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EDITORIAL

Caros leitores,
apresentamos a edicao n°17 da micron - Revista Técnica de Anatomia Patologica.

Para nos, enquanto Equipa Editorial da micron, tem sido congratulante poder, ano ap6s ano, publicar a
actividade cientifica relevante que se tem vindo a efectuar na area de Anatomia Patoldgica.

Neste numero sdo apresentados quatro artigos Originais de Investigacao. O primeiro centra-se nas areas
de actuacao da Fetopatologia e Antropologia Forense, dando um contributo relevante para a
determinacéo da idade fetal a data da morte.

Seguidamente é apresentado um estudo sobre a comparacéo de trés métodos de pos-processamento e o
seu efeito na coloracao de May-Griinwald Giemsa.

0 terceiro artigo cientifico incide sobre o processo de fixacao dos tecidos, fazendo uma comparacao
entre a fixacdo em formalina e em fixador molecular e a sua influéncia em diferentes técnicas
histoquimicas.

Os autores do Ultimo artigo de investigacao propde-nos novas abordagens na intervencao do Técnico de
Anatomia Patoldgica em comunidades escolares, demonstrando o contributo que este grupo profissional
pode dar na transmissao de conhecimentos associados ao consumo do alcool em jovens adolescentes.

Nesta edicao da revista micron, foi ainda criado um novo “Espaco Informativo”, onde damos especial
énfase ao documento consenso resultante da reunido de um painel de especialistas, com vista a
construcao e estabelecimento de linhas de orientacéo técnica para a “determinacao do status HER2 em
carcinoma da mama para a realidade portuguesa”.

Esperamos que esta edicao da micron suscite o interesse de todos os leitores e contribua para o
constante enriquecimento técnico-cientifico dos estudantes e profissionais desta area.
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RESUMO

Aestimativa da idade gestacional (IG) em restos cadavéricos fetais € importante em contextos forenses.
Para esse efeito, os especialistas forenses recorrem a avaliacao do padrao de calcificacdo dentariae/ou
ao estudo do esqueleto. Neste Ultimo, o comprimento das diafises de ossos longos € um dos métodos
mais utilizados, sendo utilizadas equacoes de regressao de obras pouco atuais ou baseadas em dados
ecograficos, cujas medicoes diferem das efetuadas diretamente no osso.

Este trabalho tem como objetivo principal a obtencao de equacdes de regressao para a populacao
Portuguesa, com base na medicao das diafises de fémur, tibia e Umero, utilizando radiografias post-
mortem.

Aamostra é constituida por 80 fetos de IG conhecida. Tratando-se de um estudo retrospectivo, os casos
foram selecionados com base nas informacdes clinicas e anatomopatologicas, excluindo-se aqueles cujo
normal crescimento se encontrava efetiva ou potencialmente comprometido.

Os resultados confirmaram uma forte correlacao entre o comprimento das diafises estudadas e a IG,
apresentando o fémur a correlacdo mais forte (r=0.967; p <0,01). Assim, foi possivel obter uma equacao
de regressao para cada um dos ossos estudados.

Concluindo, os objetivos do estudo foram atingidos com a obtencao das equacoes de regressao para os
ossos estudados. Pretende-se, futuramente, alargar a amostra para validar e consolidar os resultados
obtidos neste estudo.

PALAVRAS-CHAVE: Fetos, Estimativa da idade, Diafises de osso longos, Radiografia, Equacdes de
regressao, Antropologia Forense

INTRODUCAO

A Antropologia Forense (AF) pode ser definida
genericamente como a aplicacdo de métodos e
conhecimentos da antropologia fisica ou
biologica a questdoes médico-legais [1-3].
Tradicionalmente, esta area das ciéncias
forenses era aplicada a restos cadavéricos em
fase de esqueletizacao ou completamente
esqueletizados. Atualmente, a definicao é
alargada de modo a incluir a colaboracao no
estudo de cadaveres em variados estados de
decomposicao e de individuos vivos [2], ou seja,
nos ultimos anos a AF tem vindo a aumentar as
suas competéncias, as metodologias utilizadas
tém sido aprimoradas e o campo de atividade foi
consideravelmente alargado; por outras

palavras, tal como acontece com outras ciéncias
forenses, a AF € multidisciplinar e esta em franca
expansao [4].

Em Portugal, a inexisténcia de uma licenciatura
especifica em Antropologia Forense implica que
0 seu ensino seja feito essencialmente a nivel
pos-graduado. Alguns exemplos disso sdo a
presenca do modulo de Antropologia Forense em
cursos do 2° ciclo (Mestrado em Medicina Legal e
Ciéncias Forenses), Curso de Pos-Graduacao em
Antropologia Forense e o0 3° ciclo (Doutoramento)
em Antropologia da Faculdade de Ciéncias e
Tecnologia da Universidade de Coimbra, que tem
3 ramos de especializacao, sendo um deles a
Antropologia Forense [5].

Na pratica, quando se trata de analisar restos
cadavéricos, o que inclui os casos aos quais esta



