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RESUMO

Efusao cavitaria (EC) ¢ definida como o acimulo de liquido no interior das cavidades peritoneal,
pleural ou pericardica. Representam uma entidade frequente na rotina clinica de cdes com
importancia prognodstica geralmente significativa e diversas associagdes etiologicas. Atualmente
sua classificacdo ¢ orientada basicamente pelo teor proteico (PT) e pela contagem de células
nucleadas totais (CCNT) na efusdo, enquanto na medicina humana ¢ realizada por meio de
pardmetros bioquimicos de acuracia analitica solidamente comprovada. Este estudo objetivou
definir um novo sistema de classificacdo geral para EC's caninas baseado em pardmetros
bioquimicos, além de construir o perfil epidemioldgico destes casos em um contexto socio-
geografico brasileiro. Um total de 433 casos consecutivos caninos de EC atendidos no Hospital
Veterinario da Universidade Federal de Minas Gerais tiveram suas informacdes clinicas,
laboratoriais e imagioldgicas coletadas e submetidas a analises estatisticas, incluindo regressao
logistica multipla. Levando em consideragdo a etiologia subjacente, 52,9% das efusdes pleurais
estavam associadas a processo neoplédsico, 60,1% das peritoneais a hipoproteinemia,
hipoalbuminemia intensas e/ou hepatopatia e 81,8% das efusdes pericardicas foram classificadas
como exsudato. O melhor dos modelos do sistema classico para identifica¢do de exsudatos (PT >
2,0 g/dL e CCNT > 5.000 céls./uL) exibiu acuracia (73,6%) inferior a parametros bioquimicos,
como concentracao efusiva absoluta de colesterol (COL-E > 41,2 mg/dL) na cavidade peritoneal
(88,7%, n=106) e albumina (ALB-E > 0,8 g/dL) na pleural (100%, n=112). O melhor modelo
preditivo multiplo para qualquer cavidade envolveu as varidveis glicose, albumina e CCNT
(n=66) e apresentou valores de acuracia, sensibilidade e especificidade para o diagndstico de
exsudato iguais a 94%, 96% e 90%, respectivamente. A classificagdo bioquimica de EC's caninas
possui maior valor diagnostico para distingdo entre transudatos e exsudatos comparado ao sistema
classico simples e deve ser implementada na rotina médica diagnostica de pacientes caninos.

Palavras-chave: Liquidos, diagnostico, cdo, pleural, peritoneal, pericardico.



ABSTRACT

Cavitary effusion (CE) is defined as the accumulation of fluid within the peritoneal, pleural or
pericardial cavities. They represent a frequent entity in the clinical routine of dogs with
prognostic importance usually significant and several etiological associations. Currently, its
classification is guided basically by the protein content (TP) and by the total nucleated cell count
(TNCC) in the effusion, whereas in human medicine it is performed by means of biochemical
parameters of analytical accuracy consistently proven. This study aimed to define a new general
classification system for canine CE’s based on biochemical parameters, as well as to construct
the epidemiological profile of these cases in a Brazilian socio-geographical context. A total of
433 (304 + 129) consecutive canine CE cases consulted at the Veterinary Hospital of the Federal
University of Minas Gerais had their clinical, laboratory and imaging information retrospectively
collected and submitted to statistical analysis, including a multiple logistic regression. 60.2% of
the animals were females, 27.5% were large-sized, 10.6% were Poodle and 56% were elderly.
Considering the underlying etiology, 52.9% of pleural effusions were associated with neoplastic
process, 60.1% of peritoneal effusions with severe hypoproteinemia, hypoalbuminemia and/or
hepatopathy and 81.8% of pericardial effusions were classified as exudates. The best classical
classification range (TP > 2.0 g/dL and TNCC > 5,000 cells/ul) showed an accuracy (73.6%)
lower than biochemical parameters, such as ascitic cholesterol (COL-E > 41.2 mg/dL, 88.7%,
n=106) and pleural albumin (ALB-E > 0.8 g/dL, 100%, n=112) for the identification of exudates.
The best predictive model for any cavity involved the variables glucose, albumin and TNCC
(n=66) and showed values of accuracy, sensitivity and specificity for the diagnosis of exudates
equals to 94%, 96% and 90%, respectively. The general biochemical classification of canine CAs
has a higher diagnostic value compared to the simple classic system and should be implemented
in the diagnostic medical routine of canine patients.

Keywords: Body fluids, diagnosis, dog, pleural, peritoneal, pericardial.



1. INTRODUCAO

A efusdo cavitaria (EC) caracteriza-se pelo acumulo de liquido livre no interior das cavidades
pleural, peritoneal e pericardica. Este acimulo de liquido cavitario (LC) pode ocorrer por uma
variedade de processos fisioldgicos, metabolicos, degenerativos, inflamatorios e infecciosos em
pacientes humanos e animais (Stockham e Scott, 2008; Epstein, 2014; Valenciano et al., 2014).
A identificacdo da etiologia efusiva pode ser consideravelmente desafiadora, especialmente na
Medicina Veterinaria, entretanto a analise laboratorial representa uma excelente alternativa
diagnostica nesta tarefa.

Alguns sistemas de classificacdo, baseados em parametros laboratoriais, foram propostos nas
medicinas humana e veterinaria a fim de elucidar a etiologia formadora da EC. Estes parametros
podem ser obtidos tanto de amostras de LC quanto de sangue periférico e, na veterinaria, sdo
atualmente interpretados sob os mesmos intervalos para efusdes peritoneais, pleurais e
pericardicas.

Na medicina veterinaria, os dois sistemas mais populares sdo os de classificagdes especifica e
geral. O sistema geral utiliza, basicamente, a concentragdo de proteina total (PT) e a contagem de
células nucleadas totais (CCNT) obtidos a partir da analise laboratorial do LC, enquanto o sistema
especifico utiliza, além destes dois, parametros citologicos ¢ bioquimicos séricos e/ou efusivos
para determinar a categoria etioldgica. A classificacdo geral ¢ dividida em trés categorias:
transudato simples, transudato modificado e exsudato. A classificacdo especifica inclui as
categorias efusdo hemorragica, séptica, quilosa, neoplésica, biliar e uroperitoneo (Kaneko et al.,
2008; Stockham e Scott, 2008; Rakich e Latimer, 2011; Thompson e Rebar, 2016).

A classificagdo geral de EC's humanas ¢ dividida apenas em transudatos e exsudatos e, desde a
década de 1970, baseia-se em parametros bioquimicos especificos (e.g. concentragdes efusivas
de LDH, colesterol, proteina, albumina e suas relagdes com a respectiva concentragdo sérica) para
diferenciacgdo entre os dois tipos gerais de efusdo em cada cavidade. O critério de Light baseia-se
na determinacao do teor sérico e efusivo da PT e LDH para discriminar transudatos e exsudatos
pleurais em pacientes humanos (Light ef al., 1972). Os sistemas baseados em analises bioquimicas
demonstraram-se contundentemente mais eficientes em distinguir os dois tipos de efusdo,
comparados a simples analise da PT e da CCNT na amostra de LC e h& décadas vém sendo
vastamente utilizados na medicina humana (Light ef al., 1972, 1973; Forrester ¢ Fossum, 1988;
Mauer e Manzione, 1988; Valdes et al., 1991; Castano Vidriales ¢ Amores Antequera, 1992;
Runyon et al., 1992; DeLaurier et al., 1994).

Da mesma forma, alguns questionamentos vém sendo levantados em relacao a eficacia do atual
sistema de classificacdo geral utilizado na veterinaria em associar o tipo de efusdo com sua
suposta etiologia adjacente. Em primeiro lugar, existem intervalos consideravelmente diferentes
entre si, para cada categoria geral, propostos na literatura pertinente ao assunto (O’Brien e
Lumsden, 1988; Stockham e Scott, 2008; Rakich e Latimer, 2011; Valenciano et al., 2014;
Thompson e Rebar, 2016; Bohn, 2017). Um recente estudo retrospectivo evidenciou que as
efusdes cavitarias caninas podem ser classificadas diferentemente em uma frequéncia
significativa dos casos, dependendo do intervalo escolhido para tal proposito (Bohn, 2017). Em
segundo lugar, nao foram encontrados, na literatura médica veterinaria, estudos demonstrando a
real acuracia analitica desta classificagdo. Zoia e Drigo (2015) também questionaram a razdo de
um mesmo intervalo ser aplicado para a classificacdo de LC's de diferentes espécies (e.g. cao e
gato) e também para diferentes regides anatomicas (cavidades pleural, peritoneal e pericardica).
Por ultimo, questiona-se a relevancia em se atribuir qualquer classificagdo geral, quando uma das
classificagdes especificas ja foi obtida com sucesso. O’Brien ¢ Lumsden (1988) propuseram um
sistema de classificagdo unificado com as categorias gerais e especificas, sendo entdo composto
por transudato, exsudato ndo séptico, exsudato séptico, efusdo por ruptura de visceras, efusdo
neoplasica e efusdo hemorragica.

A boa acuracia de alguns analitos bioquimicos para distingdo de transudatos e exsudatos em
pacientes veterinarios foi verificada em alguns estudos recentes (Zoia et al., 2009, 2011; Rosato
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et al., 2011; Zoia e Drigo, 2015; Smuts ef al., 2016). Mesmo assim, entretanto, de la pra c4, ndo
foi observada alteracdo na rotina pratica da clinica médica ou cirirgica de pequenos animais
envolvendo a institui¢@o destes parametros bioquimicos com este proposito, pelo conhecimento
do autor, em nenhuma parte do mundo. Desta forma, estudos que reavaliem e corroborem os
resultados anteriores e também identifique esta utilidade em novos parametros bioquimicos
podem servir de subsidio para sustentar a instituicdo destes novos critérios bioquimicos como
teste padrdo para a distingdo de transudatos e exsudatos nestes pacientes a exemplo, também, da
medicina humana.

2. OBJETIVOS
2.1 Objetivos gerais

Aprimorar a abordagem diagnostica clinico-laboratorial das ECs caninas. Investigar a frequéncia
das etiologias formadoras de EC canina. Comparar a eficacia dos métodos laboratoriais atuais
com novas propostas envolvendo mensuragdes bioquimicas, para identificagao destas etiologias.

2.2 Objetivos especificos

No experimento 1 (se¢des 5.1), visou-se determinar e avaliar, dentre os casos atendidos no
hospital veterinario da UFMG, a frequéncia de efusdes cavitarias caninas, de suas categorias
classificativas e etioldgicas por cavidade, género, idade e raga. Além disso visou-se verificar as
frequéncias de efusdes neopldsicas e paraneoplasicas, bem como a sensibilidade da andlise
citologica para este diagnostico, incluindo cada categoria neoplasica (mesenquimal de células
alongadas, epitelial e células redondas).

No experimento 2 (Secdo 0), visou-se determinar a acuracia, indices kappa ¢ ABCROC,
sensibilidade, especificidade e cufoffs da concentragdo efusiva absoluta da proteina total (PT),
colesterol (COL-E), albumina (ALB-E) e glicose (GLI-E), bem como a relacao e o gradiente entre
suas concentragdes na efusdo e no soro para distinguir exsudatos e transudatos caninos (objetivo
1). Também buscou-se: Encontrar um modelo baseado em uma regressdao multipla destas
variaveis que apresente melhores indices diagnosticos (objetivo 2); Verificar qual intervalo
atualmente proposto apresenta a maior acuracia (objetivo 3); Determinar um novo intervalo
baseado em PT ¢ CCNT para cada cavidade de cées, de acordo com uma metodologia estatistica
(objetivo 4); Verificar se existe alguma diferenga de predominio celular inflamatério entre os
exsudatos e transudatos, determinando um ponto de corte para a concentracao efusiva relativa de
neutrofilos (objetivo 5).

3. REVISAO DE LITERATURA
3.1 Analise e classificacdo bioquimica do liquido cavitario

Alguns parametros bioquimicos foram desenvolvidos para auxiliar na classificacdo de EC's de
pacientes humanos e veterinarios. Estes podem ser obtidos a partir das concentragdes mensuradas
em amostras de LC, sangue periférico ou de uma comparagdo ou célculo entre as duas (Brunzel,
2013; Thompson e Rebar, 2016).

3.1.1 Proteina Total e Albumina
3.1.1.1 Proteina Total

A acurécia de um novo sistema proposto por Maranhdo et al. (2010), que utiliza um ponto de
corte para PT efusiva de 3,4 g/dL e para atividade efusiva de LDH de 328,0 U/L para identificagdo
de exsudatos, foi estatisticamente maior do que o critério de Light classicamente utilizado.

Paramothayan e Barron (2002) verificaram que a utilizagdo da relago entre as PT do liquido e
do soro (RelPL:Ps) eleva os indices de acuracia analitica nos casos de ascites provocadas por
malignidade, infec¢do e insuficiéncias cardiaca e renal. O estudo foi conduzido de maneira
retrospectiva em 61 casos humanos aleatorios de efusdo pleural ou peritoneal, sendo possivel
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observar um aumento de 83 para 90% na sensibilidade do teste e de 75 para 79% na
especificidade, quando utilizado a RelPL:Ps (ponto de corte = 0,4) ao invés da PT efusiva (ponto
de corte = 2,8 g/dL) isoladamente para distingdo entre transudatos ¢ exsudatos. Angeleri ef al.,
(2016) encontraram sensibilidade e eficiéncia diagnodstica de 72 e 85%, respectivamente, para
diferenciar transudatos e exsudatos por meio da determinagao da RelPy:Ps.

3.1.1.2 Albumina

O gradiente de albumina entre o soro e a efusdo (GASE), calculado por meio da subtragdo entre
a concentragdo do soro menos a da efusdo, foi indicado como um bom teste de confirmagéo de
exsudatos, por conta de sua alta especificidade (92% para pleurais ¢ 100% para peritoneais), ¢
também como teste adequado para diferenciar transudatos e exsudatos quando o paciente foi
submetido a terapia diurética. Este tipo de tratamento apresenta o potencial de superestimar,
dentre outros pardmetros analiticos, o teor proteico e de albumina na efusdo. Desta forma, a
avaliacdo de seu gradiente em relacdo a concentracdo do soro poderia representar boa alternativa
no intuito de evitar esta interferéncia analitica (Burgess ef al., 1995; Gupta et al., 1995; Beg et
al., 2001; Kopcinovic e Culej, 2014).

Alguns autores propuseram a ideia de se classificar efusdes peritoneais sob uma perspectiva mais
objetiva, a partir do mecanismo patofisiologico de formagdo da efusdo, em oposicao a divisdo
tradicional em transudatos e exsudatos. Um destes mecanismos ¢ a presenca ou auséncia de
hipertensdo portal e foi avaliada em alguns estudos envolvendo pacientes humanos (Pare et al.,
1983; Rector e Reynolds, 1984; Rector, 1987). Hoefs (1983) demonstrou diretamente que a GASE
se correlaciona com a pressao portal mensurada em 56 paciente com doenca hepatica cronica.
Outros estudos correlacionaram positivamente evidéncias clinico-patoldgicas compativeis com
doenga hipertensiva portal ¢ valores acima de 1,1 g/dL. para GASE (Pare et al., 1983; Rector ¢
Reynolds, 1984; Mauer e Manzione, 1988; Prieto et al., 1988; Albillos et al., 1990). Nestes
estudos, os valores de acuracia para este proposito variaram em torno de 94%, eficacia diagnostica
(93%), sensibilidade (62 a 80%) e especificidade (98,9%). Em suas conclusdes, Tarn ¢ Lapworth,
(2010) indicam que o GASE seja usado como indice substitutivo para o esquema baseado em
transudatos e exsudatos para classificar ascites humanas.

Pembleton-Corbett et al. (2000) e Saravanan et al. (2012), correlacionaram os valores acima de
1,1 g/dL. com formacdo de efusdo por hipertensdo portal associada a doenga hepatobiliar. No
estudo de Pembleton-Corbett ef al. (2000), a acuracia deste pardmetro em prever hipertensido
portal (69,4%) em cdes com ou sem doenga hepatobiliar foi superior a acuracia obtida pela
presenca de hipoalbuminemia (57,1%).

Zoia et al. (2011) separaram 46 casos de efusdo pleural canina em dois grupos, de acordo com as
evidéncias clinico-laboratoriais, em transudatos e exsudatos. Dentre outros parametros avaliados,
os valores obtidos para GASE foram estatisticamente diferentes entre os dois grupos. Em um
estudo similar conduzido com pacientes felinos, Zoia e Drigo (2015) também encontraram
diferenga estatisticamente significativa entre os valores deste pardmetro provenientes de dois
grupos formados sob circunstancias semelhantes ao estudo anterior. Estes autores sugerem que o
GASE seja utilizado como critério de conferéncia daqueles casos clinicamente compativeis com
transudato, mas que apresentem caracteristicas laboratoriais de exsudato.

3.1.2 Colesterol e triglicerideos

Em um estudo com pacientes humanos, a utilizagdo da concentragdo pericardica de colesterol
para diferenciar exsudatos e transudatos desenvolvidos nesta cavidade apresentou valores de VPP
(90 a 95%) consideravelmente superiores aos de VPN (38 a 50%), considerando pontos de corte
de 44,5 mg/dL e 60,0 mg/dL (Burgess et al., 2002).

