3. Citoblocos: técnicas, vantagens e desvantagens

A técnica de citobloco foi descrita pela primeira vez em 1896 e comecou a ser largamente usada
em Medicina Humana na segunda metade do século passado (Jain et al. 2014). Corresponde a um
método complementar que é praticamente ignorado no meio veterinario (Zanoni et al. 2012), com
escassas referéncias bibliogréaficas. Ha mais de 20 anos, foi apresentado um primeiro estudo com
70 casos com citoblocos (Caniatti et al. 1993) que néo teve o impacto merecido. Ja nos ultimos 3
anos tém surgido esporadicamente alguns trabalhos sobre citoblocos em Medicina Veterinaria
(Joiner & Spangler 2012, Zanoni et al. 2012, Taylor et al. 2013, Fernandes et al. 2015), mas ainda
falta avaliar a sua real contribuicdo para o diagnéstico. Em Medicina Humana, o citobloco é
considerado um importante complemento ao estudo citolégico de efusdes, existindo trabalhos que
apontam para um aumento na acuidade diagnoéstica entre 12 a 55% (Liu et al. 1998, Nathan et al.

2000). O citobloco é usado principalmente em situacdes neoplasicas ou quando se pretendem

14



realizar técnicas de histoquimica (por exemplo, coloragfes para fungos) ou de imunohistoquimica
(Nathan et al. 2000, Shidham & Epple, 2007; Shi et al. 2011).
Estdo descritas muitas vantagens dos citoblocos: 1) a concentracdo celular permite avaliar
rapidamente um nimero de células representativo; 2) a separacdo entre a parte com células da
parte liquida aumenta a preservacdo celular, uma vez que o liquido existente entre as células
causa alteracdes morfolégicas e interfere na sua fixac@o; 3) a arquitetura celular é relativamente
mantida, simplificando a comparacdo com amostras de histopatologia; 4) permitem varios cortes e
diferentes aplicacdes, como técnicas de histoquimica, imunohistoquimica, de biologia molecular ou
até microscopia eletrénica; 5) permite um arquivamento de material, em que depois facilmente se
podem realizar estudos retrospetivos (Shi et al. 2011). Em termos de qualidade, a
imunohistoquimica em cortes histologicos, obtidos a partir dos citoblocos, é preferivel a
imunocitoquimica em esfregacos de citologia. A presenca de material proteico de fundo nestes
ultimos pode interferir com a marcacao e interpretacdo dos resultados da imunocitoquimica
(Fetsch et al. 2002, Shidham & Epple 2007, Shi et al. 2011, Herbert 2014, Jain et al. 2014).
Estdo descritas vérias técnicas de citobloco, com o uso ou ndo de meios adicionais, mas 0s
procedimentos base sdo 0s mesmos: concentracao inicial, seguida de fixacdo e processamento,
como qualquer outra amostra histolégica (Shidham & Epple 2007, Jain et al. 2014). Recomenda-se
gue todos os passos sejam realizados em laboratérios especializados, ndo s6 pela fragilidade das
amostras, mas também porque s&o necessarios meios especiais (tais como a agarose), que nao
estdo habitualmente disponiveis nas clinicas e hospitais veterinarios.
A amostra recolhida em tubo com EDTA é primeiro centrifugada (1000 a 3000 rpm, 10 minutos), o
sobrenadante é desprezado e o sedimento celular (pellet) € envolvido em agarose morna,
esperando-se até arrefecer e solidificar. O sedimento celular ja solidificado é removido do tubo, é
cortado o0 excesso de agar até préximo das extremidades e o sedimento é colocado numa cassete
para processamento histolégico. Durante 24 horas € mantida numa solucgéo fixadora (por exemplo,
alcool a 50% e formol tamponado a 10% em partes iguais), seguindo-se depois a inclusdo em
parafina, corte em micrétomo e coloragcdo com hematoxilina e eosina (H&E). E importante que o
intervalo de tempo entre a colheita e a realiza¢éo do citobloco seja 0 menor possivel (inferior a 2
horas e refrigerado). Se tal ndo for possivel, pode ser adicionado formol a 10% a amostra de
efusdo, em partes iguais, informando o laboratério para que ndo se proceda a nova fixacao
(Peleteiro 2011). Existem varios métodos de fixacédo e a sua escolha pode influenciar as técnicas
imunoldgicas (Nathan et al. 2000, Ramos-Vara et al. 2010, Herbert 2014, Jain et al. 2014). E
relevante referir que podem ser usados outros produtos em alternativa a agarose, tais como a
albumina, gelatina, HistoGel® ou podem ser realizadas outras técnicas como o método plasma-
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trombina ou “colloidion bag” (Shidham & Epple 2007, Joiner & Spangler 2012, Jain et al. 2014).
Alids, as técnicas de citobloco continuam a evoluir em Medicina Humana e até existem sistemas
completamente automaticos, como por exemplo o Cellient™ Automated Cell Block (Jain et al.
2014).