investigacao se dirige, os principais objetivos
prendem-se com a identificacao positiva de
restos esqueletizados, calcinados ou em
avancado estado de decomposicao através do
estabelecimento do perfil bioldgico e da detecdo
de fatores de individualizacdo. Sempre que
possivel sao perscrutadas as circunstancias da
morte. O perfil biolégico é estabelecido por
quatro parametros fundamentais: idade a data
da morte, afinidade populacional, sexo e
estatura [6].
0 estabelecimento do perfil biologico reveste-se
de maior dificuldade quando se trata de
individuos nao adultos, grupo no qual se incluem
fetos e recém-nascidos (RN), a populacdo-alvo
deste estudo. De todos os parametros
supracitados, a estimativa da idade a data da
morte de individuos ndo adultos é aquele que
tem resultados mais fiaveis [7]. Este parametro é
de extrema importancia e, quando se trata de
fetos e RN, deve ser o mais preciso possivel,
designadamente para a determinacao da
viabilidade fetal (potencial de sobreviver fora do
Utero apos o parto), sendo que o limiar para a
sobrevivéncia fora do Utero, nas melhores
condicdes atuais, se situa entre as 22 e as 23
semanas de gestacao [8]; para apoiar a
investigacao de casos de aborto sendo que,
segundo a Organizacdo Mundial de Salde,
considera-se ‘aborto’ uma interrupcao de
gravidez antes que o feto atinja a viabilidade [8]
e o Cadigo Penal Portugués considera “Crime
contra a vida intrauterina” o aborto nas
condicées descritas no Artigo 140° [9]; para
apoiar a investigacao de casos de infanticidio,
que inclui “mae que matar o filho durante ou
logo apos o parto e estando ainda sob a sua
influéncia perturbadora” e “exposicdo ou
abandono” que resulte na morte do RN,
conforme consta nos Artigos 136° e 138° do
Codigo Penal Portugués, respetivamente [9].
Para determinar a idade em individuos sub-
adultos, de modo geral, utilizam-se dois
métodos: o desenvolvimento da denticdo e o
crescimento e maturacao do esqueleto. O
desenvolvimento da denticdo prové informacédo
mais fidedigna do que o do esqueleto, pelo que
se considera mais sensato utilizar
preferencialmente o primeiro parametro cujos
resultados devem ser cruzados com os do
segundo [10, 11].
Este estudo debruca-se sobre o comprimento das
diafises de trés ossos longos: o fémur, a tibia e o
Umero. A utilizacao destas estruturas neste tipo
de estudo justifica-se por varios fatores:

» S30 considerados os maiores e mais
robustos e portanto mais resistentes a

decomposicao o que os torna mais facilmente
recuperaveis [11, 12];

o O comprimento das diafises aumenta
proporcionalmente com o comprimento corporal
total do feto, estando esta relacao presente
desde o inicio do processo de ossificacao [12];

o Outros ossos sdao mais dificeis de
identificar em fetos, por nao apresentarem os
aspetos anatdémicos que os tornam carateristicos
no adulto [12];

o A medicao destas estruturas € muito
mais simples de realizar do que a medicao de
0ssos chatos com curvaturas e angulos [12].
Nesta area, a obra de Fazekas e Kosa, “Forensic
Fetal Osteology”, publicada em 1978, continua a
ser a referéncia, apesar de atualmente haver a
necessidade de realizar estudos para a criacao
de valores de referéncia para cada populacdo
[12, 13]. Além disso, o trabalho realizados por
aqueles autores (Fazekas e Kodsa) é baseado
numa amostra constituida por o0ssos secos
provenientes de 138 fetos. A amostra nao é
documentada, ou seja, nao existem informacoes
sobre a idade gestacional, sendo a sua
determinacao baseada somente na bem
conhecida relacao entre as medicdes realizadas
e o consequente calculo do comprimento do
feto, a partir do qual se extrapola a idade [11,
12]; assim, sao necessarias duas formulas para o
calculodalG.

O presente estudo tem como objetivo principal a
criacdo de equacdes de referéncia para a
populacao Portuguesa para a estimativa da idade
de fetos e recém-nascidos ou nados-mortos,
através da medicao radiografica das diafises de
ossos longos. Para validar os resultados,
procedeu-se a comparacao entre a equacao
obtida para o fémur e as equacdes obtidas por
outros estudos de referéncia.

Pretende-se assim contribuir para suprir uma
lacuna relativa a uniformizacao dos parametros
utilizados para a determinacao da idade a data
da morte em fetos [14]. Este dado é
particularmente importante, pois quando se
pretende tracar um perfil bioloégico, é
imprescindivel aplicar dados de comparacédo
baseados em amostras recentes e especificas
para a populagao-alvo [15].

MATERIAIS E METODOS

Sendo este trabalho um estudo retrospetivo que
se baseia nos dados recolhidos no decurso
habitual de autopsia clinica fetal para a qual foi
obtida autorizacao, nao houve contato adicional
com os fetos, apenas com 0S processos.
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Garantiu-se, também, o anonimato dos titulares
dos dados. Por estes motivos, considerou-se
prescindivel o consentimento informado.

Foram selecionados fetos e nados-mortos aos
quais se realizou autopsia clinica no Servico de
Anatomia Patologica do Hospital Garcia de Orta,
E.P.E, em Almada. A amostra foi escolhida a
partir de autopsias efetuadas entre 2001 e 2010.
Foram incluidos no estudo fetos:

o De gravidezes vigiadas e com IG
conhecida (determinada por ecografia
obstétrica);

o« Sem restricao de crescimento
intrauterino diagnosticada;

e Sem cromossomopatias ou
malformacoes envolvendo os membros;

o Apresentando varios graus de
maceracdo, excluindo-se aqueles cujo obito
aparentava ter ocorrido ha mais de uma semana;

e De gravidezes gemelares, sem
crescimento discordante, com IG inferiores a 32
semanas.

As radiografias foram disponibilizadas através de
uma aplicacdo informatica, designada
Centricity®, da General Electric Company, pelo
que se optou por imprimir e efetuar as medicoes
em papel. O instrumento de medicao foi uma
régua de metal com graduacao a 0,5 milimetros
(mm).

Obtiveram-se as medidas maximas das diafises
do Umero, do fémur e da tibia. Sempre que
possivel, a medicao foi feita com o feto na
posicao anteroposterior (AP), de modo a evitar a
sobreposicdo das estruturas osseas (Figura 1);
quando isso nao foi possivel, recorreu-se a
imagem de perfil (Figura 2).

Os dados recolhidos foram analisados com
recurso a aplicacao informatica SPSS°® (Statistical
Package for the Social Sciences) versao 17.0,
para Windows®.

Figura 1 - Radiografia tipica - posicdo anteroposterior

Figura 2 - Radiografia tipica - posicdo lateral

A analise do erro intra-observador
(reiterabilidade) e o erro inter-observador
(reprodutibilidade), aplicando o erro técnico da
medida (TEM) [16], foi efetuada com base numa
amostra da populacao de estudo escolhida
aleatoriamente, constituida por radiografias de
quinze fetos.