Ingle e Hinge (2012) encontraram eficiéncia representativa na utilizagdo da dosagem do colesterol
peritoneal como recurso para diagnosticar efusdes malignas nesta cavidade. Em 100 casos de
ascite humana, a sensibilidade e a especificidade obtidas foram respectivamente de 88,9 e 100%,
ao comparar com a citologia e a histopatologia.
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3.1.3 Bilirrubina

Elis et al. (1998) concluiram que a RelB.:Bs representa um marcador adicional para distingao
laboratorial entre transudatos e exsudatos. Neste estudo, os valores acima do ponto de corte de
0,6 para este parametro associaram-se de maneira estatisticamente significativa com exsudatos
peritoneais em pacientes humanos. Entretanto, em um estudo conduzido por Metintas et al.
(1997), a média da RelB.:B;s dentre os transudatos foi superior a 0,6. Os valores de sensibilidade
e especificidade para este pardmetro obtidos em outros estudos variaram entre 81 ¢ 90%, ¢ 38 ¢
90%, respectivamente (Meisel et al., 1990; Burgess ef al., 1995; Metintas et al., 1997; Boghratian
et al., 2008).

3.2 Diagnoéstico das efusdes neoplasicas caninas

3.2.1 Introducao

Os processos neoplasicos intracavitarios podem ser de origem epitelial, mesenquimal, de células
redondas, metastatica ou primaria ¢ representam uma importante causa de efusdo peritoneal,
pleural e pericardica em caes e gatos (Thrall, 2007; Thompson e Rebar, 2016). Uma efusdo
neoplasica ¢ definida por Stockham e Scott (2008) como uma efusdo que contenha células
neoplasicas. Apesar disso, uma grande parte dos neoplasmas intra-peritonais ou intra-pleurais
costumam provocar acimulo de LC por meio de mecanismos que ndo envolvem esfoliacdo
celular.

A literatura descreve que os tumores podem causar transudacdo por obstrucdo venosa ou de
drenagem linfatica e podem predispor exsudacdo por estimular uma reagdo inflamatoria, ruptura
de orgdo interno, causar uma hemorragia ou por uma combinagdo de todos estes mecanismos
(Valenciano et al., 2014; Schwendenwein, 2017). Estudos que utilizaram o ser humano como
modelo expuseram que o fator de crescimento endotelial vascular, que é um peptideo secretado
pelas células tumorais de varios tipos de neoplasia, pode se acumular no interior da cavidade
corporea e agir induzindo a hiperpermeabilidade vascular (Senger ef al., 1983; Tamsma et al.,
2001). Neoplasmas intracavitarios também podem ocasionar a formagdo de efusdes quilosas por
compressdo fisica do ducto toracico linfatico ou dos vasos que o drenam, quando o seu
crescimento se estabelece na regido mediastinica ou também secundariamente a obstrugdo do
fluxo intralinfatico por células neoplasicas (Schwendenwein, 2017). Aslam e Marino (2009)
relatam este ultimo mecanismo, juntamente a proliferacdo vascular ¢ o aumento de sua
permeabilidade, como importantes causas de efusdes cavitarias secundarias a processo neoplasico
maligno.

Alguns autores relatam a associacdo entre efusdes pleurais hemorragicas e malignidade em
pacientes humanos. Barger e Riensche (2009) relatam que, dentre os transudatos modificados
caninos que apresentem caracteristicas hemorragicas, as neoplasias nao esfoliativas, ou pouco
esfoliativas (i.e., hemangiossarcoma) sempre devem ser consideradas como origem etiologica
para a formacdo da efus@o, quando ndo constar histérico de trauma ou evidéncia clinico-
laboratorial de coagulopatia. Em um estudo envolvendo 118 cdes com neoplasia hepatica, a efusdo
hemorragica foi um achado em 37,5% dos cdes com hemangiossarcoma ou carcinoma
hepatocelular e em 12,5% dos animais com adenoma hepatocelular (Kinsey et al., 2015). Embora
sem diferenga estatisticamente significativa, o tempo de sobrevida foi inferior para estes animais.

3.2.2 Epidemiologia

Hirschberger (1999) relatou uma frequéncia de 18,0% (33/183) para efusGes pleurais ou
peritoneais neoplasicas em cées, sendo 48,5% de origem epitelial, 24,2% de origem mesenquimal
e 27,3% de células redondas. Dentre os gatos, 25,0% (39/156) das efusdes peritoneais ou pleurais
eram neoplasicas, com 41,0% epiteliais, 2,6% mesenquimais e 56,4% de células redondas, no
mesmo estudo. Em outro estudo recente envolvendo a analise de 59 amostras de liquido pericardio
canino, a frequéncia de efusdes caracterizadas como neoplasicas foi de 4,6% (Cagle et al., 2014).
Em um estudo conduzido com 14 gatos diagnosticados com disseminacdo neoplésica
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intracavitaria pela histopatologia, 100% deles apresentavam efusdo peritoneal e 58,3% exibiram
células neoplasicas na analise citologica (Monteiro e O’'Brien, 2004). Os sitios de
desenvolvimento neoplasico primario mais encontrados foram o figado (38,5%), pancreas e
intestino delgado (23,1% cada). Neoplasias de origem epitelial representaram 78,6% dos casos.
Else e Simpson (1988) encontraram uma frequéncia de 53,8% para efusdes peritoneais e 69,0%
para efusdes pleurais caninas e felinas sugerindo origem neoplasica.

3.2.3 Caracteristicas laboratoriais das efusées neoplasicas

A analise laboratorial de amostras de LC provenientes de efusdes neoplasicas costuma revelar
alteracdes de carater inespecifico nos parametros basicos como aspecto fisico e teor proteico. A
celularidade total pode apresentar-se intensamente aumentada (e.g. > 100.000 células/puL), mas
depende do tipo neoplasico subjacente e, por isso, demonstra-se de maneira variavel. As efusoes
neoplasicas que apresentam concentragdo aumentada de células proliferativas dispostas em
“clusters” ou aglomerados podem ter sua CCNT subestimada tanto por meios manuais quanto
automatizados de contagem celular. Este fendmeno viabiliza a obtencdo de valores de CCNT
nestas efusdes compativeis com transudato, mas que originalmente se encontravam dentro do
intervalo de referéncia para exsudatos. Sendo assim, as efusdes associadas a desenvolvimento
neoplasico intracavitario costumam apresentar-se como transudatos modificados, exsudatos ou
como inclassificaveis, quando submetidas aos principais sistemas de classificacdo geral
disponiveis na medicina veterinaria (Baker e Lumsden, 2000; Rakich e Latimer, 2011; Valenciano
et al., 2014; Thompson e Rebar, 2016; Schwendenwein, 2017).

3.2.3.1 Citologia

A andlise citologica de amostras de LC com suspeita neoplasica apresenta importante valor
diagnéstico e, de acordo com Valenciano et al. (2014), sua acuracia esta intimamente relacionada
a experiéncia e a habilidade do citopatologista para reconhecer e analisar criticamente os
parametros citologicos relevantes. Mesmo assim, dependendo do tipo de neoplasia a se
desenvolver, ¢ comum que as células neoplasicas ndo esfoliem suficientemente a ponto de
alcangar o limiar sensivel da analise e, assim, permitir a identificacdo etioldgica. Este fenomeno
¢ descrito como de ocorréncia mais frequente dentre as neoplasias mesenquimais, como
hemangioma e hemangiossarcoma. Desta forma, os tipos celulares neoplasicos podem apresentar-
se em concentragdes menores ou maiores nestes tipos de efusdo e o diagnoéstico citologico acabar
desfavorecido. Recursos imagioldgicos, como ultrassonografia e radiografia, permitem a
obtencdo de amostras diretamente de uma massa intracavitaria e, assim, podem facilitar o
diagndstico, por aumento da sensibilidade analitica (Stockham e Scott, 2008; Rakich e Latimer,
2011; Thompson e Rebar, 2016). Fossum et al. (1993) documentaram a observacdo de efusdes
eosinofilicas em caes e gatos com cancer.

A citopatologia clinica ¢ mais eficiente para diagnosticar as neoplasias de células redondas como
linfoma e mastocitoma (Rakich e Latimer, 2011). Carcinomas e adenocarcinomas que se
estabelecem na superficie de cavidades corpdreas esfoliam mais células do que os sarcomas
(Thrall, 2007; Valenciano et al., 2014; Thompson e Rebar, 2016). Assim como ocorre de maneira
geral em outras lesdes corporeas, o diagnostico neoplasico pode ser especialmente complicado
quando existe inflamagdo concomitante, principalmente para mesotelioma. Nos casos em que a
citologia ndo ¢ conclusiva, a Histopatologia, normalmente realizada a partir de bidpsia incisional
de tecido parietal ou massa intracavitarios, € necessaria (Skeldon e Dewhurst, 2014; Raskin, 2016;
Thompson e Rebar, 2016).

Acurdcia diagnostica da citologia

Hsu (1987) obteve acuracia de 96,5% para o diagnostico de neoplasia pleural maligna ao utilizar
a citologia em um estudo envolvendo 5.255 amostras de liquido pleural humano. Juntamente a
este, outros dois estudos prospectivos, um envolvendo 414 e o outro 166 analises de liquido
pleural humano, também encontraram maior eficacia diagndstica em identificar efusGes
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neoplasicas malignas por meio da andlise citologica comparado a biopsia pleural (Frist et al.,
1979; Prakash e Reiman, 1985).

Emum estudo envolvendo 223 cées, a sensibilidade e especificidade para o diagndstico de efusdes
peritoneais ou pleurais neoplasicas malignas foi de 64 e 99%, respectivamente. A sensibilidade e
especificidade encontrada para gatos no mesmo estudo foi de 61 e 100%, respectivamente
(Hirschberger, 1999).

A sensibilidade analitica para o diagnostico de carcinoma ovariano, a partir da andlise citoldgica
realizada por dois patologistas clinicos, em um estudo envolvendo 82 casos caninos de efusdo
pleural, peritoneal e pericardica, variou entre 57,1% e 85,7% (Bertazzolo et al., 2012). A
especificidade obtida no mesmo estudo variou entre 97,3% e 100%.

Outro estudo recente visou avaliar a eficiéncia diagnostica da andlise citologica para classificar
efusdes pericardicas caninas e encontrou resultados variando entre 7,7 e 21,8%, de acordo com a
origem etiologica da efusdo e a utilizagdo do hematocrito efusivo com um limiar de 10% como
parametro classificativo (Cagle et al., 2014).

3.2.4 Tipos especificos de efusdes neoplasicas
3.2.4.1 Carcinomas e adenocarcinomas

O termo carcinomatose se refere a disseminacdo de células epiteliais malignas em uma cavidade
corpdrea, muitas vezes levando a formagao de efusdo neoplasica. Em cées, ¢ mais frequentemente
associada a neoplasias gastrointestinais ou ovarianas, entretanto existem relatos de
desenvolvimento de efusdo neoplésica por carcinomatose com outros tecidos como fonte original
(Jacobs et al., 2013). Outros autores se referiram a carcinomatose como uma disseminagao difusa
de qualquer neoplasia de origem epitelial, mesenquimal ou hematopoiética pela superficie
peritoneal serosa, pleural ou em espago cérebro-espinhal (Root e Lord, 1971; Ettinger e Barret,
1995; Ma et al., 2003; Terasaki et al., 2003). Para os propositos deste capitulo, serd considerada
a primeira defini¢ao deste termo.

As efusdes associadas a carcinomas ou adenocarcinomas podem resultar de um processo
neoplasico primario ou secundario. No torax, normalmente sdo metastaticas, entretanto o
neoplasma primario predominante ¢ o adenocarcinoma pulmonar. Dentre as metastases pleurais,
as mais frequentes sdo aquelas provenientes de carcinoma mamario na fémea e provenientes de
carcinoma prostatico ou de células transicionais no macho. Na cavidade peritoneal, destacam-se
aquelas provenientes de colangiocarcinoma, carcinoma mamario, adenocarcinoma pancreatico,
ovariano e prostatico (Thompson e Rebar, 2016). Outros exemplos de processos neoplasicos
epiteliais que se desenvolvem de forma primaria ou metastatica no interior de cavidades corporeas
e, assim, apresentam potencial formador de efusdo incluem o timoma, carcinoma neuroendocrino,
carcinoma tireoidiano de células medulares ou folicurares e o carcinoma anaplastico (Rae et al.,
1989; Day, 1993; Liptak, J M et al., 2008). Stokowski et al. (2016) descreveram a ocorréncia
bilateral de sertolioma e seminoma malignos em testiculos retidos em cavidade (criptorquidismo)
e linfonodos, associado a formagao de efusdo peritoneal.

Por meio da citologia, a diferenciagdo entre estes tipos neoplasicos € limitada. Os tipos celulares
provenientes de carcinomas e adenocarcinomas costumam esfoliar em aglomerados, agregados
ou mantos celulares. Proliferagdes de origem glandular podem exibir conformagdo acinar,
citoplasma multivacuolizado, ntcleo desviado para periferia, formando figuras de “anel de sinete”
e observacdo de material intra ou intercelular compativel com produto de secregdo. Alguns
importantes critérios de malignidade encontrados nestas efusdes incluem anisocariose,
anisocitose, cariomegalia, multinucleacdo, figuras de amoldamento nuclear, gigantismo celular,
aumento da basofilia citoplasmatica, alteracdo de padrio de cromatina e relagdo
nucleo:citoplasma, figuras de mitose atipicas, nucléolos evidentes, multiplos e/ou de tamanho
variado, dentre outros (Figura 1) (Figura 2). Quando cinco destes sdo identificados, o diagnostico
neoplésico torna-se mais favorecido e a investigagdo de massas primarias por meio de métodos
imagiologicos ¢ aconselhada, propiciando assim, sua puncéo aspirativa por agulha ou realizacao
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de biodpsia incisional para caracterizagdo morfoldgica ou imunoquimica mais especifica. Células
inflamatdrias e mesoteliais reativas podem estar presentes em quantidade varavel. Estas tltimas
podem representar importante fonte de inacuracia diagnostica por apresentarem aspecto
citomorfoldgico semelhante as células epiteliais neoplasicas. Sob estas circunstincias, a
habilidade e a experiéncia do patologista clinico responsavel pela analise representam fatores
analiticos criticos (Valenciano et al., 2014; Thompson e Rebar, 2016; Schwendenwein, 2017).
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Figura 1 — Esfregaco de amostra de efusdo pleural em cdo. Adenocarcinoma (Fonte:Thompson e Rebar,
2016).

Figura 2 — Esfregaco de liquido pleural de um gato com adenocarcinoma (Fonte: Valenciano ef al., 2014)
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Os carcinomas prostaticos costumam provocar a formagdo de efusdes cavitarias quando se
disseminam como metastase para um sitio intracavitario, que no cao envolvem, principalmente,
o figado, o bago, linfonodos ¢ pulmao (Axiak e Bigio, 2012). Sorenmo et al. (2003) relataram
evidéncia de 15% de carcinomatose em 70 caes diagnosticados com cancer de prostata.

Alguns estudos foram conduzidos com pacientes felinos submetidos a carcinomatose. Patnaik et
al. (1976) e Cribb (1988) relatam que 30% dos gatos com adenocarcinoma intestinal devem
desenvolver carcinomatose. De acordo com Kosovsky et al. (1988), os gatos submetidos a este
tipo de neoplasia, com progressao para carcinomatose, podem receber beneficio paliativo a partir
da ressecgdo cirtrgica terapéutica da lesdo primaria. Em gatos acometidos por
colangiocarcinoma, as metéstase peritoneais e carcinomatose ocorrem em 67 a 80% dos casos
(Patnaik, 1992; Post e Patnaik, 1992; Lawrence et al., 1994). No cancer mamario felino, o
envolvimento metastatico em pulmao e toérax pode ser extenso e causar insuficiéncia respiratoria
secundaria a presenca de efusdo maligna provocada por carcinomatose pleural (Lana et al., 2007).

Carcinoma ovariano

Bertazzolo et al., (2012) avaliaram amostras de liquido peritoneal de cadelas acometidas com
carcinoma ovariano a fim de identificar a existéncia de caracteristicas citologicas capazes de
diferenciar acuradamente as efusdes formadas em decorréncia deste tipo de neoplasia de outros
tipos de efusdes. Os autores descrevem que a observagdo de células exibindo disposi¢do papilar
coesa, proeminente e uniforme em amostras de liquido peritoneal de animais com informagdes
clinicas compativeis deve indicar a investiga¢do de neoplasia ovariana primaria.

Os adenocarcinomas papilares de ovario sdo frequentemente associados com implantacdo
peritoneal disseminada e formacao de efusdo maligna. Estas podem se desenvolver por edema
tumoral provocando vazamento de liquido através da capsula do tumor, exfoliagdo celular para a
cavidade, obstrucdo de vasos linfaticos peritoneais e diafragmaticos por crescimento tumoral e
também por secrecdo proveniente de implantes peritoneais metastaticos (Greene et al., 1979;
Hayes e Harvey, 1979).

Cdncer pancredtico exocrino

A maioria das neoplasias malignas pancreaticas sdo de origem epitelial, mais especificamente,
adenocarcinomas de origem acinar ou ductular (Withrow, 2007). Podem associar-se a pancreatite
e frequentemente se disseminam como metastase para sitios anatdmicos regionais ou distantes
antes que o diagnostico possa ser obtido (Garvey e Zawie, 1984; Oskoui-Zadeh et al., 2008). As
efusdes secundarias a este tipo de cancer costumam se desenvolver por implantagdo de células
neoplasicas no peritonio (carcinomatose) e sdo comuns em gatos. Nestes casos de formacdo de
ascite, a citometria de fluxo pode ser utilizada como recurso diagndstico para identificacdo de
células neoplasicas na amostra de LC. Apesar de a maioria dos diagnosticos serem obtidos por
meio de laparotomia exploratoria, é possivel a identificacdo de massas através da palpacdo
abdominal, principalmente em gatos, e sobretudo da ultrassonografia para determinar a
localizag@o da massa, auxiliar na aspiragdo de liquido livre para analise e investigagdo do figado
e linfonodos regionais por metastases (Bennett et al., 2001; Withrow, 2007).