Os cortes de citobloco, apesar de serem agregados celulares e néo tecidos, podem fornecer
informacdo histologica importante em termos da arquitetura, porque se mantém parte da matriz
extracelular responsavel pela coesdo celular (que normalmente é perdida com os esfregagos
convencionais). Assim, é possivel obterem-se amostras com formacdes papilares, acinares, em
“favo de mel”, em palicada, trabecular e até em arranjos perivasculares, contribuindo para a
representacdo do tecido no geral, especialmente em neoplasias epiteliais e mesenquimatosas
(Shidham & Epple 2007, Zanoni et al. 2012, Herbert 2014, Jain et al. 2014).

As principais desvantagens dos citoblocos sdo 0 aumento do trabalho e tempo de processamento
das amostras, exigindo técnicas e meios que s6 estédo disponiveis em laboratérios especializados,
necessitando ainda de transporte desde as clinicas/hospitais até ao laboratério. Além disso, pode
existir alguma variabilidade de resultados por auséncia de uniformizacdo de técnicas de
processamento entre laboratérios (Jain et al. 2014). Assim, no cOmputo geral, a relacdo

beneficio/custo pode ndo ser a ideal em muitas situacdes.

Parte Il. Atécnica do citotubo aplicada a efusbes  de cédo e gato

[I.1. Introducéo

A avaliacdo citoldgica de efusBes permite chegar ao diagnostico final em muitas situacoes, e
mesmo quando nao produz um diagnoéstico, permite distinguir entre processos inflamatorios e
neoplasicos. Contudo, a pratica clinica veterinaria tem evoluido no sentido dos proprietarios
guererem “certezas” e o0 “tratamento mais adequado”. Para dar essas respostas, a citologia por si
s6 podera nao ser suficiente. Além de muitas vezes ser dificil distinguir entre células neoplasicas e
células mesoteliais, reativas ou neoplasicas, como ja foi referido, mesmo em efusbes neoplasicas
de células redondas, a citologia pode néo diferenciar entre linfoma, timoma, leucemia, sarcoma
histiocitico ou mastocitoma (Wallace et al. 2015). Ja nas efusbes hemorragicas, é muito
complicado observar células neoplasicas quando o microhematécrito da efuséo é superior a 20%
(Hirschberger et al. 1999). Nesse sentido, é cada vez mais importante procurar técnicas que
ajudem a chegar a um diagndstico definitivo. A imunocitoquimica seria uma opc¢édo a partida, mas

tem limitac6es praticas em citologia (Fetsch et al. 2002, Shidham & Epple 2007, Jain et al. 2014).
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J& a transformacgéo de amostras liquidas em microbiopsias, através da técnica do citobloco, abre
novas perspetivas para o diagnoéstico de efusdes em caes e gatos. A arquitetura celular € mantida,
conseguem-se fazer mdltiplos cortes passiveis de serem usados em técnicas imunohistoquimicas,
de biologia molecular ou outras. Além disso, os citoblocos permitem que as amostras liquidas
sejam conservadas quase indefinidamente, o que de outra maneira seria quase impossivel.

Ja a técnica do citotubo reune todas as vantagens dos citoblocos, sendo mais simples, econémica
e com uma maior intervencao metodoldgica da parte dos médicos veterinarios (Marcos 2013). Esta
técnica ainda nao tinha sido aplicada a um nimero substancial de animais, pelo que este trabalho
pretendeu avaliar o contributo dos citotubos para a obtencdo de um diagndstico definitivo em
efusbes de caes e gatos.

[1.2. Material e métodos

i

- neoplasia de células mesenquimatosas (hemangios-

G —
l‘?;“mé sarcoma) (Quadro IV, Anexos).
A e

Em todas as amostras foram realizados dois a quatro

Foram recolhidas 18 amostras de efusdes cavitarias, 10
de cées e 8 de gatos. Cada uma foi avaliada em relacéo
as caracteristicas fisicas, quantificacé@o proteica, TNCC e
estudo celular para a classificacdo em transudados,
transudados modificados e exsudados. Em todas as

amostras foram realizados esfregacos diretos e

esfregacos com citocentrifuga ou a partir do buffy-coat.
As laminas foram coradas com Diff-Quik (Hemacolor,
Merck) e a avaliacdo citologica foi realizada pelo autor
(CM) e por um citopatologista (Mario Caniatti, Ricardo
Marcos ou Marta Santos). As amostras foram
classificadas como ‘“neoplasicas” ou “ suspeitas de
neoplasia”. Assim, incluiram-se 7 efusGes com populacéo
de células redondas (Quadro Il, Anexos), 6 efusGes
carcinomatosas (Quadro |Ill, Anexos) e 5 efusbes

hemorragicas com suspeita clinica ou imagioldgica de

Figura 3 — Técnica do citotubo; (A-D)  citotubos (Marcos 2013). Primeiramente recolheu-se
foram realizados na clinica e (E-H) no o ) o )
laboratério (ver detalhes no texto). liqguido para tubos de microhematdcrito (Fig. 3A), que

