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ImunOC]toqu]mlca: [ * A imunocitoquimica (ICQ) é uma técnica de uso generalizado em
3 ¥ citopatologia', podendo ser utilizada em amostras de citologia i
o que ha de novo f e
: aspirativa e esfoliativa’ 3
v v
. .
* As amostras citolégicas, muitas vezes sdo as tnicas disponiveis e a
Amadeu Borges Ferro N e :
ICQ pode ser utilizada para confirmar o diagnéstico e sugerir o
» MSc, BBmedSc (Honours) - prognéstico® .
* Diretor da Licenciatura em Anatomia Patoldgica, Citolégica e . ~ . 5 . |
Tanatolégica da Escola Superior de Tecnologia da Satide de Lisboa « Existe correlagdo entre a imunomarcagio em amostras de citologia
e amostras histoldgicas para marcadores nao nucleares*s
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2. Colheita e processamento de amostras citoldgicas citocentrifugacio b
. .
1 4
« Citologiaaspirativa [« [
«  Esfregaco ‘ Papanicolaou i
« Citocentrifugagdo (Cytospin™) . y
v

« Citologia em meio liquido (ThinPrep™)
« Citobloco

«  Fixacdo

¢ Processamento

+ Imunomarcagio

May-Griinwald
Giemsa

Citologia em meio
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3. Limitacdes da ICQ em amostra citolégica

* Escassez de material*

* Presenca de fundo que pode interferir com a interpretagdo® mais

evidente em aglomerados tridimensionais de células’

* Padrées de marcagdo membranar podem ser de dificil

interpretagio e/ou classificagio’”

e

W ST TR € T

liquido
Citobloco
. T i
.
o h
3. Limita¢des da ICQ em amostra citolégica -
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4. Fixacao

A escolha do fixador é da maior importancia para o resultado da ICQ?
Preservagdo morfoldgica e antigénica®
Diversidade de fixadores utilizados (ndo aditivos: etanol, metanol,

acetona; aditivos: formaldeido) 2

Principais escolhas

.

.

.

Citocentrifugagdo - fixador pré/pés-processamento ou secagem ao
ar
Citologia Aspirativa e esfregaco - fixador ou secagem ao ar

Meio liquido - fixador pré-processamento

ST TR € T

=
5. Preservacio das amostras citolégicas em lamina

« Polietilenoglicol (PEG) vs congelacdo

Imunocfoquimice em Cilologia

B e LT TIPS R

W T TR € T

17-11-2013

=

3. Limitag¢des da ICQ em amostra citolégica

Falta de padronizagdo das diferentes metodologias de fixacdo,

conservagdo e processamento® 8
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Controlo de qualidade interno e externo

Utilizagao de controlos positivo e negativo no mesmo tipo de

material a analisar *©

e
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Pontos fortes de alguns fixadores

Secagem ao ar melhora a aderéncia das células a laminas e
minimiza a perda celular durante a técnica ICQ'?

Acetona apresenta excelente preservagdo da imunorreatividade®
Formaldeido apresenta excelentes resultados em marcadores

nucleares e membranares?
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Recuperagio antigénica (RA)

Usada sempre que se recorre a fixadores aditivos?

Permite resultados satisfatérios em amostras fixadas com

fixadores ndo aditivos®
Pode ser menos agressiva quando as amostras ndo sdo fixadas em

formaldeido®
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CAM 5.2 - 100x - PEG

CD45, 400x - Congelado h o CD45, 400x - CAM 5.2, 100x - Congelado
- - 20 .
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6. Métodos de pos-fixagio 6. Métodos de pos-fixagio

Immvanecytothemistry s Ewope: results of the Eurepean
Faderation of Cytology Sccieties (EFCS) inguey

The variabehty in material and Bxatives is, i our
opinion, o major actor preventing standardizanon ol
wme procedures using the technique 3
N 3 . o v o BRASK
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6. Métodos de pos-fixacdo
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6. Métodos de pos-fixacdo
Selecdo dos Casos: 26 Secre¢des Bronquicas
« Negativas para lesdes neoplasicas
Imunocitoquimica em ThinPrep®:
Comparacao de Diferentes
Métodos de Pos-fixacdo