3.2.4.2 Mesenquimais

Hemangiossarcoma

O hemangiossarcoma ¢ um tipo de neoplasia frequentemente associado a efusdes peritoneais
hemorragicas em cdes e gatos. De acordo com diferentes estudos, o hemangiossarcoma
representou o neoplasma associado a formagéo de EC em 9,1 a 37,5% dos casos neoplasicos
peritoneais caninos (Monteiro e O Brien, 2004; Nestor ef al., 2004; Kinsey et al., 2015). Dentre
os casos de hemoperitdneo, o hemangiossarcoma esteve associado com 27,7% a 70% dos casos,
de acordo com as informag¢des publicadas em outros estudos (Pintar ef al., 2003; Aronsohn et al.,
2009; Culp et al., 2010). De acordo com Fine et al. (2003), o hemangiossarcoma também
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representa o mais frequente tumor causador de efusdo pericardica em cdes. Nesta regido, ele
normalmente se origina no atrio ou ventriculo direito (Ettinger e Barret, 1995; Tobias, 2005). Na
cavidade peritoneal, os sitios de maior predilecdo para acometimento primario sdo o bago ¢ o
figado (Liptak e Forrest, 2007).

Dentre os aspectos laboratoriais analiticos, as efusdes frequentemente apresentam evidéncias
marcadas de componente hemorradgico como aspecto turvo, avermelhado, com sobrenadante
amarelado ou rdseo, relacdo hemacias : células nucleadas compativel com sangue periférico,
eritrofagocitose, fagocitose de hemossiderina, cristais de hematoidina e hematdcrito do LC > 10%
(Dempsey e Ewing, 2011; Skeldon e Dewhurst, 2014; Raskin, 2016; Thompson e Rebar, 2016).
Por sua caracteristica pouco esfoliativa, a ndo observagao ou observacdo em baixas concentragdes
das células neoplasicas provenientes destes tumores torna-se comum (Valenciano et al., 2014).

Mixossarcoma

A ocorréncia de neoplasias mixoides intrapleurais em regido cardiaca foi descrita em quatro casos
humanos como mixoma (Roberts, 1959; Darke e Gordon, 1974; Bright et al., 1990; Machida et
al., 2003; Akkoc et al., 2007) e em outros cinco casos como mixossarcoma (Briggs et al., 1997,
Machida et al., 2003; Foale et al., 2006; Riegel et al., 2008; Sommerey et al., 2012). Dentre estes
ultimos, dois cursaram com formagdo de EC, e a identificagdo citologica de células neoplasicas
so0 foi constatada em um deles (Riegel ef al., 2008; Sommerey et al., 2012). Quando este
neoplasma se desenvolve na area mediastinal, os 6rgdos neuroendocrinos, a tiredide € o timo
podem acabar envolvidos e também predispor o extravasamento de linfa. O padrao citologico
inclui a observa¢ao de um material de aspecto denso, filamentoso a granular, réseo a arroxeado
de origem mucinosa no fundo de lamina que, frequentemente, induz o enfileiramento dos
eritrocitos presentes na amostra (Thompson e Rebar, 2016).

Em um relato de caso, um céo de 5 anos de idade, da racga Brittany Spaniel desenvolveu efusdo
pleural secundaria a mixossarcoma, em volume suficiente a permitir a coleta de 1200 mL de
liquido. A andlise laboratorial de uma amostra deste LC revelou caracteristicas celulares e
proteicas compativeis com transudato modificado, evidéncias de predominio celular e
concentracdo de triglicerideos compativeis com componente quiloso e fundo de ldmina
caracteristico (Riegel et al., 2008). A necropsia do animal revelou uma massa de 4 x 3 x 1,5 cm
localizada no limen e na parede do atrio cardiaco direito, ruptura de pericardio e formagdo de
efusdo nesta cavidade. No outro relato de ocorréncia de mixossarcoma envolvendo formagédo de
efusdo pleural (Sommerey et al., 2012), as células neoplasicas mesenquimais apresentaram nucleo
aumentado, de formato arredondado a angular, com padrdo de cromatina grosseiro, um a trés
nucléolos proeminentes, citoplasma intensamente basofilico com bordas irregulares e
vacuoliza¢do delgada, eventualmente dispostas em aglomerados pouco coesos associados a
corddes de material roseo ténue intercelular. 10% destas células eram binucleadas e
aproximadamente 1% eram células gigantes multinucleadas.

3.2.4.3 Células redondas

Linfoma

As efusdes cavitarias secundarias a linfoma costumam apresentar altas contagens de células
nucleadas (>100.000/uL) e se originam de processos de alto grau desenvolvidos em sitios
primarios como linfonodos intracavitarios, figado, bago, trato gastro-intestinal, timo, rins e regido
mediastinica em geral (Stockham e Scott, 2008; Valenciano et al., 2014; Thompson e Rebar,
2016; Schwendenwein, 2017). O linfoma mediastinico representou a etiologia formadora de
efusdo pleural felina em 17% (14/82) dos animais participantes de um estudo (Davies e Forrester,
1996). Em outro estudo envolvendo cées, a frequéncia desta etiologia foi de 8% dentre 25 casos
de efusdo pleural e peritoneal (Mellanby et al., 2002).

Moore et al. (2017) em um estudo envolvendo 42 caes acometidos por linfoma mediastinico
primario de alto grau, constataram que o fenotipo predominantemente destes tipos de neoplasias
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¢ de células T (100%). Hipercalcemia e efusdo pleural representaram os achados mais frequentes,
em 67,5 ¢ 45,2% dos animais, respectivamente. Em seu estudo, (Zwahlen et al., 1998)
encontraram frequéncia de 76,9% para células T e de 23,1% para células B, por meio de
imunofenotipagem em amostras obtidas de gatos portadores de linfoma alimentar.

A andlise citologica ¢ considerada um recurso analitico altamente acurado e, portanto,
indispensavel para o diagnostico de linfoma efusivo. MacGregor et al. (2005) obtiveram
sensibilidade igual a 91,7% para identificar linfoma em efusdes pericardicas caninas por meio da
citologia. Microscopicamente, as células linféides neoplasicas imaturas, também chamadas de
linfoblastos, caracterizam-se por apresentar padrdo monomorfico, diminuicdo da relacdo
nucleo:citoplasma, padrdo de cromatina disperso, nucléolos proeminentes, aumento da basofilia
citoplasmatica, do tamanho celular ¢ do tamanho e pleomorfismo nuclear (Figura 3).
Eventualmente os linfécitos granulares predominam (Figura 4). A presenca de corpusculos
linfoglandulares livres no fundo de lamina pode ser ttil no reconhecimento do processo como de
origem linfoide. Uma concentracdo variavel de células sanguineas, inflamatorias e mesoteliais
reativas pode estar presente (Stockham e Scott, 2008; Valenciano et al., 2014; Thompson e Rebar,
2016). O crescimento tumoral em uma regido proxima a linfonodos, como o mediastino, pode
predispor uma obstrucao de vias linfaticas e, assim, provocar o desenvolvimento de uma efusdo
quilosa concomitante. Nestes casos, também estardo presentes pequenos linfocitos de morfologia
tipica (Fossum et al., 1986; Forrester ef al., 1991).
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Figura 3 — Liquido pericardico de um cdo com linfoma. Predominio de grandes linfoblastos (Fonte:
Meinkoth, 2014)

Figura 4 — Efusdo pleural neoplasica em gato. Linfoma granular (Fonte: Raskin, 2016)
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Em alguns raros casos, especialmente em pacientes felinos, € possivel o desenvolvimento de um
linfoma predominantemente constituido por pequenos linfocitos. Neste caso, outras alternativas,
como citometria de fluxo, imunocitoquimica com anticorpos contra moléculas de CD3, CD79a ¢
CD20 ou teste de clonalidade pela reagao de polimerase em cadeia (“PCR” em inglés) a partir da
amostra de LC, estdo disponiveis e sdo necessarias para obten¢ao do diagnostico (Sorenmo et al.,
2003b; Bauer e Moritz, 2005; Thompson e Rebar, 2016).

Mastocitoma

As efusOes cavitarias secundarias a mastocitoma ocorrem em até 30% dos tumores que se
desenvolvem em visceras ou linfonodos intraperitoneais. As formas viscerais de mastocitoma sao
mais comuns em gatos do que em caes e acometem mais frequentemente o baco, figado, trato
gastrointestinal ou todos estes. Quando ocorrem no cao sdo, na maioria das vezes, resultantes de
metastase de uma lesdo cutinea (Feinmehl et al., 1992; Takahashi et al., 2000; Ozaki et al., 2002;
Thamm e Vail, 2007).

Além de concentragdes altas de mastocitos, normalmente pouco diferenciados, estas efusdes
também podem ser ricas em eosin6filos e apresentar concentragdes variaveis de neutrofilos ndo
degenerados e células mesoteliais reativas (Fossum ef al., 1993; De Souza et al., 2001; Thamm e
Vail, 2007; Valenciano et al., 2014; Thompson e Rebar, 2016). Valenciano et al. (2014)
argumentam que, em amostras de LC, o mastocito pode apresentar seus granulos de forma
“empacotada” (Figura 5) (Figura 6). Assim como quando a doenga se manifesta na pele, estas
efusdes podem associar-se a eosinofilia (Thrall, 2007; Schwendenwein, 2017).
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Figura 5 - Liquido abdominal de um cdo com mastocitoma. Mastdcitos de tamanho variado sdo observados
(Romanowski, aumento de 400x). Em decorréncia da quantidade intermediaria de granulos citoplasmaticos,
¢ possivel avaliar aspectos morfologicos nucleares, incluindo anisocariose e nucléolos proeminentes
irregulares (Fonte: Schwendenwein, 2017).

Figura 6 — Preparagdo citocentrifugada de amostra de liquido abdominal proveniente de cdo diagnosticado
com mastocitoma visceral (Romanoski, aumento de 1000x, fonte: Schwendenwein, 2017).
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Outros tumores de células redondas

Em humanos, as efusdes pleurais malignas associadas a mieloma multiplo, também chamadas de
efusdo pleural mielomatosa, sdo raras, normalmente acometem exclusivamente o torax esquerdo
e podem decorrer de extensdo de plasmocitoma da parede toracica, invasdao de lesdes Osseas
adjacentes, envolvimento pleural por mieloma multiplo ou ainda de obstru¢do linftica secundaria
a infiltracdo em linfonodo (Miller e Alton, 2012; Malik et al, 2016; Wang et al., 2016).
Citologicamente, as células podem apresentar morfologia tipica ou alteragcdes como aumento da
relacdo nucleo:citoplasma e multinucleagdes (Figura 7) (Figura 8). Zhang et al. (2014)
argumentam que a citologia, apesar de ndo ser muito sensivel, representa um dos principais
recursos diagnodsticos para identificacdo deste tipo de efusdo. Wang et al., (2016) apontaram
utilidade notavel da citometria de fluxo para este propodsito.

Wang et al. (2016) descreveram dois casos de efusdo pleural mielomatosa em humanos. Em um
deles, o liquido pleural apresentou CCNT de 816 células/uL, PT de 3,3 g/dL e um predominio de
84,7% de plasmocitos monoclonais malignos na amostra, revelado por meio da técnica de
citometria de fluxo. O outro caso exibiu predominio de 42,0% para as células neoplasicas e estas
também foram encontradas em amostras de liquido pericardico e peritoneal.

Hawkins et al. (1986) descreveram o caso de um gato com mieloma secretor de imunoglobulina
A, causando infiltracdo neoplasica de pleura, linfonodos mesentéricos, camada serosa intestinal,
figado e bago e consequente formagdo de efusdo pleural e peritoneal.
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Figura 7 — Esfregago de efusdo pleural em paciente humano com mieloma multiplo (Hematoxilina e Eosina,
Aumento de 400x, fonte: Wang ef al., 2016)

g

Figura 8 — Liquido pleural de um gato com mieloma multiplo (Romanowski, aumento de 1000x) (Fonte:
Schwendenwein, 2017)
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Schwendenwein (2017) cita que células neoplasicas também podem ser esfoliadas para a cavidade
nos casos de histiocitose maligna. Segundo este autor, as células podem apresentar-se em grande
quantidade como células redondas distintas e aumentadas de tamanho, com anisocitose e
anisocariose proeminentes, figuras de mitose atipicas, intensa atipia celular, gigantismo celular,
multinucleagdo e nucléolos irregulares (Figura 9). Em um caso relatado de histiocitose maligna
em gato, o paciente desenvolveu varios nodulos intracavitarios e efusdo abdominal (Trost et al.,
2008). Informagdes referentes a analise laboratorial e citologica do liquido peritoneal ndo foram
disponibilizadas.

3.2.4.4 Mesotelioma

O mesotelioma ¢ um processo neopldsico incomum nos animais domésticos proveniente das
células que revestem as cavidades corporeas celdmicas, que raramente causa metastase (Garrett,
2007). No cao, sua ocorréncia ja foi descrita, além das trés cavidades corporeas, também na tinica
vaginal do escroto (Thrall e Goldschmidt, 1978; Cihak et al., 1986).

Foi descrita uma relacdo de fator de risco entre a exposi¢do ao amianto (asbesto) e o
desenvolvimento de mesotelioma em 60 a 88% dos casos humanos acometidos com esta doenga
(Orenstein e Schenker, 2000). Uma associagdo similar também foi relatada para pacientes caninos
(Glickman et al., 1983). Em um estudo envolvendo analise histopatoldgica, foi encontrado maior
incidéncia de corpusculos dentro da regido de fibrose intersticial, compativeis com asbestose, em
cdes com mesotelioma, comparado aos cdes do grupo controle (Harbison e Godleski, 1983).
Outro estudo relatou a ocorréncia de mesotelioma pericardico em cinco Golden retrievers com
historico de efusdo hemorragica idiopatica pericardica, sugerindo a existéncia de outros fatores,
incluindo predisposi¢des raciais e inflamagdo cronica de outras origens, como fonte etiologica
para o mesotelioma (Machida ef al., 2004).
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Figura 9 — Liquido peritoneal de um cdo Boiadeiro de Berna com histiocitose maligna (Romanowski,
aumento de 400x e 1000x, fonte: Schwendenwein, 2017).

Figura 10 — Esfregaco de efusdo pleural neoplasica felina. Mesotelioma (Romanowski, fonte: Swenson,
2005).
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Figura 11 — Esfregaco de efusdo peritoneal neoplasica canina. Mesotelioma (Romanowski, fonte:
Hammond et al., 2012).

Citologicamente, ¢ praticamente impossivel diferenciar o mesotelioma de um carcinoma e, muitas
vezes, de uma proliferagdo reativa a um processo inflamatorio intracavitario (Valenciano et al.,
2014; Thompson e Rebar, 2016). Apesar de apresentarem morfologia citologica similar as células
de origem epitelial, sua derivagdo ¢ da mesoderme (Garrett, 2007). As células do mesotelioma
normalmente apresentam formato arredondado a discretamente poligonal e eventualmente
fusiforme, ntcleo periférico com amoldamento, além disso costumam se dispor em aglomerados
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(Figura 10 e Figura 11) (Baker e Lumsden, 2000; Thompson e Rebar, 2016; Schwendenwein,
2017). Esta variagdo citomorfologica pode ser atribuida a existéncia de diferentes subtipos
histologicos, como o decidudide, o cistico, esclerosante, de morfologia granular celular e forma
rica em lipideo (Leisewitz e Nesbit, 1992; Schoning ef al., 1992; DiPinto et al., 1995; Dias Pereira
et al., 2001; Geninet et al., 2003; Sato et al., 2005; Morini ef al., 2006; Avakian et al., 2008).

3.2.4.5 Melanoma

O melanoma ¢ um processo neoplasico maligno relativamente comum em cdes, acometendo entre
4 e 20% destes animais. Sua origem tecidual € neuroectodérmica e seu desenvolvimento ocorre
preferencialmente nas jungdes mucocutaneas, cavidade oral e regido subungueal, quando de
origem primaria, ¢ os linfonodos regionais, o pulmio ou as visceras abdominais, quando de
origem metastatica (Goldschmidt, 1985, 1994; Smith et al., 2002; Lee Gross et al., 2005). De
acordo com Stockham e Scott (2008), os melanomas metastaticos podem danificar tecidos, vasos
linfaticos e também esfoliar células, gerando efusdo cavitaria.

Morges e Zaks (2011) descreveram a ocorréncia de efusdo pleural contendo melandcitos malignos
em um gato (Figura 12). A andlise laboratorial do liquido revelou celularidade de 920 células/uL,
PT de 3,1 g/dL e presenca de células ovaladas a fusiformes com citoplasma abundante basofilico
frequentemente contendo granulos escuros a esverdeados, padrdo de cromatina finamente
granular, um ou dois nucléolos proeminentes e de tamanho aumentado, além de figuras de mitose
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Figura 12 — Esfregaco de efusdo pleural felina neoplasica melanocitica. Setas finas: Macronucléolos
proeminentes. Seta grossa: granulos de melanina (Romanowski, aumento de 1000x, fonte: Morges e Zaks,
2011).

4. MATERIAL E METODOS

O delineamento do experimento foi um estudo retrospectivo analitico que envolveu a obtengdo
de dados provenientes dos resultados de um total de 304 casos de cdes portadores de efusdo
cavitaria atendidos no Hospital Veterinario da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMQG),
entre Janeiro de 2012 e Julho de 2018.

Para inclusdo no estudo, os caes, independente de raca, sexo ou idade, foram submetidos a pelo
menos uma analise de liquido peritoneal, pleural ou pericardico junto ao Laboratério de Patologia
Clinica Veterinaria da UFMG. Um caso foi considerado como o resultado de uma analise de LC.
Desta forma, multiplas analises de um mesmo animal foram inseridas no estudo desde que
provenientes de uma cavidade diferente, coletada em diferentes momentos (com intervalo minimo
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de 2 meses) ou provenientes do desenvolvimento de outro quadro clinico-etioldgico.
Adicionalmente, foram avaliados os dados clinicos, como historico, anamnese e exame fisico, e,
de acordo com a disponibilidade, outros exames complementares, como hemogramas, perfis
bioquimicos, exames imaginologicos e patologicos.