17



foram selados com plasticina e centrifugados (12000 rpm, 5 minutos) (Fig. 3B). Estes foram
cortados, com uma caneta com ponta de diamante, ligeiramente acima da interface soélido-liquido
(Fig. 3C), sendo depois colocados em formol a 10% durante 24 horas (Fig. 3D). Depois foram
colocados em alcool a 70% e enviados para o Laboratério de Histologia do ICBAS, onde se
procedeu ao processamento para inclusdo em parafina. Aqui usou-se um processamento de
rotina, apenas com a particularidade da remocéo dos citotubos dos tubos de microhematécrito
através de um clip (Fig. 3E). Os citotubos foram processados no interior de cassetes, com
gualquer outra microbiopsia (Fig. 3F). Os blocos de parafina (Fig. 3G) foram depois cortados a =
5um, obtendo-se quatro a seis laminas por caso; uma foi corada com H&E (Fig. 3H) e as restantes
foram congeladas a -80°C para posterior imunohistoquimica.

O processamento de imunohistoquimica foi realizado no Laboratério de Patologia Veterinaria do
ICBAS e a escolha dos anticorpos dependeu da avaliacao citoldgica dos esfregacos e observacao
das laminas de H&E dos citotubos. Nas amostras com populacédo de células redondas foram
usados marcadores PAX-5 e CD3, para linfécitos B e T, respetivamente (Ramos-Vara et al. 2010)
(Quadro V, Anexos). Em duas das amostras com suspeita de timoma foram usados marcadores
para células do estroma do timo, AE1/AE3, desmina e S100 (Zdltowska et al. 1998, Queiroga et al.
2004) e num caso suspeito de tumor neuroenddcrino usou-se a cromogranina e sinaptofisina
(Ramos-Vara et al. 2010). Ja nas efusdes carcinomatosas usaram-se AE1/AE3, E-caderina, CK-14
e p63 (Ramos-Vara et al. 2010, Pefia et al. 2014). Foram ainda usados marcadores de células
mesoteliais, vimentina e calretinina (Fetsch & Abati 2001, Ramos-Vara et al. 2010, Przezdziecki &
Sapierzynski 2014). Nas efus6es hemorragicas com suspeita de hemangiossarcomas usou-se um
marcador de células de endotélio vascular, CD31 (Ramos-Vara et al. 2010).

O protocolo de imunohistoquimica foi realizado com o kit NovoLinkPolymerDetectionSystem
(Novocastra, Newcastle, Reino Unido). Procedeu-se a recuperacdo antigénica em banho-maria
com a solucdo Target Retrieval a 10% (Dako, Glostrup, Dinamarca), em todos os anticorpos,
exceto S100 e E-caderina. No primeiro ndo foi feita recuperacdo antigénica, ao passo que na E-
caderina a recuperacao foi feita em micro-ondas (600W, 10 minutos) em solucdo Target Retrieval
com 0.5 ml solucdo Extran MAO1 (Merck, Darmstadt, Alemanha). A revelacdo foi feita com 3,3'-
diaminobenzidine (DAB) e para a coloracdo nuclear usou-se hematoxilina. Em todos os casos
usaram-se controlos positivos e negativos, empregues no Laboratério de Patologia Veterinaria,

correspondentes a tecidos cuja marcacao pelo anticorpo esta devidamente confirmada.
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11.3. Resultados

Comparando com os esfregacos diretos, as técnicas de concentragdo celular eram comparaveis,
com um melhor detalhe celular nos esfregacos de buffy-coat em comparacdo com os esfregagos
de sedimento apos centrifugacgéo (Fig. 4). Nos esfregacos de buffy-coat, as células ndo
apareceram tao deformadas pelo meio liquido envolvente, os arranjos de células epiteliais e/ou
mesoteliais (quando presentes) ndo se encontravam alterados, e a porcdo hematica (quando
existente) estava separada.

A obtencdo dos citotubos ndo foi alvo de problemas relevantes na clinica. No laboratério, a
remocdo dos citotubos do tubo de microhematdcrito (Fig. 3E) foi mais dificil em amostras muito
hematicas, em que foi mais complicado manter a estrutura cilindrica. No entanto, o arrefecimento
do citotubo com um cubo de gelo facilitava esta remocéo.

Figura 4 — Aspetos macroscopico e microscopio dos esfregacgos direto, do sedimento apds centrifugagéo e
do buffy-coat de uma efuséo abdominal de linfoma; Diff-Quik.

Nos citotubos as células surgem separadas em
camadas: na base, perto da plasticina, estao os
eritrocitos, no meio as células neoplasicas
carcinomatosas (quando presentes), e 0s
neutrofilos, macrofagos e células mesoteliais
encontram-se na outra extremidade, ou seja,
na interface sodlido-liquido (Fig. 5). Apesar
desta separacdo, em alguns casos, surgiam

alguns eritrocitos nas vérias camadas.

200 yn

Figura 5 — Aspeto histoldgico do citotubo. Os eritrocitos surgem na extremidade proxima da plasticina
(seta) e as células inflamat6rias na extremidade oposta (ponta de seta); H&E, barra = 200 um.
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A caracterizacdo celular nos cortes de citotubos foi concordante com a avaliacdo dos esfregacos,
com a vantagem de nos de efusfes carcinomatosas se conseguirem observar bem as células nos
arranjos tridimensionais (nos esfregacos o detalhe das células nos arranjos perdia-se) (Fig. 6).