Adistribuicdo da amostra, no que diz respeito as
medidas obtidas para cada diafise, foi avaliada
pelos testes de Kolmogorov-Smirnov e Shapiro-
Wilk. A homogeneidade das variancias foi
avaliada pelo teste de Lavene.

Procedeu-se a analise das relacdes lineares entre
as variaveis continuas comprimento da diafise e
IG pelo coeficiente de correlacao de Pearson (r) e
o coeficiente de determinacao (r2) que indica a
proporcao da variacdo que pode ser explicada
pela regressao, sendo possivel obter equacdes de
regressao.

Por fim, foram comparadas duas equacoes
calculadas para o fémur por outros autores com a
equacao obtida neste estudo.

RESULTADOS

Para aferir a reiterabilidade e a
reprodutibilidade foram calculados o erro intra-
observador e o erro inter-observador. Os
resultados mostraram, em ambas as situacoes,
que os valores eram aceitaveis (Tabela I).
Concluiu-se, deste modo, que o método de
medicao utilizado é valido.

Considerou-se que as variaveis estudadas
apresentam uma distribuicdo gaussiana e
homogeneidade das variancias. Assim, os testes
estatisticos aplicados neste estudo sao
paramétricos.

O coeficiente de correlacao de Pearson (r)
mostrou um grau de relacao linear muito forte
entre as variaveis |G e as medidas do fémur, da
tibia e do Umero, pois o valor aproxima-se de 1.



Osso Erro intra-observador

(repetibilidade, em %)

Erro inter-observador

(reprodutibilidade, em %)

Fémur
Tibia

Umero

0.747

0.61

0.86

1.07

Tabela | - Valores obtidos para os erros intra e inter-observador nas medicoes efetuadas

O fato de ser um valor positivo indica que a
medida que uma varidvel aumenta, a outra
também aumenta. O valor mais elevado, ou seja,
a associacao mais forte existe entre o fémur e a
IG (r=0,967; p=0,000). AcorrelacaoentrealGeo
comprimento da tibia € também muito robusto
(r=0,959; p=0,000) tal como acontece com o
Umero (r=0,964; p=0,000).

O coeficiente de determinacdo (r2 Linear) é
0,935 para o fémur, ou seja, 93,5% da variacao do
comprimento do fémur correlaciona-se com a
idade gestacional (em semanas). O mesmo
acontece para a tibia (0,919 ou 91,9%) e para o
Umero (0,929 ou 92,9%). Pode-se, portanto,
concluir que as equacoes de regressao podem ser
de grande utilidade na estimativa da IG a partir
do comprimento das diafises estudadas, visto o
valor de r2 ser muito préximode 1[17, 18].

As equacodes de regressao obtidas neste estudo
para cada uma das diafises estudadas, tendo
como objetivo a estimativa da IG em semanas,
estao registadas na Tabelal ll.

Por fim, a nova equacao foi comparada com duas
formulas que utilizam o fémur (considerado o
0sso mais diretamente relacionado com o
comprimento fetal e com a IG) para estimativa
da idade fetal: a de Scheuer e Black, por
pertencer a uma obra de referéncia nesta area, e
a de Adalian, por utilizar um método e uma
populacao semelhantes ao presente estudo
[11, 19]. Todos os estudos sao baseados em
imagens radiograficas e utilizaram amostras

identificadas, nomeadamente no que diz
respeito a IG. A analise dos residuos (diferenca
entre valor calculado e valor real) obtidos pelas
trés equacoes mostra que nao existem diferencas
muito evidentes na predicao da IG entre a
equacao de Adalian e a equacao do atual estudo,
rondando a média dos residuos uma diferenca de
cerca de 1,5 semana entre a IG real e a IG
estimada em ambos os casos. A equacao de
Scheuer e Black apresenta tendéncia para
sobrestimar a IG, sendo a média da diferenca
entre IG real e estimada de 2,74 semanas.

DISCUSSAO

Os resultados obtidos e descritos neste estudo
confirmam que existe uma correlacao linear
alta entre a IG e o comprimento de cada uma
das diafises em estudo. O valor mais elevado foi
obtido para o fémur (r=0,967; p=0,000), o que
indica que a medicao desta diafise é a mais
fiavel por se relacionar mais com a IG. Esta
conclusao vai ao encontro dos resultados
obtidos por outros trabalhos nesta area [19-21].
Estes resultados permitiram estabelecer uma
equacao de regressao para cada 0sso em
estudo, pois os coeficientes de correlacao (r2)
estdo muito préximos de 1, o que corresponde a
dizer que o aumento do comprimento das
diafises se correlaciona de forma muito robusta
com o aumento da idade gestacional (93,5%

Osso Equac&o de regressio Erro

Fémur IG =9.020 + (0.365 x comprimento do fémur em mm) 0.56

Tibia

Umero

IG = 8.845 + (0.429 x comprimento da tibia em mm)

IG =7.215 + (0.445 x comprimento do imero em mm)

0.65

0.64

IG=1dade gestacional em semanas

Tabela Il - Equagbes de regressdo obtidas para cada um dos trés ossos estudados
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para o fémur, 91,9% para a tibia e 92,9% para o
Umero).

A nova equacao de regressao obtida para o
fémur foi comparada com as formulas de
Scheuer e Black [11] e de Adalian [19],
permitindo afirmar que a sua utilizacao é

identificada retirada da populacao Portuguesa,
apresentando todas as condicdes para poder
ser testada numa amostra mais alargada.