4.1 Processamento das amostras

Foram selecionados os casos em que as amostras de efusdo cavitdria foram coletadas e
processadas em acordo com o seguinte padrdo: Armazenamento em dois tubos, um contendo
acido etilenodiaminotetracético (EDTA), de tampa roxa, e o outro sem anticoagulante, de tampa
vermelha, e processados dentro de um periodo maximo de 12 horas. A amostra contida no tubo
de tampa roxa foi destinada & avaliagdo celular quantitativa e qualitativa ¢ o tubo de tampa
vermelha destinado a obtencdo dos parametros fisicos € bioquimicos. Foram excluidos do estudo
0s casos com amostras coaguladas no tubo com EDTA.

A proteina total foi obtida por espectrofotometria. As demais analises bioquimicas necessarias
para se mensurar constituintes séricos ou efusivos também foram realizadas por
espectrofotometria com o auxilio do aparelho Cobas Mira (Roche®). A contagem de células
nucleadas totais (CCNT) e a contagem de hemacias foram obtidas por técnica manual, com o
auxilio de um hemocitometro e diluigdo com solugdo salina, quando necessario. As extensdes em
lamina, destinadas a analise citologica, foram confeccionadas por meio da técnica de squash e
coradas com corante Romanowsky tipo Diff-Quick.

4.2  Organizacgdo dos dados

O sistema de classificagdo geral utilizado para categorizar as efusoes foi baseado nos seguintes
intervalos (Stockham e Scott, 2008): Transudato simples: PT <2,0 g/dL; CCNT < 1.500 céls/uL;
transudato modificado: PT > 2,0 g/dL; CCNT < 5.000 céls/uL e exsudato: PT >2,0 g/dL; CCNT
>5.000 céls/uL.

A fim de se criar quantidades menores de grupos contendo um espago amostral aumentado e assim
favorecer a analise dos dados, os animais foram subclassificados quanto a idade, quanto a raca e
quanto a etiologia subjacente em grupos etarios, grupos de porte racial e grupos etiologicos,
respectivamente.

4.2.1 Grupos etarios

Foram criadas quatro categorias de idade para separar os animais selecionados para compor o
estudo. A primeira categoria (filhote) incluiu os animais com idade menor que 12 meses, a
segunda categoria (jovem) os animais com idade entre 12 e 36 meses, a terceira categoria (adulto)
inclui animais com idade entre 37 e 84 meses e a quarta categoria (idoso) inclui os animais com
mais de 85 meses de idade (Welton, 2018).

4.2.2 Grupos de porte racial

Os animais inseridos no estudo também foram divididos, de acordo Welton (2018), em relagdo a
sua raca em quatro categorias: Ragas de porte pequeno, racas de médio porte, ragcas de grande
porte e ragas indefinidas. Todos os cédes caracterizados com alguma raga indefinida ou com a
mistura de multiplas ragas foram incluidos no grupo de “racas indefinidas”.

As ragas inseridas no grupo de “racas de pequeno porte” foram aquelas que apresentam peso
médio para a racga de até 9 kg e incluiram as ragas Yorkshire Terrier, Pinscher, Maltés, Shar-pei,
Lhasa Apso, Shih Tzu, Bichon Frisé, Dachshund, Pequinés, West Highland White Terrier, Fox
Paulistinha, Chihuahua e Lulu da Pomerania.

As ragas inseridas no grupo de “ragas de médio porte” foram aquelas que apresentam peso médio
para a raga entre 10 ¢ 27 kg e incluiram as ragas Poodle, Pastor de Shetland, Beagle, Buldogue
Francés, Chow Chow, Buldogue Inglés, Pit Bull, Cocker Spaniel, Samoieda, Schnauzer, Basset
Hound e Blue Hiller.
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As ragas inseridas no grupo de “racas de grande porte” foram aquelas que apresentam peso médio
para a raca acima de 28 kg e incluiram as ragas Labrador, Doberman, Pastor Alemao, Boxer,
Dalmata, Golden Retriever, Rottweiller, Rhodesian Ridgeback, Weimaraner, Akita, Pastor
Branco, Fila Brasileiro e Dogo Argentino.

4.2.3 Grupos etiologicos

As informagdes clinicas e provenientes de resultados de exames complementares foram utilizadas
para se determinar todas as etiologias, potencialmente formadoras de efusdo, a que o animal
estava submetido no periodo em que sua amostra de LC foi coletada e analisada. Estas etiologias
foram subdivididas em um total de 12 categorias: hipoproteinemia e/ou hipoalbuminemia,
hepatopatias, neoplasias, serosites bacterianas, insuficiéncia cardiaca, efusdo hemorragica,
uroperitoneo, pancreatite, efusoes quilosas, efusdo biliar e efusdes sem etiologia definida.

Para identificagdo dos animais acometidos por efusdo hemorragica, foram consideradas, nas
amostras de liquidos cavitarios: A caracteristica fisica do sobrenadante da amostra, a relacdo
hemaécias:CCNT do liquido cavitario e do hemograma da mesma data, a presencga e a concentragao
de plaquetas, as caracteristicas morfoldgicas dos leucdcitos e a presenca de figuras de
eritrofagocitose e de hemossiderina (Meyer ¢ Harvey, 2004a; Porcel e Light, 2006; Stockham e
Scott, 2008; Brunzel, 2013; Bauer, 2014; Valenciano ef al., 2014; Thompson e Rebar, 2016).

No grupo das hepatopatias, foram incluidos os pacientes apresentando diagnostico definitivo
reportado em seu prontudrio relacionado com algum tipo de hepatopatia e aqueles casos exibindo
atividade enzimatica sérica de ALT e/ou AST superior a trés vezes o limite superior do intervalo
de referéncia (Meyer e Harvey, 2004a).

No grupo da serosite bacteriana, foram incluidos os pacientes apresentando registro de presenca
de bactérias intracelulares ou observacdo de bactérias extracelulares associado a presenca de
neutro6filos degenerados.

No grupo da efusdo quilosa, foram incluidos os pacientes com resultado de analise de liquido
cavitario apresentando predominio celular de pequenos linfécitos (>50%) e concentragdo de
triglicerideos >100 mg/dL, relagdo triglicerideo:colesterol >1,0 ou relagdo triglicerideo
efusivo:sérico >3,0 (Fossum et al., 1986; Waddle e Giger, 1990; Meadows e MacWilliams, 1994).

No grupo da hipoproteinemia e hipoalbuminemia, foram incluidos os pacientes apresentando
concentragdes séricas de proteina total < 3,12 g/dL e/ou de albumina < 1,5 g/dL mensuradas
dentro de um periodo de cinco dias antes ou depois da analise do LC. O limiar para a albumina
foi baseado na informagdo que a maioria dos mamiferos apresentando transudato pobre em
proteina apresenta concentragao sérica de albumina menor que 1,5 g/dL (Stockham e Scott, 2008).
O limiar para a proteina total foi calculado a partir da mesma proporg¢ao entre o valor 1,5 ¢ o limite
inferior do intervalo de referéncia para a albumina sérica, 2,6 g/dL (Kaneko et al., 2008). Esta
proporc¢ao representa 57,7% do limite inferior do intervalo de referéncia, gerando, assim, o valor
de 3,12 como limiar para proteina total.

No grupo do uroperitdoneo, foram incluidos os pacientes com resultado de analise de liquido
peritoneal apresentando relacdo creatinina efusiva:sérica > 2,0. Para este céalculo, foi utilizada a
concentracdo de creatinina dosada em amostra de soro coletada na mesma data do LC (Burrows
e Bovee, 1974; Schmiedt ef al., 2001).

Nos grupos das neoplasias diagnosticadas, um critério proprio foi utilizado. Foram incluidos os
casos com concentracdo de células neoplasicas acima de 40%, apresentando ou ndo resultado
histopatologico compativel com alteragdo neoplasica. Para os propositos do experimento 1, uma
efusdo em que ndo foi possivel detectar um processo neopldsico por meio de sua andlise
citologica, mas apresentou resultado positivo em um exame histopatologico (de amostra obtida
por biodpsia incisional ou em necropsia) posterior foi definida como efusdo paranecoplasica, em
alusdo a terminologia utilizada por Gonlugur e Gonlugur (2008), Kushwaha et al. (2008),
Maranhao et al. (2010) e Ferreiro et al. (2017).
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O tinico caso de efusdo biliar incluido no estudo foi diagnosticado por meio da associacdo da
analise citologica com a concentragdo de proteinas totais, CCNT e alguns parametros bioquimicos
especificos, como concentragdo de bilirrubina na efusao e sua relagdo com a concentragio sérica.
Valores maiores que 2,0 para esta relacdo com os demais parametros compativeis, indicaram esta
etiologia (Owens et al., 2003).

Nos grupos de pancreatite e de insuficiéncia cardiaca foram incluidos os pacientes apresentando
diagndstico definitivo reportado em seu prontudrio relacionado com estas enfermidades. Os casos
que nao puderam ser associados com nenhuma destas ou quaisquer outras etiologias foram
classificados como efusdes idiopaticas.

O sistema classico de classificagdo geral, baseado em PT e CCNT, utilizado na veterinaria, foi
adaptado para apenas duas categorias (transudatos e exsudatos) a fim de alcancar os objetivos
propostos no experimento 3. Os intervalos considerados para o sistema de classificagdo classico
encontram-se disponibilizados no Quadro 1. A efusdo foi classificada como transudato quando
atendeu aos critérios para transudato simples ou transudato modificado.

Quadro 1 - Concentragdes de proteina total (PT), em gramas por decilitro, ¢ de células nucleadas totais
(CCNT), por microlitro, definidas por seis diferentes fontes bibliograficas para as trés categorias da
classificag@o geral de efusdes pleurais, peritoneais e pericardicas caninas: Transudato simples, transudato
modificado e exsudato.

g PT (zdL) CCNT (células/uL)

& Transudato Transudato Exsudato Transudato Transudato Exsudato
2 simples modificado simples modificado

I <2,0 >2,0 >2,0 <1.500 <5.000 >5.000
11 <25 2,5-7,5 >3,0 <1.500 1.000 - 7.000 >7.000
I <2,5 >2.5 >2.5 <1.000 1.000 - 5.000 >5.000
v <25 >2,5 * <3.000 < 3.000 >3.000
\% <25 2,5-5,0 * < 1.500 1.000 - 7.000 >5.000
VI <2,5 > 5k >2.5 <3.000 >3.000** >3.000

Com excegdo do sistema VI, a efusdo cavitaria é classificada como transudato simples, modificado ou
exsudato, caso cumpra os requisitos para PT E CCNT. *Parametro nio utilizado para classificagdo da
efusdo em exsudato. Se a efusdo cavitaria apresenta CCNT acima do limite de referéncia ela ¢ classificada
como exsudato, independentemente de sua PT. ** A efusdo ¢ classificada como transudato modificado
quando a PT OU a CCNT esta acima do limite. I-Stockham e Scott (2008); II-Valenciano e Arndt e Rizzi
(2014); HI-Thompson e Rebar (2016); IV-Bohn (2017); V-Rakich e Latimer (2011); VI-O’Brien e
Lumsden (1988).

Para os propositos do experimento 3, as informagdes clinicas, do paciente e provenientes do
resultado da analise laboratorial e de outros exames complementares foram coletadas de 129 casos
de efusdo cavitaria canina atendidos do Hospital Veterinario da UFMG entre 2017 e 2018.

4.2.4 Determinacgdo do padrdo de referéncia (Experimento 3)

Para determinagdo dos indices diagndsticos de cada sistema (classico ou bioquimico), foi
estabelecido um padrao ouro para transudatos e exsudatos baseado em critérios clinicos, clinico-
patologicos, histoanatomopatoldgicos e imaginologicos especificos. Dos 129 casos inicialmente
selecionados, 37 ndo cumpriram critérios de inclusdo suficientes para o padréo ouro ou exibiram
algum critério de exclusdo (n=92).
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4.2.4.1 Transudatos

Os seguintes diagnosticos foram incluidos no grupo dos transudatos: Insuficiéncia cardiaca
(n=10), sindrome nefrotica (n=2) ou enteropatia cronicas (n=3), obstrugdo linfatica (n=3),
hipoproteinemia nutricional (n=5) e cirrose (n=1). Como “outros transudatos” (n=>5), foram
incluidos aqueles casos apresentando PT. < 1,0 g/dL e CCNT < 1.000 células/puL, sem diagnostico
de qualquer etiologia causadora de exsudato e classificado como transudato simultaneamente sob
todos os seis sistemas de classificacdo geral selecionados.

Os casos de IC foram diagnosticados por ecocardiografia ou eletrocardiograma, e os de nefropatia,
enteropatia e cirrose pela associagdo de informagdes clinicas, laboratoriais e de imagem.

Foram excluidos deste grupo os casos associados com algum outro tipo de etiologia concomitante
que pudesse originar uma efusdo exsudativa (i.e. neoplasias intracavitdrias, efusdes sépticas,
uroperitoneo, etc.). Foram excluidos os casos com CCTN > 20.000 células/pL (mensurada na
camara ¢ confirmada na lamina) e/ou PT. > 5,0 g/dL, juntamente com diagndstico clinico ndo
completamente esclarecido.

4.2.4.2 Exsudatos

Os seguintes diagnodsticos foram incluidos no grupo dos exsudatos: Serosite séptica (n=30),
efusdo hemorragica (n=14) e efusdo neoplasica (n=9). Como “outros exsudatos” (n=10), foram
incluidos aqueles casos que apresentassem classificagdo unanime como exsudato dentre os seis
sistemas selecionados da classificagdo geral, CCNT > 43.000 células/puL, PT. > 3,0 g/dL e
nenhuma etiologia associada a formag¢ao de transudato diagnosticada.

Para diagnéstico de efusdo hemorrdgica, o animal deveria ter historico de intoxicagdo por
dicumarinico, processo hemorragico intra-abdominal por ruptura visceral, vascular ou de origem
indeterminada, além de critérios laboratoriais compativeis. O diagnodstico de serosite séptica foi
obtido pela observacao de bactérias intracelulares ou extracelulares associadas a neutrdfilos
degenerados no exame citologico, caracteristica de predominio celular e historico do paciente
compativel. Foram consideradas efusdes neoplasicas aquelas com concentragdo de células
neoplésicas maior que 40%.

Foram excluidos deste grupo os casos associados com algum outro tipo de etiologia concomitante
que pudesse originar uma efusdo transudativa. Foram excluidos os casos de uroperitoneo e
aqueles com PT, < 1,5 g/dL, juntamente com diagnoéstico clinico ndo completamente esclarecido.

As efusoes quilosas foram excluidas tanto dos grupos dos transudatos, quanto dos exsudatos, pois,
apesar de algumas fontes argumentarem que estas efusdes sdo exsudativas, ndo existe um
consenso a respeito deste tema dentro de uma bibliografia mais ampla. Maldonado et al., (2009)
verificaram uma frequéncia de 14% de efusdes quilosas humanas transudativas em seu
experimento.

4.3  Analise estatistica (Experimento 3)

Todas as andlises estatisticas foram realizadas através do software R versdo 3.4.2 (R Core Team,
2017).

4.3.1 Objetivo 1

A tabela foi preparada para andlise e convertida no formato apropriado. Nenhuma varidvel
preditora apresentou distribuicdo de probabilidade com elevada assimetria a ponto de necessitar
de uma transformacao. Portanto todas as variaveis preditoras foram avaliadas nas suas unidades
originais. Ajustaram-se modelos lineares generalizados com a distribui¢do binomial, que ¢
apropriada para respostas dicotomicas (i.e. regressdo logistica). A significancia das variaveis
preditoras foi avaliada por meio do teste da razdo de verossimilhanga.
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Graficos foram construidos com as probabilidades de diagnostico em relagdo ao valor da varidvel
preditora. Tomou-se o diagnostico padrdo ouro de “Exsudato” como referéncia, que recebeu o
valor igual a um (1). O diagnoéstico padrao ouro de “Transudato” recebeu o valor igual a zero. Os
animais “Nao Classificados” foram excluidos da analise. Quando o efeito da variavel preditora
foi significativo, a relacdo (se positiva, ou negativa) pode ser avaliada pelo grafico. Se a curva foi
crescente, entdo a relagdo € positiva (i.e. quanto maior o valor da variavel, maior a probabilidade
de Exsudato) e vice versa. Nesta fase primaria, o objetivo foi apenas avaliar as variaveis preditoras
individualmente, portanto o ajuste do modelo nao foi avaliado, apenas calcularam-se os indices
da capacidade preditiva.

O poder preditivo de cada variavel selecionada foi avaliado através de cinco pardmetros: a area
abaixo da curva caracteristica de operagdo do receptor ou em inglés Receiver Operating
Characteristic (ABCROC), a acuracia, o indice de concordancia Kappa de Cohen, a sensibilidade
e a especificidade (Bruce ef al., 2017). Todos estes cinco pardmetros estdo restritos no intervalo
entre zero ¢ 1, sendo que zero significa o menor poder preditivo e 1, o maior poder preditivo.
Multiplicaram-se estes valores por 100% para facilitar a interpretacdo. Portanto, quanto mais
proximo de 100%, melhor o poder preditivo da variavel preditora testada.

4.3.2 Objetivo 2

Em seguida, foram avaliadas todas as combinagdes de possiveis modelos com no maximo quatro
variaveis preditoras, a partir de um conjunto destas, quais sejam:

Concentragao efusiva absoluta de hemacias ([hem]), proteina total (PT), ureia, creatinina, glicose,
albumina, colesterol, triglicerideo, bilirrubina, relag@o entre as concentra¢des da efusdo e do soro
de proteina total, creatinina, albumina, bilirrubina e colesterol, gradiente entre as concentracdes
do soro e da efusdo de proteina total e albumina, CCNT e Logaritmo de CCNT, relacdo
[hem]:CCNT e CRN.