Figura 6 — Preparag@es histoldgicas obtidas do citotubo de efusGes carcinomatosas. A: arranjos acinares
indicativos de diferenciacdo glandular; B: presenca de grupos soélidos em monocamada. H&E, barra = 50 pm.

Nos citoblocos, além das células estarem separadas por camadas (e ser mais facil a distingdo
entre as neoplasicas e as inflamatérias) podem surgir arranjos claramente papilares ou acinares,
caracteristicos de epiteliais (Fig. 6). Ja na amostra de linfoma LGL (tal como nas amostras
histolégicas das massas) os granulos ndo eram facilmente detetados nos citotubos.

O estudo com imunomarcadores foi no geral bastante satisfatério (Quadro Il, Il e 1V, Anexos). Em
todos os casos de efusdes de linfoma (Fig. 7), incluindo o caso de LGL, houve reacéo positiva para
CD3, permitindo identificacdo das populacdes de linfocitos como T (Fig. 8). Numa das efusfes
suspeita de timoma (depois confirmado com histologia da massa) houve marcacdo positiva para
CD3 nos linfocitos e para AEL/AE3, sugerindo a presenca de células epiteliais reticulares; no
entanto, nesse caso os resultados com S100 e desmina foram negativos.

irregulares; B: a maioria dos linfécitos € negativa para PAX5 (com ligeira marcacao inespecifica de fundo); C:
intensa marcacéao CD3. Diff-Quik (A) e imunomarcagéo/cromogénio DAB (B, C). Barra =20 um (A), 50 um (B, C).
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Na efuséo suspeita de neoplasia neuroendécrina a marcagcdo com a cromogranina e sinaptofisina
ndo permitiu estabelecer um diagnéstico definitivo, devido & excessiva marcacdo de fundo. E
importante referir que nesse caso, a biopsia transtoracica da massa também ndo permitiu chegar a
um diagnostico definitivo. Inicialmente o diagnostico seria de tumor anaplasico, altamente
compativel com linfoma, mas os testes de imunohistoquimica com CD3, CD79a e vimentina foram

negativos, excluindo quer essa hipétese, quer a de tumor mesenquimatoso. Infelizmente néo se

fizeram marcadores para tumores neuroendécrinos em histopatologia.

L

Figure 8 — Linfoma do tipo LGL. A: esfregaco da massa abdomlnal com I|nfOC|tos grandes com granulos
citoplasmaticos purpura (também em pano de fundo); B: esfregago do buffy-coat da efusédo peritoneal com
linfécitos semelhantes aos da massa (setas); C: linfécitos atipicos no citotubo da efusao (setas); D: marcagéo
com CD3 dos linfocitos atipicos; E: preparacéo histolégica da massa (removida na necrépsia) com linfocitos
neoplasicos; F: populagdo neoplasica com granulos citoplasmaticos evidenciados pela coloracdo de PAS.
Diff-Quik (A, B), H&E (C, E), imunomarcagao/cromogénio DAB. Barra = 20 um (A, B, D, E, F), 50 um (C).
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Todas as efusdes carcinomatosas, foram positivos a AE1/AE3. As que foram testadas com
vimentina foram negativas, sendo que numa dessas amostras havia marcagcdo com vimentina na
zona de células mesoteliais, com uma distingcdo clara entre as zonas do citotubo (Fig. 9). Na
amostra em que se usou também a E-caderina obteve-se uma boa marcacéo (Fig. 10), ao passo
gue na amostra em que se usou 0 p63 nao se registaram células marcadas. J4 no caso da
calretinina, usada apenas numa das amostras, obteve-se apenas marcacédo de fundo inespecifica.
Nas efusdes hemorragicas secundarias a hemangiossarcomas o CD31 foi negativo.
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Figura 9 — Efusdo carcinomatosa de metastase de carcinoma mamario. A: esfregago com grupos
papilares de células vacuolizadas, com anisocariose; B: corte histolégico do citotubo em que se
observam os grupos celulares neoplasicos e células redondas misturadas com células inflamatérias; C:
As células neoplasicas em grupos, e as mais pequenas e redondas séo positivas para AE1/AE3; D:As
células redondas mais pequenas também sdo positivas para a vimentina, 0 que apoia a sua origem
mesotelial. Diff-Quik (A), H&E (B), imunomarcagao/cromogénio DAB (C, D); barra = 50 pm.
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Figura 10 — Efuséo carcinomatosa. As células neoplasicas tém marcacéo para E-caderina nas membranas
basolaterais comprovando a sua origem epitelial. Imunomarcag&o/cromogénio DAB; barra = 50um.

[1l.4. Discusséo

Os esfregacos de efusdes continuam a ser elementos com excelente relacdo qualidade/custo para
obter um diagnéstico (Liu et al. 1998, Herbert 2014). Os diretos sédo essenciais para estimar a
celularidade da efusdo, caracterizar a populacdo predominante e avaliar o grau de coeséo e 0s
arranjos celulares. Ja as técnicas de concentragdo permitem avaliar uma maior quantidade de
células e sdo essenciais quando a contagem celular da efusédo é muito baixa. A técnica de buffy-
coat pode ser uma boa alternativa as citocentrifugas em Medicina Veterinaria, uma vez que 0s
clinicos geralmente ndo tém este equipamento.