Futuramente pretende-se aumentar a amostra
e incluir a medicao de outros ossos longos. Para
além disso, para garantir a possibilidade de

valida, sendo particularmente importante o
facto de ser baseada numa amostra

aplicacao das equacoes em diferentes
cenarios, planeia-se testa-las em osso seco.
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RESUMO

O processamento de amostras citoldgicas em meio liquido e a coloracdo de May-Griinwald Giemsa
(MGG) fazem parte da rotina em anatomia patoldgica. Na origem desta investigacdo esteve a
possibilidade do uso desta coloracdo em amostras processadas em ThinPrep® (TP). Estudou-se a fase
compreendida entre o processamento de amostras em TP e a coloracdo com MGG - pos-processamento.
0 objetivo do estudo consistiu em avaliar diferentes métodos de pos-processamento em amostras de
secrecdes bronquicas processadas pela metodologia TP e coradas com MGG.

Utilizaram-se 32 amostras de secrecdes bronquicas, processadas em TP. De cada amostra obtiveram-se
trés laminas, nas quais se aplicaram trés métodos de pds-processamento: secagem ao ar; imersao em
solucdo salina de tampao Tris; imersao em etanol a 96%. Realizou-se a coloracdo de MGG e as laminas
foram avaliadas por trés avaliadores independentes, relativamente a constituicdo da amostra e
qualidade da coloracdo. Este Ultimo parametro resultou da soma da pontuacao obtida para os detalhes
nuclear e citoplasmatico (escala de 0 a 4 valores). Aplicaram-se os testes estatisticos One-Way ANOVA
(p=0,05) e de Tukey.

Para a qualidade de coloracao, os métodos imersdao em solucdo tampao, imersao em etanol a 96% e
secagem ao ar obtiveram a pontuacdo média de 2,39 (s=1,309), 2,15 (s=1,248) e 1,22 (s=1,250),
respetivamente. Verificou-se que existia diferenca estatisticamente significativa entre o método
secagem ao ar e os métodos imersao em solucao tampéo e em etanol a 96% (p=,000).

O pds-processamento por secagem ao ar demonstrou qualidade da coloracao nao aceitavel, ou seja
pontuacao média inferior a 2 valores. Pelo contrario, os pos-processamentos por imersao em solucao
tampao e em etanol a 96% apresentaram qualidade de coloracao aceitavel, podendo ser utilizados na
rotina laboratorial para coloracao com MGG de amostras processadas em TP.

PALAVRAS-CHAVE: Amostras citologicas, ThinPrep®, Coloracao de May-Griinwald Giemsa, Pds-
processamento

INTRODUCAO

O processamento de amostras de ginecologias
pela metodologia ThinPrep® tem sido bastante
aplicado na ultima década e sua utilizacdo em
amostras de citologia nao ginecologica tem
ganho popularidade, havendo estudos que
referem valores de sensibilidade e
especificidade superiores a 90% [1]. Este método
apresenta diversas vantagens, reportadas em
estudos que o comparam com a utilizacao de
esfregacos convencionais [1-5].

Na generalidade dos laboratorios de Anatomia
Patologica (AP), a coloracao de Papanicolaou

(PAP) é a mais utilizada em amostras de citologia.
Esta coloracdao é aplicada em laminas cujas
células sao previamente fixadas em etanol a 96%,
ou outro reagente com caracteristicas
semelhantes [6-7]. Assim, quando uma amostra é
processada no ThinPrep®, apds a transferéncia
das células para a lamina, esta é depositada num
copo recetor que contém etanol a 96% [3].

Existe outra coloracao comummente utilizada
em citopatologia - a coloracao de May-Grunwald
Giemsa (MGG). Tem como carateristica permitir
a visualizacao de forma pormenorizada de
diversas caracteristicas citoplasmaticas, a
evidenciacado de material extracelular e a
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visualizacdo de microorganismos e € aplicada em
laminas secas ao ar [7-9]. Recentemente foram
publicados estudos que reportam a utilizacao da
coloracao de MGG em amostras sujeitas ao
processamento no ThinPrep®, com obtencao de bons
resultados na qualidade final das laminas [10-11].
O processamento das amostras citologicas no
equipamento ThinPrep® e a coloracao de MGG sao
dois procedimentos da técnica citoldgica que, em
conjunto, seriam vantajosos na rotina laboratorial.
De forma a investigar esta tematica, considerou-se
pertinente estudar a fase compreendida entre o
processamento no ThinPrep® e a coloracdo da
amostra com MGG, designada por pos-
processamento. Esta fase tem como funcdo a
preparacao das células para a coloracao de MGG,
apos processamento das amostras no ThinPrep®. A
questao para a qual se pretendeu obter resposta foi:
qual o método de pds-processamento para laminas
processadas no ThinPrep® que permite obter melhor
coloracao de MGG?
Foram, entdo, selecionados trés métodos de pods-
processamento distintos: secagem ao ar, imersaoem
solucao salina de tampao Tris (TBS) e imersao em
etanol a 96%. A escolha do método de pos-
processamento por secagem ao ar foi devida ao facto
de a coloracdo em causa ser aplicada em laminas
secas ao ar. Para além disso, num estudo efetuado
anteriormente, em que se realizou a coloracao de
MGG em amostras processadas no ThinPrep®, os
autores optaram por deixar as laminas secar ao ar
[5]. Por sua vez, a escolha da imersao em solucao
tampao esteve relacionada com a utilizacao, no
mesmo estudo, de uma solucao tampao fosfato de
sodio, como primeiro passo da coloracdo de MGG.
Por fim, a utilizacao de etanol a 96% baseou-se no
facto de ser recomendada, pelo fabricante do
equipamento ThinPrep®, a imersao da lamina nessa
solucdo imediatamente apds o processamento.
Tendo em conta a questdao de investigacao
formulada, o objetivo geral deste estudo consistiu
em avaliar o desempenho dos métodos de pods-
processamento por secagem ao ar, imersao em
solucao tampao e etanol a 96% em amostras de
secrecoes bronquicas processadas no ThinPrep® e
coradas com MGG.
Os objetivos especificos foram, entre os trés
métodos:

1. Comparar a presenca de sangue e/ou
detritos, muco, microrganismos e estruturasacelulares;

2. Comparar cada parametro de avaliagao
da qualidade da coloracao de MGG - detalhe nuclear
e detalhe citoplasmatico;

3. Comparar as pontuacdes da qualidade da
coloracao de MGG;

4. |dentificar qual o método que possui a
média mais elevada da pontuacao da qualidade da
coloracao de MGG.