A qualidade dos modelos foi quantificada através das seguintes estatisticas: area abaixo da curva
caracteristica de operagdo do receptor (em inglés Receiver Operating Characteristic, ou curva
ROC), Kappa, Acuracia, Sensibilidade, Especificidade, Valor Preditivo Positivo e Valor Preditivo
Negativo (Altman & Bland, 1994a; 1994b). Como esses modelos visam a predi¢do de novos
casos, utilizou-se a técnica da validacdo cruzada para o calculo dessas estatisticas, visando
diminuir o viés de sele¢do devido ao estudo ser observacional e ndo experimental (Heller et al.,
2009). Nesta técnica, o banco de dados foi dividido igualmente em quatro partes. Trés partes
foram utilizadas para ajuste do modelo e a quarta parte foi utilizada para teste de predicdo e
calculo das estatisticas de qualidade.

O procedimento foi repetido para cada uma das quatro partes e calculou-se a média dos resultados
das estatisticas. O melhor modelo escolhido (modelo mais parcimonioso) foi aquele com o menor
numero de variaveis significativas, que fosse adequado segundo o teste de Hosmer ¢ Lemeshow
(Hosmer & Lemeshow, 1980) e que tivesse os maiores valores das estatisticas de ajuste citadas
acima.

Além do célculo das estatisticas para a previsdo geral, considerando todas as etiologias, as
estatisticas também foram calculadas para cada grupo de etiologia separadamente. Quando o
nimero amostral é pequeno, ou quando ha 100% de exsudato, ou 100% de transudatos, o calculo
dessas estatisticas ndo foi apresentado, pois as inferéncias possuem altas chances de estarem
enviesadas.

Antes da selecdo de modelos, foi realizada uma analise de dados faltantes ¢ uma analise de
correlagdo para verificar se alguma dupla de variaveis esté altamente associada. Esta analise ndo
muda o processo de sele¢do, mas influencia a conclusdo do modelo se este incluir duas ou mais
duplas altamente correlacionadas.
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4.3.3 Objetivo 3

Inicialmente construiram-se tabelas de contingéncia para avaliar descritivamente as classificacdes
fornecidas por cada sistema em relagdo ao padrdo ouro. Calcularam-se os indices de acuracia e
de concordancia (i.e. Kappa de Cohen) para essa tabela geral, considerando todas as trés
classificacdes. Em seguida, calcularam-se os valores de sensibilidade e especificidade (Altman &
Bland, 1994) para cada uma das trés possiveis classifica¢des (i.e. Exsudato, Transudato ou Nao
Classificado).

4.3.4 Objetivos4eS

Inicialmente a tabela foi preparada para analise e convertida no formato apropriado. A variavel
CCNT apresentou uma distribuicdo muito assimétrica e por isso utilizou-se a transformacgao
logaritmica nesta varidvel. As varidveis PT e Neutrofilos foram avaliadas nas suas unidades
originais. Ajustaram-se modelos lineares generalizados com a distribui¢do binomial, que ¢
apropriada para respostas dicotdmicas (i.e. regressdo logistica). A significancia das variaveis
preditoras foi acessada através do teste da razdo de verossimilhanga.

Graficos foram construidos com as probabilidades de diagnostico em relacdo ao valor da variavel
preditora. Tomou-se o diagnostico padrdo ouro de “Exsudato” como referéncia, que recebeu o
valor igual a um (1). O diagnoéstico padrdo ouro de “Transudato” recebeu o valor igual a zero. Os
animais “Nao Classificados” foram excluidos da analise, restando 141 individuos. Quando o
efeito da variavel preditora foi significativo, a relag@o (se positiva, ou negativa) pode ser avaliada
pelo grafico. Se a curva esta subindo, entdo a relagdo ¢é positiva (i.e. quanto maior o valor da
variavel, maior a probabilidade de Exsudato) e vice versa. Nesta fase primdaria, o objetivo foi
apenas avaliar as variaveis preditoras individualmente, portanto o ajuste do modelo ndo foi
avaliado, apenas calcularam-se os indices da capacidade preditiva.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Capitulo 1: Perfil epidemiologico das efusdes cavitarias caninas

Resumo

As efusdes cavitarias representam uma entidade frequente na rotina clinica de cdes com
importancia progndstica geralmente significativa. Poucas informacdes foram publicadas a
respeito do perfil dos pacientes acometidos e também a respeito da acuricia diagndstica
laboratorial dos casos com envolvimento etioldgico neoplasico. Este estudo objetivou levantar e
enriquecer estes dados dentro de um contexto so6cio-geografico brasileiro. Foi realizado um estudo
retrospectivo de casos de efusdo cavitaria (EC) em caes atendidos no Hospital Veterinario da
UFMG para coletar informagdes clinicas, de histérico médico e de resultados de testes
complementares. Os individuos selecionados foram divididos em grupos, de acordo com sua faixa
etaria, sexo, raca, porte, classificacdo da efusdo e tipo de etiologia subjacente. 60,2% dos animais
incluidos no estudo eram fémea, 27,5% de grande porte, 10,6% da raga Poodle e 56% eram idosos.
Levando em consideracdo a etiologia subjacente, 52,9% das efusdes pleurais estavam associadas
a processo neoplasico, 60,1% das peritoneais a hipoproteinemia, hipoalbuminemia intensas e/ou
hepatopatia e 81,8% das efusdes pericardicas foram classificadas como exsudato. A sensibilidade
analitica obtida para o diagnostico de efusdo neoplasica por meio da citologia da EC foi igual a
51,5%.

Introducao

A efusdo cavitaria pode ser definida como o acimulo de liquido cavitario (LC) no interior de uma
das cavidades pleural, peritoneal ou pericardica em decorréncia de diversos tipos de etiologia em
humanos e animais (Valenciano et al., 2014). Sua frequéncia em caes ¢ relativamente alta e seu
desenvolvimento frequentemente estd associado a ameaga de Obito. Mellanby et al. (2002)
verificaram a ocorréncia de 105 casos de efusdo pleural e/ou mediastinal em um periodo de 8 anos
a partir da rotina de um hospital veterinario no Reino Unido, sendo que um tergo veio a dbito.

Uma vez formada, é possivel a obtengdo de uma amostra por paracentese a ser encaminhada para
analise laboratorial. A partir desta analise, de execugdo considerada rapida, simples e pouco
dispendiosa, valiosas informacdes diagndsticas € prognoésticas sdo obtidas. Com isto, a efusdo
pode ou ndo ser incluida dentro de uma classificagdo geral ou especifica. Na medicina veterinaria
canina, as efusdes cavitarias s2o classificadas como transudato pobre em proteina, modificado,
exsudato, uroperitoneo, efusdo hemorragica, quilosa, biliar, neoplasica ou séptica (Stockham e
Scott, 2008; Rakich e Latimer, 2011; Thompson e Rebar, 2016).

Uma efusdo neoplasica é definida como aquela que apresenta células neoplasicas identificadas
microscopicamente (Stockham e Scott, 2008). Podem originar-se de processos epiteliais,
mesenquimais (de células alongadas ou redondas), mesotelioma e melanoma (Morges e Zaks,
2011; Valenciano et al., 2014; Thompson e Rebar, 2016; Schwendenwein, 2017). Estes sdo
geralmente malignos e primarios ou metastaticos. Quando o processo neoplasico nao esfolia uma
quantidade de células suficiente para identificagdo citologica, seu diagnostico pode requerer
outros recursos laboratoriais ou de imagem. Gonlugur e Gonlugur (2008) definem este tipo de
efusdo como paramaligna.

O presente estudo teve como objetivo determinar e avaliar, dentre os casos atendidos no hospital
veterinario da UFMG, a frequéncia de efusdes cavitarias caninas, de suas categorias
classificativas e etiologicas por cavidade, género, idade e raca. Além disso visou-se estabelecer
as frequéncias de efusdes neoplasicas e paraneoplasicas, bem como a sensibilidade da analise
citologica para este diagnostico, incluindo cada categoria neoplasica (mesenquimal de células
alongadas, epitelial e células redondas).
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Material e métodos

O delineamento do experimento foi um estudo retrospectivo analitico que envolveu a obtengdo
de dados provenientes dos resultados de um total de 304 casos de cdes portadores de efusdo
cavitaria atendidos no Hospital Veterindrio da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG),
entre Janeiro de 2012 ¢ Dezembro de 2017. Para avaliacdo da frequéncia e sensibilidade das
efusdes neoplasicas foram incluidos mais 28 resultados de analise de LC provenientes da
casuistica do ano de 2018.

Para inclusdo no estudo, os cies deveriam ter sido submetidos a pelo menos uma analise de liquido
peritoneal, pleural ou pericardico junto ao Laboratério de Patologia Clinica Veterinaria da
UFMG. Adicionalmente, foram avaliados os dados clinicos, como historico, anamnese ¢ exame
fisico, e, de acordo com a disponibilidade, outros exames complementares, como hemogramas,
perfis bioquimicos, exames patologicos e de imagem.

Um caso foi considerado como o resultado de uma analise de LC. Desta forma, multiplas analises
de um mesmo animal foram inseridas no estudo desde que provenientes de uma cavidade
diferente, coletada em diferentes momentos (com intervalo minimo de 2 meses) ou provenientes
do desenvolvimento de outro quadro clinico-etioldgico.

Processamento das amostras

As amostras de efusdo cavitaria analisadas foram coletadas e processadas com o seguinte padrio:
Armazenamento em dois tubos, um contendo acido etilenodiaminotetracético (EDTA), e outro
sem aditivos, e processados dentro de um periodo maximo de 12 horas. A amostra contida no
tubo com EDTA foi destinada a avaliacdo celular quantitativa e qualitativa e o tubo sem aditivos
destinado a obtenc¢do dos parametros fisicos e bioquimicos.

A proteina total foi obtida por espectrofotometria. As demais andlises bioquimicas necessarias
para se mensurar constituintes séricos ou efusivos também foram realizadas por
espectrofotometria com o auxilio do aparelho Cobas Mira (Roche®). A CCNT e a contagem de
hemacias foram obtidas por técnica manual, com o auxilio de um hemocitémetro e dilui¢do com
solugdo salina, quando necessario. As extensdes em lamina, destinadas a analise citologica, foram
confeccionadas por meio da técnica de squash, coradas com corante Romanowsky e analisadas
em microscopio optico Olympus CX403. O sistema de classificacdo geral utilizado para
categorizar as efusdes foi baseado nos seguintes intervalos (Stockham e Scott, 2008):

- Transudato pobre em proteina (simples): PT < 2,0 g/dL; CCNT < 1.500 céls/uL.
- Transudato rico em proteina (modificado): PT > 2,0 g/dL; CCNT < 5.000 céls/uL
- Exsudato: PT > 2,0 g/dL; CCNT > 5.000 céls/uL

A fim de se criar quantidades menores de grupos contendo um espaco amostral aumentado e assim
favorecer a analise dos dados, os animais foram subclassificados quanto a idade, quanto a raca e
quanto a etiologia subjacente em grupos etarios, grupos de porte racial e grupos etioldgicos,
respectivamente.

Grupos etarios

Foram criadas quatro categorias de idade para separar os animais selecionados para compor o
estudo. A primeira categoria (filhote) incluiu os animais com idade menor que 12 meses, a
segunda categoria (jovem) os animais com idade entre 12 e 36 meses, a terceira categoria (adulto)
inclui animais com idade entre 37 ¢ 84 meses ¢ a quarta categoria (idoso) inclui os animais com
mais de 85 meses de idade (Welton, 2018).

Grupos de porte racial

Os animais inseridos no estudo também foram divididos, de acordo com Welton (2018), em
relacdo a sua raga em quatro categorias: Ragas de porte pequeno, ragas de médio porte, racas de
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grande porte e ragas indefinidas. Todos os cées caracterizados com alguma raca indefinida ou
com a mistura de multiplas ragas foram incluidos no grupo de “racas indefinidas”.

As racas inseridas no grupo de “racas de pequeno porte” foram aquelas que apresentam peso
médio para a raca de até 9 kg e incluiram as ragas Yorkshire Terrier, Pinscher, Maltés, Shar-pei,
Lhasa Apso, Shih Tzu, Bichon Frisé, Dachshund, Pequinés, West Highland White Terrier, Fox
Paulistinha, Chihuahua e Lulu da Pomerania.

As ragas inseridas no grupo de “racas de médio porte” foram aquelas que apresentam peso médio
para a raga entre 10 e 27 kg e incluiram as racas Poodle, Pastor de Shetland, Beagle, Buldogue
Francés, Chow Chow, Buldogue Inglés, Pit Bull, Cocker Spaniel, Samoieda, Schnauzer, Basset
Hound e Blue Hiller.

As ragas inseridas no grupo de “racas de grande porte” foram aquelas que apresentam peso médio
para a raca acima de 28 kg e incluiram as ragas Labrador, Doberman, Pastor Alemao, Boxer,
Dalmata, Golden Retriever, Rottweiller, Rhodesian Ridgeback, Weimaraner, Akita, Pastor
Branco, Fila Brasileiro e Dogo Argentino.

Grupos etiologicos

As informagdes clinicas e provenientes de resultados de exames complementares foram utilizadas
para se determinar todas as etiologias, potencialmente formadoras de efusdo, a que o animal
estava submetido no periodo em que sua amostra de LC foi coletada e analisada. Para os
propositos deste estudo, uma efusdo em que néo foi possivel detectar um processo neoplasico por
meio de sua analise citologica, mas apresentou resultado positivo em um exame histopatologico
(de amostra obtida por bidpsia incisional ou em necropsia) posterior foi definida como efusao
paraneoplasica, em alusdo a terminologia utilizada por Gonlugur ¢ Gonlugur (2008), Kushwaha
et al. (2008), Maranhdo et al. (2010) e Ferreiro et al. (2017). As etiologias foram subdivididas em
um total de 12 grupos: hipoproteinemia e/ou hipoalbuminemia (HP/HA), hepatopatias, neoplasias
diagnosticadas pela citologia do LC (efusdes neoplésicas), neoplasias ndo diagnosticadas pela
citologia do LC (efusdes paraneoplasicas), serosites bacterianas, insuficiéncia cardiaca, efusdo
hemorragica, uroperitoneo, pancreatite, efusdes quilosas, efusdo biliar e efusdes idiopaticas (i.e.
sem etiologia definida). Os critérios para identificacdo de cada tipo de etiologia foram
estabelecidos de acordo com as informagdes publicadas pela mesma equipe (Alonso et al., 2019).

Resultados e discussao

Os 245 animais incluidos no estudo deram origem a 304 casos de EC. Destes 304 casos, oito
(2,6%) nao tinham informagdo referente a cavidade acometida. Dentre os 296 casos
remanescentes, 213 (72%) se desenvolveram na cavidade peritoneal, 68 (23%) na cavidade
pleural e 15 (5%) na cavidade pericardica. 147 (60,2%) eram fémeas, 95 (38,9%) machos e trés
ndo tinham informagdo sobre sexo. A baixa casuistica envolvendo efusdes pericardicas foi
atribuida, em parte a uma relativa dificuldade em se obter este tipo de amostra, mas
principalmente ao baixo indice de identificacdo destas, no decorrer da rotina médica. Nao foi
possivel verificar se esta baixa identificacdo esta relacionada a existéncia de limitagdes técnicas,
como ndo realizacdo de exame de imagem, ou a uma verdadeira baixa incidéncia deste tipo de
efusdo.

Cavidade

Um total de 49 casos ndo puderam ser classificados em nenhuma das trés categorias gerais, de
acordo com os intervalos determinados no estudo, restando, assim, 247 casos. A proporcao de
cada tipo de efusdo dentre as trés cavidades para estes 247 casos pode ser conferida na Tabela 1.
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Tabela 1 — Frequéncias absoluta e relativa ao total de casos de cada cavidade corporea dentre as efusdes
caninas em cada categoria classificativa geral.

Transudato Pobre Transudatq rico em Exsudato Total I
Cavidade em proteina proteina (casos)
n (%%*) n (%*) n (%*) n (%**)
Peritoneal 56 (30,3) 71 (38.4) 58 (31,4) 185 (74,9)
Pleural 6(11,8) 17 (33,3) 28 (54,9) 51 (20,6)
Pericérdico 0 (0,0) 2(18,2) 9 (81,8) 11 (4,5)
Total II (casos) 62 (25) 90 (36) 95 (39) 247

*Frequéncia relativa ao Total I. ** Frequéncia relativa ao Total II.

As efusdes desenvolvidas na cavidade peritoneal apresentaram uma distribuicdo
consideravelmente homogénea, em relacdo a classificagdo geral, enquanto as efusdes pleurais e
pericardicas exibiram predominio de exsudatos. Dentre os transudatos pobres em proteina, 90%
dos casos desenvolveram-se na cavidade peritoneal.

A Tabela 2 demonstra a frequéncia de etiologias associadas aos casos de EC canina em cada
cavidade corporea. A frequéncia relativa é referente ao “total 1”. E importante ressaltar que a
soma destas frequéncias ndo ¢é igual a 100% porque existem casos associados a mais de uma
etiologia subjacente e, desta forma, sdo representados de maneira repetida na tabela.

Tabela 2 - Frequéncias absoluta ¢ relativa ao total de casos de cada grupo etiologico dentre as efusdes
caninas em cada cavidade corpdrea.