Os citotubos ndo pretendem ser substitutos mas sim complementos aos esfregacos, dando
informacgé&o adicional sem um significativo acréscimo de custo. Aqui comprovamos a facilidade do
método: todos os procedimentos até a fixacdo (Fig. 2A-D) podem ser feitos em qualquer clinica ou
hospital, sem necessidade de meios técnicos especializados, estando os liquidos conservados,
virtualmente, por tempo indeterminado. Além dos tubos de hematécrito e centrifuga, o Unico
material adicional serd a caneta de ponta de diamante ou, em alternativa, poderdo ser usados
tubos plasticos de microhematécrito, que facilmente se cortam com um bisturi. Esses tubos sao
substancialmente mais caros que os de vidro e ndo foram objeto de estudo neste trabalho. Apés
fixacdo, os citotubos podem ser enviados para laboratorios de referéncia sem perda de material
nem de qualidade (mesmo que a efusao tenha sido recolhida numa urgéncia, sexta-feira a noite!).
Mesmo conservados em EDTA, periodos prolongados (além das 48 horas) podem levar a uma
significativa diminuicdo de detalhe celular (Maher et al. 2010, Marcos & Santos 2011, Antonangelo
et al. 2012).
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Em estudos prévios foi sugerido que amostras com elevada celularidade podem ser mais dificeis
de fixar (Marcos 2013). Nestas é preferivel usar menor quantidade de liquido, produzindo citotubos
mais pequenos. Em teoria, a fixacdo dos citotubos em formol pode influenciar negativamente a
realizacdo de imunohistoquimica (Fetsch & Abati 2001, Shidham & Epple 2007, Ramos-Vara et al.
2010, Jain et al. 2014). No entanto, os resultados obtidos neste estudo foram satisfatérios,
provavelmente porque se usaram técnicas de recuperacdo antigénica para quase todos o0s
marcadores. E importante referir que podem ser feitos muitos cortes histolégicos a partir de um
citotubo. Em termos de cortes de rotina (= 5 um), os citotubos permitem obter uma média de 100
cortes, permitindo a realizacdo de uma pandplia de coloracbes de histoquimica ou
imunohistoquimica muito posterior a data da recolha das efuses. Uma particularidade do
citotubos reside na separacéo entre camadas celulares. Esta apresentacéo € (til na distin¢cdo entre
células neoplasicas, mesoteliais e inflamatérias ao avaliar um citotubo corado. Além disso, facilita
a imunohistoquimica, na medida em que diminuem os artefactos de fundo. Esta é, sem duvida,
uma vantagem em relacgédo a utilizacdo de esfregacos de efusdes para imunocitoquimica.

A imunofenotipagem em efusfes de células redondas é uma grande mais-valia porque melhora o
diagnostico, permitindo uma abordagem terapéutica mais adequada e o estabelecimento do
prognéstico (Vail 2007, Vail & Young 2007, Regan et al. 2012, Wallace et al. 2015). As técnicas de
PCR e citometria de fluxo sdo usadas nestes tumores, por rotina, em Medicina Humana e também
em Medicina Veterinaria em alguns paises, mas essa néo é a realidade em Portugal (Ramos-Vara
et al. 2010, Dempsey & Ewing 2011). De acordo com 0s nossos resultados, a imunofenotipagem
pode ser conseguida com os citotubos. Para além disso, o uso de marcadores de linfécitos B e T
poderd ser importante para distinguir efusées quilosas (com marcacdo positiva para ambos 0s
tipos de linfocitos) (Fig. 11) de linfomas (em que habitualmente existira um claro predominio de um
tipo de linfocitos) (Fig. 7 e Quadro I, Anexos). Neste trabalho, a maioria das efusdes era pleural e
em gatos jovens, pelo que se registou uma predominéncia de linfomas de células T, tal como era
esperado de acordo com a bibliografia (Vail 2007). Também nos caes, os linfomas mediastinicos
sdo mais frequentemente de linfécitos T (Vail & Young 2007), o que foi concordante com o0s
resultados aqui obtidos. Existem estudos que indicam que este tipo de fenétipo tem pior
prognéstico, pois estd associado a periodos de sobrevivéncia menores e pior resposta a
quimioterapia (Vail 2007, Vail & Young 2007, Regan et al. 2012). J4 os LGL sdo muito raros em
cdes; sdo também de tipo T e tém uma evolucdo clinica extremamente agressiva (Turinelli et al.
2005). O caso incluido neste trabalho foi coincidente com estes dados, uma vez que o animal
sobreviveu menos de uma semana apos o diagnostico. Os timomas sdo raros em caes e ainda
mais em gatos. Nestes, a ocorréncia de efusfGes é ainda menos comum, sendo também rara a
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observacdo de células reticulares epiteliais (Rebar & Thompson 2010). Contudo, numa das
amostras deste estudo, num gato jovem (com confirmacdo histolégica de timoma) foi possivel
observar a marcacao positiva de AE1/AES3. Esta distingdo é importante em termos clinicos, uma
vez que o tratamento de eleicdo para os timomas é cirlrgico, ao passo que no linfoma a
quimioterapia é o tratamento a ponderar (Vail 2007, Vail & Young 2007, Withrow 2007, Zitz et al.
2008).