MATERIAL E METODOS

Casos em Estudo

Para testar os trés métodos de pos-processamento,
foram selecionadas amostras de secrecdes
bronquicas. Uma vez que para se realizar o
processamento no ThinPrep® as amostras devem
ter no minimo 20 ml, estabeleceu-se como critério
de elegibilidade um volume igual ou superior a 15
ml, perfazendo-se até aos 20 ml com metanol
sempre que necessario. Foram, entao,
selecionadas 32 amostras de secrecdes bronquicas
fixadas em PreservCyt®, que tivessem volume igual
ou superior a 15 ml e cujas laminas de arquivo
apresentassem boa celularidade.

Procedimento Experimental

O processamento foi realizado no processador
ThinPrep® 2000 da mesma forma para todas as
amostras, seguindo as indicacoes do fabricante.
O copo recetor da lamina encontrava-se vazio
(Laminas A), com solucao tampao (Laminas B) ou
com etanol a 96% (Laminas C), consoante o
método de pos-processamento a aplicar.

Depois de serem retiradas do processador, as
ldminas foram sujeitas aos métodos de pos-
processamento. As laminas A secaram ao ar a
temperatura ambiente no minimo durante 10
minutos, as B permaneceram 30 segundos no
copo recetor com solucao tampao e as C ficaram
10 minutos num recipiente com etanol a 96%.
Tanto as laminas B como as C secaram ao ar a
temperatura ambiente, no minimo durante 10
minutos. Todas as laminas foram coradas e
montadas no equipamento Tissue-Tek®
Prisma®/Film®, da Sakura®.

Recolha de Dados

As laminas foram avaliadas ao microscopio
otico, com recurso a uma grelha de avaliacao,
tendo em conta os parametros: presenca de
sangue e/ou detritos, muco, microorganismos e
estruturas acelulares, detalhes nuclear e
citoplasmatico e qualidade da coloracdo de
MGG (Tabelal).

Por forma a avaliar se o instrumento de medida
construido era adequado ao objeto de estudo,
foi realizado um pré-teste ao mesmo. O pré-
teste permitiu também reduzir a influéncia da
variabilidade inter-observador.

Foram selecionados trés observadores, técnicos
de AP experientes na observacdao microscopica
de laminas de amostras processadas no ThinPrep®
e de laminas de secrecdes bronquicas,
pertencentes ao mesmo servico de AP.

Uma vez que se consideraram independentes as
observacoes dos trés observadores, foi obtido um
total de 288 eventos.



Avaliacao da amostra

Sangue elou
detritos

Ausente(s).

Presente(s), que obscurece(m) a avaliaggo.

Presente(s), que ndo obscurece(m) a avaliagio.
Ausente.
Presente em quantidade moderada.

Presente em quantidade abundante.

oln 2 o N 2o

Ausentes.

Presentes, corados de forma inadequada. Ou seja, ndo & possivel

s distinguir claramente a sua forma e/ou particularidades.

Presentes, corados de forma adequada. Ou seja, é possivel
distinguir claramente a sua forma e particularidades.

Estruturas 1
acelulares

Detalhe
nuclear

0 | Ausentes.

Presentes, corados de forma inadequada. Ou seja, ndo & possivel
distinguir claramente a sua forma efou particularidades.
Presentes, corados de forma adequada. Ou seja, & possivel
distinguir claramente a sua forma e particularidades.

Avaliagdo da coloracao de MGG
Inadequado. Ou seja, ndo se distingue de forma clara o padrdo de
cromatina nem se identifica a membrana nuclear.
Moderadamente adequado. Ou seja, ndo & possivel distinguir
1 | claramente o padrdo de cromatina ou identificar a membrana
nuclear.
Totalmente adequado. Ou seja, & possivel distinguir claramente o
padrdo de cromatina e identificar a membrana nuclear.

Detalhe
citoplasmatico

Inadequado. Ou seja, ndo se distingue de forma clara os limites nem
as particularidades do citoplasma (come por exemplo a vacuolizagédo
nos macrofagos e nas células caliciformes ou a presenga de placa
terminal e de cilios nas células cilindricas ciliadas).

Moderadamente adequado. Ou seja, nao é possivel distinguir
1 | claramente os limites do citoplasma ou as particularidades do
mesmo.

Totalmente adequado. Ou seja, permite distinguir de forma clara os
limites do citoplasma e as particularidades do mesmo.

2

Tabela I - Grelha de avaliacgdo e respetiva legenda

Procedimentos Estatisticos

Definiu-se a variavel aleatoria qualidade da
coloracao de MGG como a soma da pontuacao
obtida nos parametros detalhe nuclear e
detalhe citoplasmatico, podendo a mesma
tomar valores entre 0 e 4.

Os parametros da avaliacdo da amostra nédo
foram tidos em conta para a qualidade da
coloracao de MGG, na medida em que, como
0s mesmos poderiam nao estar presentes nas
amostras, poderia surgir algum enviesamento
de resultados.

Estabeleceu-se um valor limite, ou cut-off,
para a classificacao da qualidade da
coloracao. Determinou-se que uma qualidade
aceitavel da coloracdo nao deveria admitir
nenhum dos dois parametros avaliados
com valor 0 “Inadequado” -, tendo
obrigatoriamente uma pontuacao igual ou
superiora?2.

Foi efetuada analise descritiva dos dados e
aplicado o teste paramétrico One-Way ANOVA.
De modo a identificar quais as médias que
diferiam significativamente entre si, utilizou-
se o post-hoc de Tukey.

Para verificar se, de entre os métodos de pos-
processamento estudados, algum possuia uma
média mais elevada de pontuacoes, foi obtido
um grafico de médias.