Etiologias subjacentes Peritoneal Pleural Pericardico Total IT
(casos)
Hipoproteinemia e/ou n 70 5 0 75
hipoalbuminemia %* 37,8 9,8 0,0
: n 58 10 4
Hepatopatias o 314 19.6 36.4 72
. n 33 36 4
Neoplasias 0% 17.8 70,6 36.4 73
A . n 21 2 4
Insuficiéncia cardiaca 0% 11,4 3.9 36.4 27
. . n 21 5 0
Serosites bacterianas 0% 11,4 9.8 0.0 26
N .y n 11 3 4
Efusdo hemorragica 0% 5.9 5.9 36.4 18
oA n 13 0 0
Uroperitoneo 0% 7.0 0.0 0.0 13
. n 6 0 0
Pancreatite o 32 0.0 0.0 6
~ . n 0 3 1
Efusdes quilosas 0% 0.0 5.9 9.1 4
s s n 1 0 0
Efusao biliar o 0.5 0.0 0.0 1
. g n 34 13 3
Efusdes idiopaticas 0% 18,4 255 273 50
Total I (casos) 185 51 11 247

*Frequéncia relativa ao Total I.

Os transudatos pobres em proteina (simples) podem se desenvolver por trés fatores: Diminuigdo
do gradiente de pressdo oncoética, hipertensdo portal pré-sinusoidal (ou em regido sinusoidal
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associado a hipoproteinemia) e obstrug@o do fluxo de drenagem linfatica (Stockham e Scott, 2008;
Buob et al., 2011). Caso o primeiro mecanismo representasse a justificativa essencial para
formagdo de efusdo dentre os individuos com HPHA, ndo seria esperado observar uma maior
frequéncia destas efusdes em alguma cavidade especifica, como observado neste estudo (93%
ocorreram na cavidade abdominal). A diminui¢do do gradiente de pressdo oncdtica ¢ um
mecanismo que se estabelece de maneira sistémica e, por isso, observa-se formagao de edema em
multiplos tecidos, inclusive a pele, eventualmente levando a um quadro conhecido como anasarca
(Vogelaar et al., 2014; Chatterjee ef al., 2016). Por estes motivos, especula-se que a formacgao dos
transudato pobre em proteina encontrados neste estudo tenha sido mais frequentemente
favorecida por um ou mais dos outros dois mecanismos. Adicionalmente, ¢ possivel que uma
parte destes casos de efusdo peritoneal também pudessem apresentar efusdo em outras cavidades,
mas o clinico tenha optado por coletar apenas o LC desta cavidade, dentre outros motivos, por
questdes logisticas.

Idade

De acordo com os critérios estabelecidos, 130 animais (56%) eram idosos, 53 (23%) eram adultos,
28 (12%) eram jovens e 22 (9%) eram filhotes. Doze (9,23%) ndo apresentavam registro de idade.

A Tabela 3 exibe as frequéncias absoluta e relativa ao total de casos de cada grupo etario (filhotes,
jovens, adultos e idosos). E importante ressaltar que a soma das frequéncias relativas nao é igual
a 100% porque existem casos associados a mais de uma etiologia subjacente e, desta forma, sdo
representados de maneira repetida na tabela.

Tabela 3 - Frequéncias absoluta e relativa ao total de casos de cada grupo etario dentre as efusdes caninas
em cada grupo etioldgico.

Etiologia subjacente Filhote Jovem Adulto Idoso
Hipoproteinemia e/ou n 11 13 16 33
hipoalbuminemia % 45,8 39,4 25,8 19,4
Hepatopatias n > 12 21 32
patop % 20,8 36,4 33,9 18,8
Neoplasias n 3 1 16 >0
p % 12,5 3,0 25,8 29,4
Insuficiéncia cardiaca n 0 0 3 24
4 % 0,0 0,0 4.8 14,1
Serosites bacterianas 01/1 823 621 12 5 61 15
0 2 b b b
Efusdo hemorragica 03 000 1; 1 322 6115
0 b 9 9 b
A n 0 2 3 7
Uroperitoneo o, 0.0 6.1 48 41
Pancreatite 02 OOO 310 438 122
N ) n 1 1 0 2
Efusdes quilosas o 4 3.0 0.0 12
0 9 b 9 9
o n 0 1 0 0
Efusdo biliar o, 0.0 3.0 0.0 0.0
Efusdes idiopaticas 01/1 297 5 25 5 11601 2‘255
0 bl b bl b
Total de casos 24 33 62 170

E possivel observar que a frequéncia relativa apresentou-se inversamente proporcional a faixa
etaria para os casos associados a HPHA, com maior frequéncia dentre os filhotes (45,8%) e menor
dentre os idosos (19,4%), apesar da frequéncia absoluta apresentar-se diretamente proporcional.
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Ainda com relacao ao total de jovens e adultos, os casos associados a hepatopatias apresentaram-
se em frequéncia relativa similar (36 e 34%, respectivamente) e, com relacdo a adultos e idosos,
as neoplasias também apresentaram frequéncia relativa similar (26 e 29%, respectivamente).

Filhotes podem desenvolver hipoproteinemia por hipoalbuminemia decorrentes de
endoparasitoses, shunt portossistémico e gastroenterites (Throop et al., 2004). Uma maior
incidéncia de individuos idosos dentre os grupos de neoplasias e IC se enquadra dentro do
esperado para a predilecdo etaria destes tipos de doenca.

Sexo

A Tabela 4 exibe as frequéncias absoluta e relativa ao total de casos de cada sexo. E importante
ressaltar que a soma das frequéncias relativas ndo € igual a 100% porque existem casos associados
a mais de uma etiologia subjacente e, desta forma, sdo representados de maneira repetida na
tabela.

Tabela 4 - Frequéncias absoluta e relativa ao total de casos de cada sexo (Total I) dentre as efusdes caninas
em cada grupo etiolégico.

Etiologia subjacente Fémea Macho (r:::it::aliz)
Hipoproteinemia e/ou hipoalbuminemia (;)1 N ;;9 22211 62
Hepatopatias 0/21 * 2352’;9 227? 4 64
Neoplasias 0/? « 235?2 115?8 52
Insuficiéncia cardiaca (;)1 N 71’15 11)(’)5 21
Serosites bacterianas 0/21 * 11)?9 4‘}2 20
Efusdo hemorragica 0/21 « ;j 4 5?3 13
Uroperitoneo (;)1 N 24}7 9?5 13
Pancreatite 0/21 * 017 3?2 4
Efusdes quilosas 0/21 « f 4 0(,)0 2
Efusdo biliar oo 0?0 ]; 1
Total I (animais) 147 95

*Frequéncia relativa ao total I.

Avaliando cada grupo etiologico separadamente na Tabela 4, é possivel perceber que os animais
submetidos as etiologias HPHA, hepatopatias, IC e efusdo hemorragica exibiram distribui¢ao de
género similar ao apresentado pelo total de animais do estudo (de aproximadamente 2 para 1, com
frequéncia de fémeas acometidas variando entre 52,4 e 66,1%). Ja, para os grupos de neoplasia e
serosites bacterianas, notou-se frequéncias consideravelmente maiores para fémeas acometidas
por estas etiologias (71 e 80%, respectivamente).

E possivel que as fémeas tenham sido mais frequentemente representadas no grupo de etiologias
neoplasicas em decorréncia da alta prevaléncia de tumor de mama associado a metastase para a
cavidade pleural e consequente formagdo de efusdo cavitaria, principalmente por esfoliagdo
celular, inducdo de processo inflamatorio e secre¢do de altos niveis de fator de crescimento
endotelial vascular (FCEV). Esta alta prevaléncia também ¢é descrita por Lana ef al. (2007). A
partir de algumas fontes bibliograficas, também ¢ possivel especular que uma maior incidéncia
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de fémeas acometidas por etiologias infecciosas esteja associada aos casos de piometra em que
ocorra complicacdes pos-cirurgicas como deiscéncia de pontos, translocagdo bacteriana por
hipoperfusao de tecido uterino ou ruptura visceral (Levin ef al., 2004; Parra et al., 2006; Culp et
al., 2009). Uma maior frequéncia de machos dentre os casos de uroperitoneo pode ser explicada
por questdes anatomicas inerentes ao sexo. Segundo Tanko et al. (2015) a uretra masculina,
principalmente em sua por¢do peniana, ¢ mais comprida e¢ delgada, predispondo, assim, sua
ruptura, quando o sistema urinario ¢ submetido a uma situa¢do de maior pressdo, como trauma.
Ademais, o comportamento tipico masculino de demarcagao territorial proporciona que estes
animais permanecam mais tempo com a bexiga repleta, sitio este descrito como de acometimento
de ruptura vesical mais frequente em caes (Schmiedt et al., 2001; Rieser, 2005; Hamilton et al.,
20006; Stafford e Bartges, 2013).

Raca/Porte

Dentre os 245 animais incluidos no estudo, 83 (34%) ndo possuiam raga definida ou ndo foram
coletadas informagoes referentes a raga durante o atendimento.

Um total de 67 (27,5%) animais eram de raca considerada de grande porte, 49 (20,1%) de médio
porte e 45 (18,4%) de pequeno porte. As racas mais frequentes no estudo foram Poodle (26),
Labrador (20), Pastor Aleméao (11), Yorkshire e Boxer (10 cada), Pinscher (8) e Rottweiller, Lhasa
Apso e Golden Retriever (6 cada).

A Tabela 5 demonstra a distribuicdo de cada tipo etiologico dentre as trés categorias raciais neste
estudo. E importante ressaltar que a soma das frequéncias relativas ndo ¢ igual a 100% porque
existem casos associados a mais de uma etiologia subjacente e, desta forma, sdo representados de
maneira repetida na tabela.

Tabela 5 - Frequéncias absoluta e relativa ao total de casos de cada grupo de porte racial dentre as efusdes
caninas em cada grupo etiologico.

Porte racial

Etiologia subjacente

Pequeno Médio Grande
Hipoproteinemia e/ou n 11 7 21
hipoalbuminemia % 24 .4 14,3 31,3
) n 14 9 20
Hepatopatias % 31,1 18,4 29,9
0 5 ) >
) n 7 13 11
Neoplasias o
% 15,6 26,5 16,4
. . n 10 6 3
Insuficiéncia cardiaca
% 22,2 12,2 4,5
Serosites bacteri n 2 4 7
rosi acteriana
erosites bacte s o 44 82 10,4
Efusio h . n 3 1 2
30 hemorragica
S0 AEmoTHag % 6.7 2,0 3.0
U 15 n 2 6 2
roperitoneo o 44 122 3.0
. n 1 2 1
Pancreatite 0
% 2,2 4,1 1,5
Efuses idionifi n 6 11 16
sOes idiopaticas o 133 2.4 23.9
Total de animais 45 49 67
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E possivel perceber uma predominancia de casos de efusdo associados a HPHA, hepatopatia e
serosite bacteriana dentre os animais de grande porte. Os animais de pequeno porte representaram
o grupo mais frequente dentre os casos associados a IC. Todos os casos de efusdo quilosa e biliar
acometeram pacientes sem raga definida.

Efusoes neoplasicas e paraneopldsicas

A Tabela 6 exibe a frequéncia das efusdes neoplasicas, paraneoplasicas ¢ de neoplasias
intracavitarias totais no estudo, bem como sua proporg¢do dentre os tipos teciduais proliferativos.

Tabela 6 - Frequéncias absoluta e relativa ao total de casos de neoplasias intracavitarias dentre as efusdes
caninas neoplasicas, paraneoplasicas e seus subtipos teciduais.

Efusao Total (I) de casos de
Origem tecidual Neoplasica Paraneoplasica neoplasia
n (%*) n (%*) intracavitaria
Epitelial 30 (75) 10 (25) 40
Mesenquimal 1(7) 14 (93) 15
Células redondas 16 (100) 00 16
Mesotelioma 2 (18) 9 (82) 11
Indiferenciado 3(16) 16 (84) 19
TOTAL II (casos) 52 49 101

*Frequéncia relativa ao total 1.

As neoplasias epiteliais foram as mais frequentes neste estudo (~40% ou 40/101), seguidas pelas
indiferenciadas, de células redondas, demais mesenquimais e mesotelioma.

De acordo com os valores exibidos na Tabela 6, a sensibilidade geral da andlise citologica das
amostras de efusdo cavitaria para o diagnostico de neoplasia foi igual a 51,5% (52/101). Dentre
os diferentes tipos de neoplasia, aquelas de células redondas exibiram sensibilidade absoluta
(100%) e as de origem mesenquimal a menor sensibilidade (6,7%).

Estes dados sdo compativeis com as informagdes publicadas por Rakich e Latimer (2011),
Valenciano et al. (2014) e Thompson e Rebar (2016) que afirmam que as neoplasias de origem
mesenquimal apresentam menor capacidade de esfoliagdo celular, dando origem, assim, a efusdes
com menores concentragdes destes tipos celulares neoplasicos livres na efusdo.

Nem todos os casos diagnosticados como efusdo neoplasica pela citologia do LC foram
submetidos a confirmacao histopatologica por motivos de preferéncia do tutor, acompanhamento
ambulatorial descontinuado, diagnéstico final obtido por associagdo de demais informagdes
laboratoriais e clinicas, etc. Além disto, a quantidade de casos investigados por histopatologia,
em que nao foi obtido diagnodstico neoplasico, ndo pode ser estabelecida. Estes fatores acabaram
impedindo a obtengdo de dados suficientes para se determinar outros indices diagndsticos, como
especificidade, valores preditivos e acuracia.

A sensibilidade encontrada neste estudo assemelha-se com a obtida por Monteiro e O’ Brien
(2004), em um estudo conduzido com 14 gatos, igual a 58,3%. Hirschberger (1999) e Bertazzolo
et al. (2012) encontraram valores de sensibilidade para o diagnodstico de neoplasia intracavitaria
canina, por meio da analise citologica do LC, entre 57,1 e 64%.

Conclusao

As efusoOes cavitarias em caes brasileiros sdo mais frequentemente classificadas como exsudato
ou transudato rico em proteina, ¢ manifestam-se na cavidade peritoneal de animais sem raga
definida, de grande porte, do sexo feminino e idosos. Uma grande parte das efusdes pericardicas
se desenvolve como exsudato. Efusdes cavitarias caninas secundarias a HPHA frequentemente se
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desenvolvem na cavidade abdominal, possivelmente em decorréncia de aumento de pressao
hidraulica em regido portal pré-sinusoidal e ndo necessariamente por diminui¢ao do gradiente de
pressdo oncotica, como convencionalmente pressuposto. Os resultados deste estudo corroboram
aideia de que as efusdes neoplasicas sdo mais eficientemente detectadas por meio da citologia do
LC quando de origem de células redondas.
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5.2 Capitulo 2: Acuracia diagnéstica de um novo modelo de regressio multipla
baseado em parametros bioquimicos para distin¢cio de exsudatos e transudatos
caninos

Resumo

As efusoes cavitarias (EC’s) humanas sdo atualmente classificadas por meio de pardmetros
bioquimicos de acuracia analitica solidamente comprovada, enquanto a medicina veterinaria &
orientada apenas pelo teor proteico (PT) e pela contagem de células nucleadas totais (CCNT) na
efusdo, da mesma forma ha décadas. Os dados clinicos, laboratoriais e imagiologicos de 129 casos
caninos de efusdes pleurais e peritoneais foram organizados e estatisticamente avaliados a fim de
se determinar e comparar a acuracia de alguns parametros bioquimicos especificos e o sistema
tradicional para classificar as EC's e indicar sua etiologia subjacente. O melhor dos modelos do
sistema classico de classificagdo geral (PT > 2,0 g/dL e CCNT > 5.000 céls./uL) exibiu acuracia
(73,6%) inferior a pardmetros bioquimicos, como concentracdo efusiva absoluta de colesterol
(COL-E > 41,2 mg/dL) na cavidade peritoneal (88,7%, n=106) e albumina (ALB-E > 0,8 g/dL)
na pleural (100%, n=112) para a identifica¢@o de exsudatos. O melhor modelo preditivo multiplo
para qualquer cavidade envolveu as variaveis glicose, albumina ¢ CCNT (n=66) e apresentou
valores de acurécia, sensibilidade e especificidade para o diagnostico de exsudato iguais a 94%,
96% e 90%, respectivamente. A classificagdo geral bioquimica de efusdes cavitarias caninas
possui maior valor diagnostico comparado ao sistema classico simples.

Introducao

A efusdo cavitaria representa o acumulo de liquido cavitario (LC) dentro de uma das cavidades
peritoneal, pleural e pericardica. A analise laboratorial deste LC fornece dados que podem ser
utilizados para classificar a efusdo e, assim, orientar a identificagdo da etiologia subjacente.

Na medicina veterinaria de pequenos e grandes animais, esta classificacdo € dividida em trés
categorias (transudato simples, modificado e exsudato) e baseia-se na concentragdo absoluta de
proteina total (PT) e a contagem de células nucleadas totais (CCNT) na efusao.

A classificag@o geral de ECs humanas ¢ dividida apenas em transudatos e exsudatos e, desde a
década de 1970, baseia-se em parametros bioquimicos especificos para diferenciacdo entre estes
dois tipos gerais de efusdo em cada cavidade. O critério de Light baseia-se na determinacdo do
teor sérico e efusivo da PT e LDH para discriminar transudatos e exsudatos pleurais em pacientes
humanos (Light et al., 1972). Outros analitos bioquimicos também foram alvo de estudos e
demonstraram boa utilidade, tanto na cavidade pleural quanto peritoneal de humanos (Light et
al., 1972, 1973; Forrester e Fossum, 1988; Mauer ¢ Manzione, 1988; Valdes et al., 1991; Castano
Vidriales ¢ Amores Antequera, 1992; Runyon et al., 1992; DeLaurier ef al., 1994).