FA

Figura 11 — Efuséo quilosa. A: preparacgéo citolégica com predominio de linfécitos médios, mas com alguns
linfécitos grandes. Os linfécitos no citotubo marcavam com PAX5 (B) e com CD3 (C). Diff-Quik (A) e
imunomarcagédo/cromogénio DAB (B, C). Barra= 50um.

As células epiteliais neoplasicas sao muitas vezes dificeis de distinguir das mesoteliais reativas ou
neoplasicas. Ha estudos que indicam que, comparando com outras técnicas como a
citocentrifugacgédo, os citoblocos sédo superiores em termos de interpretacdo morfolégica (Fetsch et
al. 2002). Neste trabalho ndo tivemos amostras suspeitas de mesoteliomas para poder comparar e
avaliar a efichcia do citotubo e, além disso, ndo foram incluidas efusdes abdominais
carcinomatosas, 0 que poderia aumentar a variabilidade deste tipo de efusbes. Os
imunomarcadores podem permitir um diagnéstico definitivo de carcinomas, principalmente se
incluidos num painel (Przezdziecki & Sapierzynski 2014, Wallace et al. 2015). Nas amostras deste
estudo, foi usado o AE1/AE3 que marca células epiteliais e mesoteliais em efusdes, e todas foram
positivas. Ja a vimentina € um marcador de células mesoteliais, mas também de células epiteliais
em carcinomas pouco diferenciados, nomeadamente quando estas exibem transicdo epitélio-
mesénquima (Przezdziecki & Sapierzynski 2014, Pefia et al. 2014). Neste estudo todas as
amostras testadas com este marcador foram negativas. Assim, para um diagnéstico definitivo, era
importante o uso de um terceiro marcador, como a calretinina, que marca células mesoteliais
(Ramos-Vara et al. 2010). Infelizmente este marcador ndo funcionou nas nossas maos, sendo
necessarios novos estudos para perceber a real utilidade da calretinina no estudo das efusbes
neoplésicas de cées e gatos. A desmina poderia ser outra op¢do (Przezdziecki & Sapierzynski
2014, Wallace et al. 2015), assim como as citoqueratinas de elevado peso molecular (Ramos-Vara
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et al. 2010). Um outro problema nas preparacdes citoldgicas prende-se com as células
vacuolizadas, em que podem existir dividas na sua identificacdo como macréfagos, células
mesoteliais ou mesmo epiteliais. Nestes casos a imunomarcacao com AE1/AE3 (aqui testada com
bons resultados) assim como outros marcadores, tais como o CD18, poderao ser uteis.

No caso das efusdes hemorragicas a técnica do citotubo seria uma grande mais-valia,
principalmente em efusbes pericardicas, em que muitas vezes persiste a dlvida se sdo ou nao
idiopaticas (Hirschberger et al. 1999). Muitas vezes, o diagndstico de massas cardiacas é dificil, ou
devido a técnica ecografica ou por se tratarem de animais que, normalmente, ndo estdo estaveis
hemodinamicamente. Adicionalmente, a avaliacdo citolégica destas efusdes é dificil porque as
células mesoteliais, sujeitas a maior trauma pelo reduzido espa¢o do saco pericardico, surgem
com maiores alterac6es reativas (Hirschberger et al. 1999). Assim, se fosse possivel detetar
células de hemangiossarcoma com o citotubo e imunohistoquimica, poderiamos ter um diagndstico
definitivo. O CD31, marcador para células de endotélio vascular, foi negativo em todas as
amostras. E caracteristico dos tumores mesenquimatosos a baixa libertacdo de células e é
provavel que seja esta a explicacdo para a marcacdo negativa. De qualquer modo, o estudo de
outros marcadores de endotélio vascular, como o Fator VIl (Ramos-Vara et al. 2010), podera ser
util neste contexto. Ainda assim, o citotubo sera (til para efusGes hemorragicas em que surjam
células neoplasicas epiteliais ou linfoides misturadas. Para além destas aparecerem separadas do
sangue no citotubo, a imunomarcacao produzira ai bons resultados, como ja demonstramos neste
trabalho.

l11.5. Perspetivas futuras

Este trabalho foi apenas um ponto de partida, que pretendeu avaliar a utilidade dos citotubos para
complementar o diagnéstico citologico de efusdes. Em termos de tempo, a obtencéo de resultados
demora uma média de 2 a 3 dias (apds o envio) e relativamente ao custo, serd o equivalente ao
das biopsias. Na prética, a utilizacdo dos citotubos compensa, por ter a vantagem de se pouparem
0S animais a novos procedimentos cirlrgicos, mais invasivos e com significativos custos
adicionais. Portanto, o citotubo é uma técnica de citobloco mais facil e mais acessivel aos médicos
veterinarios clinicos.