Catarina Barata', Marli Andgua’, Amadeu Ferro! e Riiben Roque®-2

* Armazenadas em PreservCyt®
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¢ Colhidas, no maximo, 3 semanas antes do inicio do

processamento

1 - Escola Superior de Tecnologia da Satide de Lisboa 1}
2 - Instituto Portugués de Oncologia de Lisboa ‘
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6. Métodos de pos-fixagio

Métodos de Pos-Fixacao

Etanol 95% 10min

Acetona 10min

Formaldeido 0,039% 120min + Etanol 95% 10min
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6. Métodos de pos-fixagdo

Melhores Resultados

P, TR € T

— Formaldeido a 0,039% 120min seguido de Etanol a 95% 10mi
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Figura 1 -A: CK (clones AE1/AE3) (400x). B: CK 8/18 (100x). C: Vimentina (400x).
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6. Métodos de pos-fixagio

Piores Resultados

— Etanola 95% 10min
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Figura 2 - A: CK (clones AE1/AE3) (400x). B: CK 8/18 (100x). C: Vimentina (100x).
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7. Padronizacio: 1

ou izado

Protocolo Manual'!

« Elevado niimero de passos aumenta a possibilidade de erro

* Método longo, exigente a nivel de recursos humanos

¢ Qualidade de imunomarcagdo com menor probabilidade de ser

constante

Automatizagdo!!

* Padronizagdo de procedimentos

*  Menor vulnerabilidade ao fator humano

+ Menor tempo de resposta

¢ Qualidade de imunomarcagdo com maior probabilidade de ser

b = BRASE

constante
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7. Padroniza¢do: manual ou automatizado
.
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* Pos-fixagao

”  Preparagdo da amostra

* Recuperagao antigénica

u * Inibigdo da Peroxidase endégena

* Colocagdo em soro primario )

u . Colocagéo do soro secundario (polimero;

e

* Colocagdo do polimero - HRP
* Revelagdo com solugdo de DAB

u * Contrastar com hematoxilina de Mayer/Gill
”  Desidratar, clarificar e montar
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CD45, 100x - Manual
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7. Padroniza¢do: manual ou automatizado

Morns L S 0% 3%

Vercana M ALY s
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8. Cromogénios

=
9. Controlo de qualidade

Procedimento Interno (diario)

CD30; DAB; 400x * Observagdo de todos os controlos e casos ao microscépio

* Marcagdo especifica, marcagéo inespecifica e fundo

TS TR € T .

« Correlagdo com o perfil ICQ obtido em CB ou em Histologié:
para 0 mesmo caso

* Maior dificuldade na interpretagdo dos resultados -> tipo
de material; experiéncia dos observadores; trabalho de
equipa

e

eagio cromogénica granular e difusa Reacgdo cromogénica precisa ) Procedimento Externo (regular)
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Controlo positivo e negativo é imprescindivel na g Externo = B W 2y 0 !
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‘: mree— ] - ‘:
. . 3 = - ;
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Controlo de qualidade - Externo

Informacio detalhada
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10. Problemas - troubleshooting

10. Problemas - troubleshooting
Alteracoes de morfologia/Fundo

RE; 400x; C/RA E; 400x; S/RA

— N i-
10. Problemas - troubleshooting 10. Problemas - troubleshooting (

Marcagio heterogénea
Fundo/Intensidade

DS i
10. Problemas - troubleshooting
Marcacio inespecifica

DS
10. Problemas - troubleshooting

Perda de marcacio especifica/antigenicidade

CK20; 400x; 6 meses congelado

Calretinina; 400x
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* Conservagao ¢ Prof. Mario Matos

*+ Pos-Fixacao * Dr.José Ruivo

* Automatizagao

* Controlo de qualidade
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