A utilizag¢do do LDH, lactato, colesterol e albumina para distingao de transudatos e exsudatos em
pacientes veterinarios apresentou indices diagnoésticos satisfatorios e promissores (Zoia et al.,
2009, 2011; Rosato et al., 2011; Zoia e Drigo, 2015; Smuts et al., 2016). Entretanto, desde a
publicacdo destes dados, ainda ndo verificou-se uma alteragdo, minimamente significativa ou
abrangente, na conduta diagnoéstica da rotina clinica de pequenos animais, envolvendo a adogéo
destes analitos bioquimicos como parametros classificativos de efusdes cavitarias caninas. Outros
analitos, de utilidade em pacientes humanos ja comprovada, ainda ndo foram testados em
pacientes animais.

O objetivo deste trabalho foi o de determinar a acuracia, indices kappa e ABCROC, sensibilidade,
especificidade e cutoffs da concentragéo efusiva absoluta de colesterol (COL-E), albumina (ALB-
E) e glicose (GLI-E), bem como a relagdo e o gradiente entre suas concentragdes na efusdo e no
soro para distinguir exsudatos e transudatos caninos desenvolvidos nas cavidades peritoneal e
pleural. Também buscou-se encontrar um modelo baseado em uma regressdo multipla destas
variaveis que apresente melhores indices diagnosticos (objetivo A). Como objetivo secundario,
os indices analiticos de seis diferentes intervalos de referéncia para PT e CCNT, ou sistemas, bem
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como um novo intervalo de referéncia destes parametros distinto para cada cavidade (pleural e
peritoneal) também foram determinados (objetivo B)

Material e métodos

O delineamento experimental foi um estudo de acuracia diagnostica com etapas prospectiva e
retrospectiva que envolveu a mensuracdo de um grupo de analitos bioquimicos e obtencdo de
dados do prontudrio de 129 caes portadores de efusdo cavitaria atendidos no Hospital Veterinario
da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), entre o ano de 2017 e 2018.

Coleta e organizagdo dos dados

As amostras de LC submetidas ao Laboratorio de Patologia Clinica do HV-UFMG dentro do
periodo especificado tiveram aliquota separada e encaminhada para mensuracao de concentracao
de hemacias, células nucleadas (CCNT), neutréfilos (CRN), proteina total (PT), ureia, creatinina,
glicose, albumina, colesterol, triglicerideo, bilirrubina. Além disso foram calculadas o logaritmo
de CCNT, a relacao entre as concentracdes da efusdo e do soro de proteina total, creatinina,
albumina, bilirrubina e colesterol, gradiente entre as concentragdes do soro e da efusdo de proteina
total e albumina.

Apos, foram coletadas as informagdes clinicas, do paciente e provenientes do resultado da analise
laboratorial e de outros exames complementares dos casos que atenderam a todos os critérios de
inclusdo e exclusao (abordados adiante).

O sistema classico de classificagdo geral, baseado em PT e CCNT, tradicionalmente utilizado na
veterinaria, foi adaptado para apenas duas categorias (transudatos ¢ exsudatos), a exemplo da
medicina humana, a fim de alcangar os objetivos propostos neste estudo. A efusao foi classificada
como transudato quando atendeu os critérios para transudato simples ou transudato modificado
do sistema I do quadro 1. Os indices analiticos deste e dos demais sistemas de intervalo de
referéncia contidos neste quadro também foram avaliados.

Quadro 1 - Concentragdes de proteina total (PT), em gramas por decilitro, e de células nucleadas totais
(CCNT), por microlitro, definidas por seis diferentes fontes bibliograficas para as trés categorias da
classificag@o geral de efusdes pleurais, peritoneais e pericardicas caninas: Transudato simples, transudato
modificado e exsudato.

é PT (g/dL) CCNT (células/uL)
% Transudato Transudato Exsudato Transudato Transudato Exsudato
simples modificado simples modificado
| <2,0 >2,0 >2,0 <1.500 < 5.000 >5.000
I <25 2,5-7,5 >3,0 <1.500 1.000 - 7.000 >7.000
I <25 >2.5 >2.5 <1.000 | 1.000-5.000 | >5.000
v <25 >2.5 * <3.000 <3.000 >3.000
v <25 2,5-5,0 * <1500 | 1.000-7.000 | >5.000
VI <25 > 5% >2.5 <3.000 > 3.000%* >3.000

Com excecdo do sistema VI, a efusdo cavitaria é classificada como transudato simples, modificado ou
exsudato, caso cumpra os requisitos para PT E CCNT. *Parametro ndo utilizado para classificacdo da
efusdo em exsudato. Se a efusdo cavitaria apresenta CCNT acima do limite de referéncia ela ¢ classificada
como exsudato, independentemente de sua PT. ** A efusdo ¢ classificada como transudato modificado
quando a PT OU a CCNT esta acima do limite. I-Stockham e Scott (2008); II-Valenciano e Arndt e Rizzi
(2014); II-Thompson e Rebar (2016); IV-Bohn (2017); V-Rakich e Latimer (2011); VI-O’Brien e
Lumsden (1988).
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Determinagdo do perfil de referéncia

Para determinacao dos indices diagnosticos de cada variavel bioquimica e os modelos multiplos,
foi estabelecido um perfil de referéncia para transudatos e exsudatos baseado em critérios clinicos,
clinico-patolégicos, histonatomopatologicos e imagioldgicos especificos. Apos excluir os casos
que ndo cumpriram os critérios de inclusdo ou apresentaram algum critério de exclusdo, 92
animais foram considerados para o teste de regressao multipla.

Transudatos

Um total de 29 casos foram classificados como transudato de acordo com os critérios definidos
como referéncia. Os seguintes diagndsticos foram incluidos no grupo dos transudatos:
Insuficiéncia cardiaca (n=10), sindrome nefrotica (n=2) ou enteropatia cronicas (n=3), obstrucao
linfatica (n=3), hipoproteinemia nutricional (n=5) e cirrose (n=1). Como “outros transudatos”
(n=5), foram incluidos aqueles casos apresentando PT. < 1,0 g/dL e CCNT < 1.000 células/pL,
sem diagnostico de qualquer etiologia causadora de exsudato e classificado como transudato
simultaneamente sob todos os seis sistemas de classificacao geral selecionados (Quadro 1).

Foram excluidos deste grupo os casos associados com algum outro tipo de etiologia concomitante
que pudesse originar uma efusdo exsudativa (i.e. neoplasias intracavitarias, efusdes sépticas,
uroperitoneo, etc.). Foram excluidos os casos com CCTN > 20.000 células/uL (mensurada no
hemocitémetro e confirmada na ldmina) e/ou PT. > 5,0 g/dL, juntamente com diagnoéstico clinico
ndo completamente esclarecido.

Exsudatos

Um total de 63 casos foram classificados como exsudato de acordo com os critérios definidos
como perfil de referéncia. Os seguintes diagnodsticos foram incluidos no grupo dos exsudatos:
Serosite séptica (n=30), efusdo hemorragica (n=14) e efusdo neoplasica (n=9). Como “outros
exsudatos” (n=10), foram incluidos aqueles casos que apresentassem CCNT > 43.000 células/uL,
PT. > 3,0 g/dL e nenhuma etiologia associada a formagao de transudato diagnosticada.

Foram excluidos deste grupo os casos associados com algum outro tipo de etiologia concomitante
que pudesse originar uma efusdo transudativa. Foram excluidos os casos de uroperitoneo e
aqueles com PT. < 1,5 g/dL, juntamente com diagnoéstico clinico ndo completamente esclarecido.

Analise estatistica

Para os objetivos A e B, ajustaram-se modelos lineares generalizados com a distribui¢do binomial,
que ¢ apropriada para respostas dicotomicas (i.e. regressdo logistica). A significancia das
variaveis preditoras foi avaliada por meio do teste da razdo de verossimilhanga.

Graficos foram construidos com as probabilidades de diagnostico em relagdo ao valor da variavel
preditora. Tomou-se o diagnodstico baseado nos critérios do perfil de referéncia de “Exsudato”
como referéncia, que recebeu o valor igual a um (1). O diagnostico baseado no perfil de referéncia
de “Transudato” recebeu o valor igual a zero. Os animais “Nao Classificados” foram excluidos
da analise.

Em seguida, para os propositos do objetivo A, foram avaliadas todas as combinagdes de possiveis
modelos com no maximo quatro variaveis preditoras, a partir do conjunto de todas aquelas obtidas
e listadas no primeiro paragrafo da secdo de coleta e organizagdo dos dados.

O poder preditivo de cada variavel selecionada e dos modelos baseados nas combinacdes destas
foi avaliado através de cinco pardmetros: a area abaixo da curva caracteristica de operagdo do
receptor ou em inglés Receiver Operating Characteristic (ABCROC), a acurécia, o indice de
concordancia Kappa de Cohen, a sensibilidade e a especificidade.

Como os modelos obtidos visam a predi¢do de novos casos, utilizou-se a técnica da validagdo
cruzada para o calculo dessas estatisticas, visando diminuir o viés de sele¢do devido ao estudo ser
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observacional e ndo experimental (Heller et al., 2009). Nesta técnica, o banco de dados foi
dividido igualmente em quatro partes. Trés partes foram utilizadas para ajuste do modelo e a
quarta parte foi utilizada para teste de predigdo e calculo das estatisticas de qualidade.

O procedimento foi repetido para cada uma das quatro partes e calculou-se a média dos resultados
das estatisticas. O melhor modelo escolhido (modelo mais parcimonioso) foi aquele com o menor
numero de variaveis significativas, que fosse adequado segundo o teste de Hosmer e Lemeshow
(Hosmer e Lemeshow, 1980) e que tivesse os maiores valores das estatisticas de ajuste citadas
acima.

Antes da selecdo de modelos, foi realizada uma analise de dados faltantes e uma analise de
correlacdo para verificar se alguma dupla de variaveis estd altamente associada. Esta analise ndo
muda o processo de selecdo, mas influencia a conclusdo do modelo se este incluir duas ou mais
duplas altamente correlacionadas.

Para o objetivo B, utilizou-se a transformacao logaritmica na variavel CCNT pois esta apresentou
uma distribui¢do muito assimétrica.

Todas as analises estatisticas foram realizadas através do software R versdo 3.4.2 (Team R Core,
2017).

Resultados e discussiao

Objetivo A

Além dos indices analiticos estabelecidos para cada cavidade e para a combinagdo das duas, a
Tabela 7 exibe o ponto de corte (cutoff) estimado para cada variavel preditora em relagdo a 50%
de probabilidade da efusdo ser um exsudato (P50). A P50 ¢ considerada o ponto de corte onde a
distingdo entre Exsudato e Transudato € maxima, ou seja, onde os valores de Acuracia e Kappa
sdo maximos. Células com “NA” indicam quando algum valor ndo pode ser calculado, tanto por

estar fora do intervalo avaliado, quanto por a variavel nao ser significativa.

A Figura 13 contém quatro graficos que representam a probabilidade de a efus@o ser um exsudato
de acordo com a concentragdo do analito bioquimico em questdo. Em decorréncia de limita¢Ges
técnicas do estudo, nem todos os pardmetros bioquimicos puderam ser estabelecidos para todos
os casos. Por este motivo, cada parametro em cada cavidade possui um numero amostral (n)

diferente.
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Tabela 7 — Indices analiticos para os parametros bioquimicos dentre os casos de efusdes caninas peritoneais,
pleurais ¢ envolvendo as duas cavidades. O espago amostral (n) respectivo a cada analise e cavidades
também ¢ representado.

GLI-E RPT GPT ALB-E GASE RAES COL-E

87,7 78,7 69,9 82,3 68,5 78,9 84,7
0=99) (0=97) (n=97) (n=105) (n=84) (n=85) (n=99)
o . 86,2 79,3 71,2 77,3 68,0 77,2 81,7
ABCROC (%) Peritoneal (0=77) (@=81) (=81) (=82) (=70) (n=71) (n=79)
92.3 95,5 86,4 100 75,0 100 95,7

Todas cavidades

Pleural M=22)  (=16) (n=16) (n=23) (n=14) (n=14) (n=22)
Todas cavidades 76,8 85,1 74,3 85,0 74,6 84,4 87,8
Acuracia (%) Peritoneal 78,0 84,5 75,9 82,1 72,9 79,6 88,7
Pleural 88.9 92,3 84,6 100 83,3 91,7 84,2
Todas cavidades 52,4 60,1 29,1 62,5 18,8 58,8 66,5
KAPPA (%) Peritoneal 54,7 58,0 31,0 52,7 6,6 42,6 66,2
Pleural 723 62,9 0,0 100 0,0 62,5 61,7
Todas cavidades 72,3 100 94,1 92,9 97,8 95,6 96,3
Sensibilidade (%) Peritoneal 73,5 100 97,5 92,5 97,1 94,3 100
Pleural 92.3 100 100 100 100 100 85,7
Todas cavidades 86,4 52,2 30,4 66,7 16,7 57,9 65,0
Especificidade (%) Peritoneal 87,5 50,0 27,8 56,2 7,7 42,9 57,1
Pleural 80 50,0 0,0 100 0,0 50,0 80,0
Todas cavidades 104,72 0,36 3,87 0,71 1,76 0,34 42,72
P50 Peritoneal 103,63 0,37 3,56 0,59 1,69 0,31 41,21
Pleural 112.81 0,18 NA 0,77 NA 0,27 39,99

GLI-E — Concentragao efusiva absoluta de glicose; RPT — Relaco entre as concentra¢des de proteina total da efusdo e do soro; GPT
— Gradiente entre as concentragdes de proteina total do soro e da efusdo; ALB-E — Concentragao efusiva absoluta de albumina; GASE
— Gradiente entre as concentragdes de albumina no soro ¢ na efusdo; RAES — Relagdo entre as concentragdes de albumina na efusdo
e no soro; COL-E — Concentragdo efusiva absoluta de colesterol;; PS0O — Valor da variavel correspondente a probabilidade de 50% da
efusdo ser um exsudato.
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Figura 13 — Quatro graficos entre a probabilidade de a efusdo ser um exsudato e a concentragdo de
determinado analito bioquimico. De cima e da esquerda, em sentido horario: Colesterol na cavidade
peritoneal, porcentagem de neutr6filos na cavidade pleural, glicose e albumina na cavidade peritoneal e
pleural.

Todas as varidveis foram significativas a 5% de significancia considerando todas as cavidades e
a cavidade peritoneal isoladamente. Na cavidade pleural, as varidveis CRN, GPT ¢ GASE néo
foram significativas a 5% de significancia.

De acordo com a Tabela 7, a acuracia dentre os pardmetros bioquimicos absolutos e relativos ao soro variou
entre 74,3 e 87,8% considerando todas as cavidades, entre 72,9 e 88,7% para cavidade peritoneal e entre
83,3 e 100% para cavidade pleural.

A COL-E exibiu os maiores indices de acuracia quando consideradas as efusdes em todas as
cavidades (87,8%) e na cavidade peritoneal (88,7%). Para a cavidade pleural, a ALB-E, RPT,
RAES e GLI-E exibiram valores de acuracia superiores a COL-E (100; 92,3; 91,7 ¢ 88,9%,
respectivamente).

Além da albumina, a RPT, GPT, GASE e RAES exibiram valores maximos e absolutos (=100%)
de sensibilidade, enquanto ALB-E, GLI-E e COL-E exibiram os maiores valores de
especificidade (100, 80 e 80%, respectivamente) para a cavidade pleural.
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Na cavidade peritoneal, COL-E e RPT também exibiram sensibilidade absoluta, enquanto a GLI-
E exibiu valor de especificidade notoriamente superior (87,5%) aos outros pardmetros
bioquimicos.

A Tabela 8 exibe os limites de referéncia (“cutoff”) dos principais parametros bioquimicos
selecionados da Tabela 7 para disting@o entre transudatos e exsudatos, em cada cavidade (pleural
e peritoneal) definido a partir do valor para probabilidade de 50% (P50) de diagndstico para
exsudato e transudato demonstrado nestas mesmas tabelas com o intervalo de confianca de 95%
em parénteses.

Tabela 8 — Valores limites (cutoffs) e seus respectivos intervalos de confianca (95%) dos principais
pardmetros bioquimicos para detec¢do de exsudatos peritoneais e pleurais de cédes.

Parametro Cavidade

Peritoneal Pleural
ALB-E (mg/dL) > 0,59 (0-0,96) > 0,77 (0-1,25)
COL-E (mg/dL) > 41,2 (0-70,3) > 40 (0-86,3)
RPT (s/u) > 0,37 (0,1-0,52) > 0,18 (0-0,45)
GASE (s/u) > 1,69 (1,05-NA) NA
RAES (s/u) > 0,31 (0-0,5) > 0,27 (0-0,57)
GLI-E (mg/dL) <103,6 (83,3-136,4) < 112,8 (44,1-NA)

RPT — Relagdo entre as concentragdes de proteina total da efusdo e do soro; GPT — Gradiente entre as concentragdes de proteina total
do soro e da efusdo; GASE — Gradiente entre as concentragdes de albumina no soro e na efusdo; RAES — Relagdo entre as
concentragdes de albumina na efusdo e no soro; ALB-E — Concentragdo efusiva absoluta de albumina; COL-E — Concentragao efusiva
absoluta de colesterol; GLI-E — Concentragdo efusiva absoluta de glicose.

Variaveis preditoras do melhor modelo: Glicose, Albumina, LogCCNT

O melhor modelo de regressdo logistica multipla encontrado foi aquele baseado na concentragdo
efusiva absoluta de glicose, albumina e na celularidade (representada pelo logaritmo de seu valor
numérico, LogCCNT). A seguinte formula matematica foi determinada para se definir a
probabilidade da EC ser um exsudato.

Probabilidade de ser exsudato
1

1+ exp(—(—7,92 — 0,04 * Glicose + 2,15 * Albumina + 1,17 * LogCCNT))

As trés variaveis apresentaram p.valores menores que 0,01. Foram testadas as interagdes das trés
variaveis duas a duas e nenhuma interagao foi significativa, indicando que cada uma contribui de
forma independente e complementar para a distingdo entre transudatos e exsudatos. O modelo se
mostrou adequado pelo teste de Hosmer and Lemeshow (Hosmer e Lemeshow, 1980) (p-valor =
1.00).