E oportuno referir que o método do citotubo ainda esta em fase de melhoramento, nomeadamente
no que se refere as técnicas de imunohistoquimica. Apesar dos bons resultados com a maioria dos
marcadores testados, pretende-se melhorar a técnica para obter uma marcacdo com a calretinina.
O objetivo Ultimo serd o de estabelecer painéis imunohistoquimicos para que se possa ter um
diagnostico definitivo entre neoplasias epiteliais e células mesoteliais (neoplasicas ou reativas).
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Também se pretende estudar mais casos de efusdes hemorragicas com suspeita de
hemangiossarcoma associado, alargando o painel de imunohistoquimica a outros marcadores
vasculares.

A prevaléncia de efusdes na pratica clinica é relativamente elevada (pelo menos no HVBV) e
prevé-se que rapidamente se consigam obter mais amostras de citotubos para poder alargar este
estudo, incluindo também procedimentos de histoquimica, ou até mesmo usar microscopia
eletronica para estudar efusdes de caes e gatos. Esta Ultima técnica podera ser importante, por
exemplo, em casos suspeitos de tumor neuroenddcrino, uma vez que a microscopia eletrénica
poderia confirmar a presenca de granulos nas células neoplasicas (Ramos-Vara et al. 2010).

Com a possibilidade de utilizagdo de diversos marcadores imunohistoquimicos na técnica do
citotubo, podemos dar um passo em frente na caracterizacdo de muitas patologias. Sabendo que
esta técnica nao é exclusiva de efusdes, funcionado noutros liquidos como sangue, medula 6ssea
urina, lesdes quisticas ou lavagens traqueobrénquicas (Marcos 2013), perspetiva-se que se possa
avaliar a utilizacdo de citotubos noutras amostras. Esta técnica poderd também ser Gtil em
puncdes de drgaos solidos, se for realizada a partir de lavados de agulha (Marcos 2013,
Fernandes et al. 2015). Apds aferir e otimizar protocolos de imunohistoquimica podera estar aqui
uma ferramenta util para diagnosticar tumores anaplasicos ou metastaticos (Ramos-Vara et al.
2010, Taylor et al. 2013).

No fundo, o citotubo podera contribuir para melhorar o diagnéstico e respetivo estadiamento,
permitindo que o tratamento de doencas oncoldgicas em animais de companhia se aproxime um
pouco mais ao praticado na Medicina Humana. Pelo menos e para ja, assim espero, consegui
demonstrar aqui que o citotubo podera ser uma valiosa ponte entre o veterinario clinico e o

veterinario patologista.
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Figura | — Protocolo de colheita e processamento de amostras de efusdes no HVBV.
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Testes Espécie  Resultados Efuséo

Eletroforese Concentragdes de gama-globulina >1g/dl

roteica ~ .
P Concentragao de proteina total >8g/dl

Determinacédo de albumina (A) e globulinas (G) com

ratio A:G <0,8
Teste de Rivalta Misturar num tubo, 5 ml de 4gua destilada, 1 gota de

vinagre e adicionar 1 gota da amostra, observando a Sugestivo de

G formacé&o de coagulo definido (resultado positivo) . ~
infecao por PIF

Anticorpos (Ac) Ac 1:1600
coronavirus felino
PCR coronavirus Positivo
felino
pH (trade urina) C Efusdes pericardicas, pH <7 (medicdo imediatamente  Efus&o pericardica benigna/

apos colheita) ndo neoplasica
Troponina C Niveis elevados de troponina canina Efuséo pericardica neoplésica
cardiaca | por hemangiossarcoma
Glicose CeG Diferencas superiores a 20 mg/dl entre a glicose Peritonite séptica

sérica e a da efuséo
pH, glicose, CeG pH < 7, Glicose < 50 mg/dl, pCO, > 55 mm Hg e Efusdo séptica
pCO,, lactato lactato > 5,5 mmol/L
Lactato CeG Diferencas de -2,0mmol/L (em cées) entre o lactato Peritonite séptica

sérico e a efuséo
Creatinina/ C(G) Quando creatinina/ potassio do liquido € superior ao Uroabdémen
potassio sérico
Triglicerideos CeG Triglicerideos > 100 mg/dI Quilo
Colesterol CeG Colesterol no fluido superior ao sérico Efusdes pseudoquilosas
Lipase/amilase C Lipase e/ou amilase superiores aos do soro Pancreatite
Bilirrubina CeG Bilirrubina superior aos niveis séricos Peritonite biliar/ pleurite