RESULTADOS

Avaliacdao da Amostra

Relativamente ao parametro sangue e/ou
detritos, verificou-se que nos trés métodos de
pos-processamento houve maior frequéncia
absoluta de observacdes “Presente, que
obscurece a avaliacao” e menor de observacoes
”Presente, que nao obscurece a avaliacao®. Para
além disso, constatou-se que o método de pos-
processamento por imersao em solucao tampao
foi o que apresentou maior frequéncia absoluta
de observacoes “Presente, que nao obscurece a
avaliacao”.

No caso do parametro muco, os trés métodos de
pos-processamento apresentaram maior
frequéncia absoluta de observacdes “Presente,
em quantidade moderada” e menor de
observacoes ”"Presente, em quantidade
abundante®.

Maioritariamente, todos os métodos permitiram,
uma coloracao adequada dos microorganismos.

A influéncia do pos-processamento na
evidenciacao das estruturas acelulares nao
difere de método para método. No entanto, os
métodos estudados nao propiciaram, na maioria
dos casos observados, uma coloracao adequada
das estruturas.

Avaliacdo da Coloragdo de MGG: Detalhe
Nuclear e Detalhe Citoplasmatico
Relativamente ao parametro detalhe nuclear,
constatou-se que o método de pos-processamento
por secagem ao ar apresentou maior frequéncia
absoluta de observacoes “Moderadamente
adequado”. No caso do método de pos-
processamento por imersao em solucao tampao,
houve maior frequéncia absoluta de observacoes
“Totalmente adequado” e o pds-processamento
por imersao em etanol a 96% apresentou maior
frequéncia absoluta de observacodes
“Moderadamente adequado” (Graficol, A).
Quanto ao parametro detalhe citoplasmatico,
verificou-se que o método de pos-processamento
por secagem ao ar apresentou maior frequéncia
absoluta de observacdes “Inadequado” e os
métodos por imersdao em solucdo tampao e por
imersao em etanol a 96% obtiveram maior
frequéncia absoluta de observacodes
“Moderadamente adequado” (Graficol, B).

Nos métodos de pds-processamento em estudo,
constatou-se que em nenhuma observacao se
considerou em simultaneo o detalhe nuclear como
“Totalmente adequado” e o detalhe citoplasmatico
como “Inadequado”, e vice-versa. Assim, foi possivel
considerar, para a qualidade da coloracao de MGG,
dois pontos como o valor minimo para a sua
aceitacao.
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No método de pos-processamento por secagem
ao ar, houve maior frequéncia absoluta de
observacdes em que se consideraram ambos os
detalhes “Inadequado” (38 observacdes em 96
possiveis).

No método de pds-processamento por imersao
em solucdo tampao, houve maior frequéncia
absoluta de observacdes em que se consideraram
ambos os detalhes “Moderadamente adequado”
(30 em 96). No entanto, o nUmero de
observacées em que ambos os detalhes foram
considerados “Totalmente adequado” foi
bastante proximo ao anterior (27 em 96).

Quanto ao método de pods-processamento por
imersao em etanol a 96%, também houve maior
frequéncia absoluta de observacées em que se
consideraram ambos os detalhes
“Moderadamente adequado” (33 em 96).
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Avaliacao da Coloracdao de MGG: Qualidade da
Coloragao de MGG

Verificaram-se diferencas na qualidade da
coloracao de MGG consoante o método de pos-
processamento aplicado, pois o método de pos-
processamento por secagem ao ar levou a
obtencdo de maior nimero de observacdes
classificadas como “Qualidade da coloracao de
MGG nao aceitavel” (57 em 96) e os métodos por
imersao em solucao tampao e por imersao em
etanol a 96% permitiram obter, maioritariamente,
“Qualidade da coloracao de MGG aceitavel” (73
em 96 e 69 em 96, respetivamente) (Grafico Il). As
Figuras 1, 2 e 3 evidenciam a qualidade da
coloracio de MGG nas células das laminas
submetidas a pos-processamento por secagem ao
ar, por imersao em solucao tampao e por imersao
em etanol a 96%, respetivamente.

mSecagem ao ar
= |mersao em solugao tampéo TBS

Imersaoem etanol a 96%

38
33
10 - 27 - 27
%0 19 " 1619 17
12 13

10 I g
0 - T T

0 1 2 3 4

Pontua¢des da qualidade da coloragao

Grdfico Il - Frequéncias absolutas das pontuagées da qualidade da coloragdo de MGG



Figura 1 - Células submetidas a pds-processamento
por secagem ao ar (MGG, 400x)

Figura 2 - Células submetidas a p6s-processamento
por imersdo em solugdo tampdo TBS (MGG, 400x)

Figura 3 - Células submetidas a p6s-processamento
por imersdo em etanol a 96% (MGG, 400x)

Medias

Para além disso, verificou-se que o método de
pos-processamento por imersdo em solucdo
tampdo apresenta a média de pontuacdo da
qualidade da coloracao de MGG mais elevada e o
método por secagem ao ar apresenta a média
mais baixa (Grafico lll).

2,39 215
= . l

Secagem ao ar Imersdoem solugdo  Imerséoem etanol a
tampéo TBS 96%

—_ N W

o
o w o

Métodos de pos-processamento

Gradfico Ill - Grdfico de médias da qualidade da coloracdo de MGG

As diferencas na qualidade da coloracao de
cada método de pos-processamento sao
estatisticamente significativas (a = 0,05). O
teste de Tukey permitiu identificar que
existiam diferencas estatisticamente
significativas entre o método de pos-
processamento por secagem ao ar e os métodos
de pos-processamento por imersao em solucao
tampao e por imersao em etanol a 96%.

No entanto, nao existem diferencas
estatisticamente significativas entre o método
de pos-processamento por imersao em solucao
tampao e o método de pos-processamento por
imersao em etanol a 96%.

DISCUSSAO

Verificou-se que os métodos de pos-
processamento estudados nao tém uma elevada
influéncia nos parametros da avaliacdo da
amostra. No que diz respeito a avaliacao da
coloracdo de MGG, o método de pos-
processamento por imersao em solucao tampao
foi o método que permitiu obter melhores
resultados.