A partir da representacdo desta formula, percebe-se que a ALB-E ¢ a CCNT apresentaram
correlacdo direta com a probabilidade de exsudato (sinal de “+”), enquanto a GLI-E exibiu
correlacdo inversa (sinal de “-”). Isto €, quanto menor a GLI-E, maior a chance da EC ser um
exsudato. Bonczynski et al. (2003) descrevem que as efusdes sépticas, tipicamente classificadas
como exsudatos, exibem GLI-E reduzida em decorréncia do aumento de seu consumo por
microrganismos patogenos. Alguns estudos com pacientes humanos encontraram utilidade na
mensuragao da glicose para distinguir transudatos e exsudatos pleurais. Valores menores que o
ponto de corte de 60 mg/dL associaram-se significativamente com efusdo parapneumdnica
complicada (Heffner ef al., 1995), neoplasia maligna (Berger e Maher, 1971; Light e Ball Jr,
1973; Rodriguez-Panadero e Lopes-Mejias, 1989), tuberculose (Calnan et al., 1951) e doenca
reumatoide (Carr e Power, 1960). Sahn (1982) argumenta que os baixos valores de glicose em
efusdes exsudativas poderiam ser explicados por uma combinacdo de fatores como glicolise

52



aumentada pelo tecido pleural, células inflamatérias ou bactérias e disfun¢do do transporte de
glicose do sangue para a o liquido pleural. Nao foram encontrados, entretanto, estudos abordando
a utilidade da dosagem deste analito em discernir transudatos e exsudatos de pacientes caninos
ou mesmo veterinarios.

A férmula obtida pode ser associada a um software de computador em que o usuario (i.e. clinico
veterinario) seja capaz de inserir o valor dos trés pardmetros bioquimicos dosados de forma
pratica. Desta forma o software forneceria um de trés resultados possiveis para a amostra
submetida ao algoritmo: transudato, exsudato ou inconclusivo (nfo classificado). Esta técnica
também ¢é conhecida como “machine learning”.

Uma outra alternativa para facilitar a utilizagdo do novo modelo foi a construcao de diagramas
onde o pesquisador poderd consultar o resultado previsto (transudato ou exsudato) sem a
necessidade de calculos (Figura 14). Os nove diagramas da Figura 14 sdo do mesmo modelo
descrito acima. Em cada um, ¢ avaliado uma dupla distinta de variaveis (nos eixos x ¢ y) em trés
valores diferentes da terceira variavel (no titulo do diagrama, definidos como o 1°, 2° e 3° quartis
desta terceira variavel). Para predizer o valor, o pesquisador deve definir qual dos nove quadros
possui a terceira variavel mais proxima do animal que pretende predizer. Definido um dos nove
quadros, o pesquisador busca nos eixos X e y os valores mais proximos das outras duas variaveis
e encontra o cruzamento. Se no encontro estiver a letra “E”, entdo a predicdo ¢ de Exsudato e se
for “T” a predig¢do é de Transudato. Se cair na regido limitrofe entre “E” e “T”, havera grande
incerteza sobre o resultado e recomenda-se predizer como “Nao classificado”.
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A Tabela 9 apresenta as estatisticas de qualidade do algoritmo, ou modelo preditivo miltiplo,
selecionado para a classificagdo geral. Nota-se que o espago amostral foi reduzido porque esta
analise requereu a inclusdo de casos que tiveram todos os pardmetros envolvidos no modelo
analisados.

Tabela 9 — Estatisticas de qualidade do modelo preditivo multiplo selecionado para a classificacdo geral
baseado em GLI-E, ALB-E e CCNT.

Classificacao geral

Exsudatos (n) 45
Transudatos (n) 21
Total (n) 66
Kappa (%) 86
Acuracia (%) 94
Sensibilidade (%) 96
Especificidade (%) 90
Val.Pred.Pos. (%) 96
Val.Pred.Neg. (%) 90
ABCROC (%) 98

De acordo com o exposto na Tabela 9, nota-se que o melhor modelo selecionado possui uma
excelente capacidade preditiva. Dos 66 casos, apenas quatro foram classificados de forma errada.

Dos quatro casos classificados erroneamente, dois deles, foram diagnosticados como efusdo
hemorragica e, portanto, incluidos no padrdo ouro como exsudatos. O terceiro caso era
proveniente de uma efusdo peritoneal de um animal com insuficiéncia cardiaca e neoplasia
intracavitaria ndo identificada pela citologia do LC (paraneoplasicas), portanto acabou sendo
considerada como transudato pelo padrao ouro. O quarto caso também era proveniente de um
animal com IC, sem nenhuma outra etiologia subjacente identificada.

E provavel que dentre os dois casos identificados como de origem hemorragica e, portanto,
classificados como exsudato pelo padrdo ouro, a origem hemorragica representasse apenas um
dos componentes formadores da efusdo, ja que a CCNT obtida foi de 500 e 1.250 células/uL, uma
faixa considerada transudativa. Sabe-se que, nos casos de hemorragia aguda, o tratamento
fluidoterapico com o objetivo de restituir a volemia sanguinea promove hemodiluicdo, levando a
formagdo de hipoalbuminemia subita e, assim, diminui¢do, também subita, do gradiente de
pressdo oncotica (Tvedten, 2010). Alteragcdes no gradiente de pressdo oncotica vascular-
intersticial nos casos de desenvolvimento cronico e progressivo de hipoproteinemia por
hipoalbuminemia ou, até mesmo, analbuminemia, ndo costumam representar um possivel
mecanismo de formac¢do de edema ou efusdo cavitaria. Nestas situacdes, a progressao lenta do
processo permite que alguns mecanismos como reducao da pressao oncética intersticial e aumento
da sintese de globulinas tornem-se exacerbados e assim possam prevenir o desenvolvimento
destas consequéncias deletérias (Reece, 2015) . Por outro lado, Stockham (2005) e Bohn (2017)
argumentam que uma alterag@o drastica e repentina neste gradiente, provocado, dentre outras
causas, por fluidoterapia, frequentemente levam a formagao de EC do tipo transudato pobre em
proteina. Esta poderia ser uma explicagdo aceitavel para justificar a possibilidade destas efusdes
terem origem mista (transudativa e hemorragica), ja que grande parte dos animais incluidos no
estudo estavam submetidos a hospitalizacao.

E possivel que o terceiro caso também tenha se desenvolvido em decorréncia de fatores multiplos,
ja que além de insuficiéncia cardiaca, o animal também estava submetido a uma neoplasia
intracavitaria. Valenciano et al. (2014) e Schwendenwein (2017) argumentam que as neoplasias
intracavitarias podem induzir a formacao de um exsudato por estimular uma reagao inflamatoria,
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ruptura de 6rgdo interno, causar uma hemorragia ou por uma combinagdo de todos estes
mecanismos. Estudos que utilizaram o ser humano como modelo demonstraram que o fator de
crescimento endotelial vascular, que ¢ um peptideo secretado pelas células tumorais de varios
tipos de neoplasia, pode se acumular no interior da cavidade corpoérea e agir induzindo a
hiperpermeabilidade vascular (Senger ef al., 1983; Tamsma et al., 2001).

Este estudo pode servir de subsidio para que novas pesquisas envolvendo as etiologias subjacentes
especificas e analitos bioquimicos sejam conduzidas. Em outras palavras, um conjunto de analitos
bioquimicos, do tamanho do testado neste estudo ou até mesmo maior, seriam submetidos ao
mesmo processo a fim de encontrar uma associagao direta com a etiologia subjacente determinada
(e.g. insuficiéncia cardiaca, hipertensdo portal, efusdo séptica, etc.).

Objetivo B

Na Tabela 10 sdo apresentados os indices de concordancia de cada um destes seis sistemas em
relacdo ao perfil de referéncia estabelecido para este estudo. Esta analise envolveu um total de 92
casos (n=92). A acuracia ¢ o indice Kappa sdo valores tunicos para cada sistema ¢ levam em
consideragdo os acertos realizados nas trés possiveis classificagdes. J4 os indices de especificidade
e sensibilidade sdo calculados separadamente para cada classificagdo. Todos os indices utilizados
variam de zero a 1. Estes valores foram multiplicados por 100% para facilitar a interpretagao.

Tabela 10 — indices analiticos para cada um dos seis sistemas de classificagdo geral, baseados em PT e
CCNT, selecionados no presente estudo, em relagdo ao padrao de referéncia (n=129).

z2 Sistema
Indices I 1l I v v VI
Acuracia (%) 73,6 61,2 71,3 62,0 65,9 58,9
Kappa (%) 58,7 432 55,8 36,4 46,0 37,2
Exsudatos 82,5 55,6 73,0 90,5 77,8 77,8
Sensibilidade (%) Transudatos 93,1 96,6 75,9 79,3 82,8 93,1
NC 43,2 43,2 64,9 0,0 32,4 0,0

Exsudatos 84,8 95,5 90,9 54,5 75,8 84,8
Especificidade (%) Transudatos 81,0 69,0 88,0 81,0 83,0 57,0

NC 94,6 82,6 79,3 100 88,0 100

I-Stockham e Scott (2008); II-Valenciano e Arndt e Rizzi (2014); III-Thompson e Rebar (2016); IV-Bohn (2017); V-Rakich e Latimer
(2011); VI-O’Brien e Lumsden (1988).

A partir da Tabela 10 ¢ possivel verificar que os sistemas I e III, baseados em PT e CCNT,
apresentaram os melhores indices de acuracia (73,6 e 71,3%, respectivamente) e kappa (58,7 e
55,8%, respectivamente) para a distingdo entre transudatos e exsudatos. Quando levado em
consideragdo o diagndstico de exsudatos, entretanto, verifica-se que o sistema IV apresenta a
maior sensibilidade e o sistema II a maior especificidade. Isto €, caso o sistema baseado em PT e
CCNT seja utilizado com o propdsito de triagem, os intervalos propostos pelos sistemas I e IV
(Quadro 1) parecem ser mais apropriados, por apresentarem maiores taxas de sensibilidade. Em
contrapartida, a utilizagdo dos sistemas II e III seriam mais recomendadas para um propdsito
confirmatorio por apresentarem maiores indices de especificidade. A observacdo de
especificidade absoluta (=100%) (sistemas IV e VI) ndo reflete em utilidade clinica, pois a
sensibilidade, nestes casos, foi nula.

A Tabela 11 exibe os indices diagndsticos para identificagdo de exsudatos de cada pardmetro da
classificagdo geral (PT e CCNT) e CRN, considerando todas as cavidades (n=92), apenas a cavidade
peritoneal ( e apenas a cavidade pleural, respectivamente. A observacédo de sensibilidade absoluta (=100%,
CRN) nao reflete em utilidade clinica, pois a especificidade, neste caso, foi nula.
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Tabela 11 - Indices diagnésticos para identificagdo de exsudatos de cada parametro da classificacio geral
(PT e CCNT) e CRN, considerando todos os casos (n=127), apenas os de efusdo peritoneal (n=103) ¢ apenas
os de efusdo pleural (n=24).

LogCCNT

PT (égCNT) CRN

Todas cavidades 87,7 95,1 56,7

ABCROC (%) Peritoneal 89.4 95,9 54,7
Pleural 86,6 86,1 82,2

Todas cavidades 79,4 89,4 40,3

Acuracia (%) Peritoneal 80,6 89,3 27,3
Pleural 91,7 83,3 78,3

Todas cavidades 56,7 77,4 0,0

KAPPA (%) Peritoneal 44,3 71,3 0,0
Pleural 75,0 50,0 31,1
Todas cavidades 76,9 88,5 100,0
Sensibilidade (%) Peritoneal 50,0 76,9 100,0
Pleural 100,0 94,4 88,9

Todas cavidades 80,9 89,9 0,0

Especificidade (%) Peritoneal 90,9 93,5 0,0
Pleural 66,7 50,0 40,0

Todas cavidades 2,98 (3566) NA

P50 Peritoneal 3,54 (4880) NA
Pleural 1,67 (1352) 80,15

Apenas PT e CCNT foram significativas (5%) em qualquer cavidade. A CRN apresentou esta
diferenga estatisticamente significativa entre transudatos e exsudatos apenas na cavidade pleural.
Mesmo assim, ao contrario do que se espera normalmente, a correlacdo com a probabilidade de
exsudato nesta cavidade foi inversa (decrescente). Logo, infere-se uma baixa confiabilidade neste
resultado e, em consequéncia, neste pardmetro como variavel preditora de exsudatos. Uma
possibilidade alternativa para justificar uma menor concentracdo média de neutrdfilos dentre os
exsudatos seria o grande niimero de casos de efusdes neoplasicas (com CRN menor por aumento
relativo da concentragdo de células neoplasicas) encontrados na cavidade pleural.

Os resultados deste estudo contrapdem as argumentagdes de alguns autores a respeito do
predominio celular tipico para transudatos ¢ exsudatos. Valenciano ef al. (2014) e Thompson ¢
Rebar (2016) relatam que a concentracdo de neutrofilos ndo costuma passar de 30% nos
transudatos modificados e que estes sdo encontrados em quantidade ainda menor na citologia de
transudatos simples. O predominio celular para estas efusdes, segundo estes autores, seria
composto principalmente por células mononucleares, enquanto os neutrdfilos deveriam
predominar apenas dentre os exsudatos. Por outro lado, Stockham e Scott (2008) relataram que o
predominio celular pode apresentar-se variado em qualquer uma das trés categorias da
classificagdo geral, em concordincia mais estreita com os achados do presente estudo.

Os valores de cutoff (P50) para PT (3,54 ¢ 1,67 g/dL) e CCNT (4.880 ¢ 1.352 células/uL) variaram
consideravelmente entre as cavidades peritoneal e pleural (respectivamente) salientando a
importancia de se definir diferentes intervalos da classificacdo geral para cada cavidade.

A sensibilidade dos indices da classificagdo geral (PT ¢ CCNT) se mostrou baixa para a cavidade
peritoneal (50 e 76,9%, respectivamente) e alta para pleural (100 e 94,4%, respectivamente),
enquanto a especificidade demonstrou comportamento inverso: 90,9 e 93,5% para cavidade
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peritoneal e 66,7 e 50,0% para pleural, respectivamente. Pensando em um cenario diagnostico
onde a classificacdo geral ¢ mais util como um teste inicial de triagem, a determinagdo da
classificagdo geral por meio da PT e da CCNT faz mais sentido em efusdes pleurais do que
abdominais.

Conclusoes

A classificacdo geral bioquimica de efusdes cavitarias caninas possui maior valor diagnostico
comparado ao sistema classico simples e, por isso, deve ser introduzida como etapa fundamental
na rotina diagnostica destas entidades. A determinagdo da concentragao de albumina no liquido
pleural e do colesterol na cavidade peritoneal apresentam 6timo potencial discriminatoério entre
transudatos e exsudatos. Os resultados deste estudo encontraram uma correlacdo inédita entre a
concentracdo efusiva da glicose e a distingdo entre transudatos e exsudatos na espécie canina. Este
parametro € especialmente util para reduzir a quantidade de falsos transudatos. Efusdes originadas
a partir de etiologias multiplas possivelmente exibem caracteristicas laboratoriais que interferem
na distingdo entre transudato e exsudato. Este foi o primeiro estudo a estabelecer intervalos para
PT e CCNT a partir de um método estatistico na espécie canina. Ao contrario do que consta como
consenso na literatura atual sobre o tema, estes intervalos variam consideravelmente entre as
cavidades pleural e peritoneal. A determinag¢do da PT ¢ da CCNT em efusdes pleurais sdo bons
testes para classificar as amostras de BF em uma etapa inicial de triagem.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

As efusdes cavitarias em caes brasileiros sdo mais frequentemente classificadas como exsudato
ou transudato rico em proteina, ¢ manifestam-se na cavidade peritoneal de animais sem raga
definida, de grande porte, do sexo feminino e idosos. Uma grande parte das efusdes pericardicas
se desenvolve como exsudato.

Efusdes cavitarias caninas secundarias a HPHA frequentemente se desenvolvem na cavidade
abdominal, possivelmente em decorréncia de aumento de pressao hidraulica em regido portal pré-
sinusoidal e ndo necessariamente por diminuicdo do gradiente de pressdo oncotica, como
convencionalmente pressuposto.

Os resultados deste estudo corroboram a ideia de que as efusdes neoplasicas sdo mais
eficientemente detectadas por meio da citologia do LC quando de origem mesenquimal de células
redondas. Efusdes carcinomatosas, de origem primaria ou metastatica, exibem grau elevado,
porém intermediario, de sensibilidade diagnéstica por meio da citologia, enquanto as neoplasias
mesenquimais de células alongadas exibem o pior valor para este indice. Nos casos em que a
citologia ndo ¢é conclusiva para o diagndstico de efusdo neoplésica, a investigagao histopatoldgica
ou citologica aspirativa de qualquer massa identificada por métodos de imagem ¢é recomendada.

A classificagdo geral bioquimica de efusdes cavitarias caninas possui maior valor diagnostico
comparado ao sistema classico simples e, por isso, deve ser introduzida como etapa fundamental
na rotina diagnostica destas entidades. A determinacao da ALB-E no liquido pleural e da COL-E
na cavidade peritoneal apresentam 6timo potencial discriminatorio entre transudatos e exsudatos.
Os resultados deste estudo encontraram uma correlagao inédita entre a GLI-E e a distingdo entre
transudatos e exsudatos na espécie canina. Este pardmetro é especialmente 1til para reduzir a
quantidade de falsos transudatos. Intervalos para PT e CCNT variam consideravelmente dentre
transudatos e exsudatos caninos pleurais e peritoneais.
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