Quadro | — Testes diagnoésticos adicionais para efusdes; C, cdo; G, gato [adaptado de Rebar &
Thompson (2010) e Dempsey & Ewing (2011)].
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Animal Idade Sexo Histéria prévia Efusdo Diagndstico Citotubo Imunohistoquimica/
citolégico interpretagao
1G ? M Massa Pleural Linfoma Concordante com  (+) CD3
mediastinica citologia () Pax5
Linfoma T
2G la F Massa Pleural Timoma/ Concordante com  (+) CD3
mediastinica Linfoma citologia () Pax5
(+) AE1/AE3
(-) Desmina
Mais provavel timoma
3G 25a F Massa Pleural Linfoma/ Concordante com  (+) CD3
mediastinica Timoma citologia (-) Pax5
(+) AE1/AE3 ocasional
(-) s100
(-) Desmina
Mais provavel linfoma T
4G 8m F Massa Pleural Linfoma Concordante com  (+) CD3
mediastinica, citologia () Pax5
+
Felv Linfoma T
5C lla F Massa Abdominal Linfoma (large Concordante com  (+) CD3
abdominal, granular citologia; granulos () pax5
enterite, lymphoma) citoplasmaticos Linf T
pancreatite menos visiveis. infoma
6C l4a M Massa Pleural Linfoma Concordante com  (+) CD3
mediastinica citologia (-) Pax5
Linfoma T
7C 10a M Massa toracica Pleural Exsudado, Concordante com  Cromogranina: marcagao
(diagnéstico piogranulomatoso citologia inespecifica
prévio de tumor com componente Sinaptofisina: marcagao
anaplasico eosinofilica inespecifica
negativo para Inconclusivo
CD3,CD79a¢e
vimentina)
Quadro Il - Efusdes suspeitas de neoplasias de células redondas. C, cdo; G, gato; a, anos; m,

meses; M, macho; F, fémea.
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Animal Idade Sexo Histéria Efuséo Diagnostico Citotubo Imunohistoquimica
prévia citoldgico
8C 1lla F Carcinoma Pericardica  Efuséo Concordante (+) AE1/AE3
mamario neoplasica com citologia (-) p63
carcinomatosa
9G ? F Carcinoma Pleural Efuséo Concordante (+) AE1/AE3
mamario neoplasica com citologia, (-) Vimentina (positivo
carcinomatosa  arranjos nas células mesoteliais)
papilares bem
definidos
10C 7a F Padrao Pleural Efuséo Concordante (+) AE1/AE3
pulmonar neoplasica com citologia, (+) E-Cad
nodular carcinomatosa arranjos Vi i
difuso papilares bem (-) Vimentina
definidos (-) CK-14
11G 18a F No6dulos Pleural Efusédo Concordante (+) AE/1/AE3
mamarios neoplésica com citologia
carcinomatosa,
CCE
12G ? F Carcinoma Pleural Efusédo Concordante (+) AE1/AE3
mamario neopléasica com citologia (-) Vimentina
carcinomatosa
13G 13a M Massa Pleural Efuséo Concordante Calretinina: marcacao
toracica neoplésica com citologia inespecifica
carcinomatosa
CCE
Quadro Il — Efusdes neoplasicas carcinomatosas. C, cao; G, gato; a, anos; m, meses; M, macho;
F, fémea.
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Animal Idade Sexo  Historia prévia Efuséo Diagnéstic o Citotubo Imunohistoquimica
citoldgico
14C 12a M Hemangiossarcoma Abdominal  Efuséo Concordante (-) CD31
metastizado hemorragica com citologia (. cp3
15C 12a M Massa hepética e Abdominal  Efusdo Concordante (-)CcD31
esplénica hemorragica com citologia
16C 8a M Hemangiossarcoma Abdominal  Efuséo Concordante (-) CD31
hemorragica com citologia () cp3
17C 10a M Massa esplénica Abdominal  Efusdo Concordante (-) CD31
hemorréagica com citologia
18C 9a M Hemangiossarcoma Pericardica Efuséo Concordante (-) CD31

atrio direito

hemorragica

com citologia

Quadro IV - Efusdes hemorragicas com predominio de células mesoteliais reativas e ocasionais

células mesenquimatosas suspeitas de neoplasicas. C, cao; G, gato; a, anos; M, macho.
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Anticorpo Clone Diluigédo Fornecedor
Pancitoqueratina AE1/AE3 1:300 Zymed?
Citoqueratina (CK) 14 LLOO2 1:10 Serotec®
a-actina HHF35 1:300 Dako®

Vimentina V9 1:500 Dako

p63 4A4 Ready-to-use Ventana®
Desmina D33 1:20 Dako

S100 Policlonal 1:500 Dako

CD3 Policlonal 1:50 Dako

Pax5 1EW 1:40 Novocastra®
CD31 JC70A 1:50 Dako

E-caderina 4A2C7 1:50 InVitrogen'
Calretinina Policlonal 1:20 InVitrogen
Cromogranina Policlonal 1:500 Thermo Scientific®
Sinaptofisina SP11 1:150 Thermo Scientific

Quadro V - Lista de anticorpos e respetivas diluicdbes usadas no estudo imunohistoquimico o

citotubo em efusdes de cédo e gato. °Zymed Laboratories, San Francisco, Estados Unidos da

América (EUA); ®Serotec, Puchheim, Alemanha; °Dako, Glostrup, Dinamarca, Y%/entana, Tucson,

EUA; eNovocastra, Newcastle, Reino Unido; fInVitrogen LifeTechnologies, Frederick, EUA.
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