No entanto, como os métodos de imersao em
solucao tampao e de imersao em etanol a 96%
apresentaram uma qualidade de coloracao
aceitavel e nao diferiram entre si de forma
estatisticamente significativa, ambos poderao
ser utilizados na rotina laboratorial.

Importa referir que os autores consideraram
que a escassa literatura relacionada com as
tematicas abordadas neste estudo dificultou a
comparacao dos resultados obtidos com os de
outros estudos realizados.
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De acordo com as conclusdes desta investigacao,
considera-se que seria interessante analisar
outros métodos de pods-processamento,
comparando-os com os estudados. Para além
disso, a aplicacao dos mesmos métodos de pos-
processamento utilizando outro tipo de amostras
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RESUMO

AFormalina 10% Tamponada (FNT 10%) € considerada o fixador de eleicao nos Laboratorios de Anatomia
Patologica. Contudo, a exposicao a esta substancia acarreta riscos para a saude dos técnicos. A
International Agency for Research on Cancer (IARC) classificou-a como cancerigeno humano e estudos
relevam uma correlacao positiva entre a exposicao a formaldeido e o desenvolvimento de leucemia e
leucemia mieldide. Torna-se relevante alterar o processo de fixacao substituindo a FNT 10% por outros
fixadores melhorando estas questoes.

Como tal, desenvolveram-se fixadores a base de outros compostos quimicos que nao formaldeido, como
o Fixador Molecular Universal (UMFIX) que tem como base metanol e polietilenoglicol e que é
usualmente utilizado com um processador rapido de micro-ondas.

Pretende-se comparar as diferencas entre a fixacao por FNT 10% e a fixacao por UMFIX, em tecido
hepatico processado em processador rapido de micro-ondas, para as coloragdes de Hematoxilina-Eosina
(H&E), Tricromio de Gomori, Reticulina e PAS, através da qualidade final das laminas testadas.

A coloracao de H&E foi a Unica que apresentou diferencas estatisticamente significativas entre os dois
fixadores (p=0,032; a<0,05; Mann-Whitney). O UMFIX apresenta-se como um substituto da FNT 10% para
0 processamento rapido em micro-ondas, pois além de apresentar laminas com uma qualidade final

semelhante ou superior as da FNT 10%, ultrapassa os riscos referidos.

PALAVRAS-CHAVE: FNT 10%, UMFIX, Hematoxilina-Eosina, Tricromio de Gomori, Reticulina, PAS

INTRODUCAO

Aprimeira etapa da técnica histolégica denomina-
se fixacao, e € essencial para a realizacédo de todos
0s passos subsequentes. Os tecidos vivos quando
retirados do seu meio natural iniciam processos de
degradacao, como a autdlise e a putrefacao, sendo
por isso imprescindivel interromper estes
processos, ja que estes nao sao reversiveis, de
forma a preservar os tecidos. Assim, a fixacao tem
como objetivo recriar nos tecidos as condicoes do
seu meio de origem, tentando que o tecido visto ao
microscopio, apos a técnica histologica, possua as
mesmas caracteristicas que teria no estado in vivo
[4-7].

O fixador de eleicdo nos Laboratdrios de Anatomia
Patologica (AP) é o formaldeido, por ser o mais
conhecido no meio hospitalar, o menos dispendioso
e de mais facil obtencao. Este é um gas incolor,
muito inflamavel que quando solubilizado em agua
(até 40%) denomina-se formalina. Ao sofrer
reacoes quimicas, torna-se acida, deteriorando as

coloracdes, nomeadamente histoquimicas, sendo
necessaria a utilizacao de Formalina Tamponada a
10% (FNT 10%) [2-6, 8-12].

Problemas associados a este fixador, como riscos
para a saude e degradacao de RNA tém vindo a
despertar nos investigadores a vontade de otimizar
o processo de fixacao substituindo a FNT 10% por
outros fixadores, melhorando concomitantemente
a higiene e seguranca dentro dos Laboratorios de
AP[6,13].

Assim, foram concebidos fixadores a base de
outros compostos quimicos que nao o formaldeido,
como é o caso do fixador molecular universal
(UMFIX). Este fixador tem como base metanol e
polietilenoglicol e, normalmente, é utilizado com
um processador rapido de micro-ondas [5,13-14].
A sua grande desvantagem, comparativamente
comaFNT 10%, é o seu elevado custo [3,4,15].

E colocada a questio de baixo custo versus
seguranca, devendo a escolha basear-se nas
necessidades, volume de trabalho e equipamentos
de seguranca disponiveis no servico.



Existe escassa literatura acerca do UMFIX
relativamente aos seus efeitos nos tecidos, nas
etapas seguintes da técnica histologica,
nomeadamente nas coloraces especiais e de
rotina Hematoxilina-Eosina (H&E) e, finalmente
em relacdo a medidas de seguranca. Marcas que
comercializam este produto, como é o caso da
Sakura®, referem que este fixador apresenta
otimos resultados em coloracdes especiais, de
rotina, Imunohistoquimica (IHQ) e técnicas de
Biologia Molecular [2,12,15].

Assim, propods-se analisar a influéncia de cada
fixador, aliado ao processador Tissue-Tek® Xpress®
x120 da Sakura®, nas coloracbes de H&E e de
histoquimica. A escolha residiu em tecido hepatico
por apresentar caracteristicas que permitem
utilizar varias coloracdes, ser de facil obtencao e
manuseamento. Desta forma, foi também
necessario que as coloracdes histoquimicas
tivessem pertinéncia no diagnostico de patologias
associadas a este tecido, decidindo-se testar as
coloracoes histoquimicas que geralmente se
aplicam rotineiramente as biopsias hepaticas:
Tricromio de Gomori, para reconhecer o grau de
fibrose em patologias como a hepatite B e C,
doenca do figado gordo, doenca alcodlica do
figado e doencas biliares cronicas; Modificacao da
Coloracao de Gomori e Snook, de modo a
demonstrar o grau de necrose celular presente; e,
a coloracao de Periodic Acid Schiff (PAS), que
revela a presenca de globulos alpha-1 antitripsina
nos hepatdcitos, células de armazenamento nas
doencas de Gaucher e Niemann-Pick e ainda
anormalidades na membrana basal do ducto biliar
emdoencas biliares [4,16-24].

Questiona-se entao se a qualidade final das
ldminas fixadas com UMFIX serda menor, igual ou
maior quando comparada com as laminas de
tecidos fixados em FNT 10%, em processamento
rapido de micro-ondas.

MATERIAL E METODOS

Foi selecionado tecido hepatico de varios suinos
como amostra, cujo tempo decorrido entre a sua
morte e a fixacao foi de 24 horas. Retirou-se 10
amostras para cada coloracao a realizar, perfazendo
um total de 40 amostras diferentes tendo cada as
dimensoes de 2cm de comprimento por 2cm de
largura por 0,4cm de espessura. Todas as amostras
foram processadas no Tissue-Tek® Xpress® x120 da
Sakura® e foram incluidas em parafina. Foi efetuado
um bloco histoldgico para cada amostra, a partir do
qual foram obtidas duas seccdes, uma para cada
coloracao. Ao todo foram preparadas 80 seccoes
histologicas que se constituiram como unidades de
analise. O corte histologico de todos os blocos em
estudo foi realizado de forma sucessiva, tendo sido
utilizado o mesmo micrétomo definido para corte
com espessura de 2 um. As coloracdes histoquimicas
foram realizadas no Tissue - Tek® Prisma™/Film™ da
Sakura®. Optou-se por realizar 4 coloraces: PAS
(Periodic Acid-Schiff (PAS) Stain Kit, Artisan™ codigo
AR165), Reticulina/ Fast Red (Reticuline/ Nuclear
Fast Red Stain Kit, Artisan™ codigo AR179), Tricromio
de Gomori (Gomori’s Green Trichome Stain Kit,
Artisan™ cddigo AR166) e H&E para cada um dos
fixadores (FNT 10% e UMFIX). Em conjunto com as
laminas de coloracao histoquimica seguiram
também 3 laminas com um corte de figado de
blocos-teste, uma para cada coloracao
histoquimica, destinada a servir como lamina-
controlo. Para eliminar a maior quantidade possivel
de variaveis, foram utilizados aparelhos de
coloracdo H&E e coloracdo histoquimica
automatizados [25,26].

A avaliacdo das laminas foi efetuada por trés
observadores independentes. Quantificou-se a
qualidade final de cada uma das laminas, para cada
coloracao, pela sua observacdo microscopica e com
recurso a uma tabela de avaliacao. Cada parametro
obteve uma pontuacaoentreOe4 (Tabelal).

e Presenca Contraste
Parimetros da Coloragéo Coloragdo ¢ Retracgio
. . . de entre as
H&E arquitetura nuclear  citoplasmatica celular
artefactos cores
celular
Preservagdo Coloragdo Coloragdo de
Pariametros ¢ ¢ ¢ Presenca _ Contraste
. da de outras Retracgio
Técnicas . de entre as
) . arquitetura  estruturas estruturas celular
Histoquimicas : artefactos cores
celular especificas celulares
Factor de
_ 3/4 1 1 1/2 3/4 1
Ponderacio
Contraste de coloragéo + Coloragio nuclear/estruturas especificas + Coloragéo
Alvoritmo citoplasmatica/outras + (3/4 x Preservagio da arquitetura) + (3/4 x Retracio
1 .
£ celular) + (1/2 x Presencga de artefactos) = Score Final

Tabela | - Pardmetros, Factores de Ponderagdo e Algoritmo utilizados
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Efetuou-se a analise dos resultados através do
software informatico de analise estatistica
informatico IBM® SPSS® Statistics 20.0. Foi
aplicado o teste estatistico de hipoteses de
Mann-Whitney (a=0,05).

RESULTADOS

Os scores finais foram introduzidos no programa
estatistico IBM SPSS Statistic 20.0 e calcularam-
se como medidas de dispersao os minimos e
maximos; como medida de tendéncia central
calculou-se a mediana e calculou-se a dispersao
quartal como medida de posicao para cada um
dos tipos de fixador e para cada uma das
coloracoes (Tabelalll).

Para a coloracao de H&E o minimo obtido na
fixacao com UMFIX foi de 15,5 e de 16,5 na
fixacdo com FNT 10% enquanto os maximos
obtidos foram de 20,0 (UMFIX) e de 18,0 (FNT
10%). A mediana relativa a FNT 10% foi de 16,5 e
ao UMFIX foi de 18,0, tendo assim tido os totais
mais elevados no geral. No entanto, para os dois
fixadores, os resultados obtidos foram bastante
proximos, sendo os valores da dispersao quartal
baixos.

Na coloracao de Tricromio de Gomori o minimo
obtido foi 0,0 (FNT 10%) e de 10,5 (UMFIX),
enquanto os maximos foram de 18,0 e 19,0
respetivamente. A média das medianas para o
UMFIX foi mais elevada que a da FNT 10%, tendo-
se assim considerado que o UMFIX originou

melhores resultados.

Quanto a coloracéo Reticulina os minimos foram
de 12,0 (UMFIX) e de 13,5 (FNT 10%) enquanto os
maximos foram de 20,0 e de 19,0
respetivamente.

O minimo obtido para a coloracdo PAS foi 12,0
(FNT 10%) e 12,5 (UMFIX) enquanto o maximo foi
16,5 e 17,0 respetivamente. A média das
medianas foi novamente mais elevada para o
UMFIX, nas duas Ultimas coloracoes.

Em seguida, foi realizada a inferéncia
estatistica, de forma a comparar as
classificacoes obtidas pelas coloracoes
dependendo do tipo de fixador utilizado, para
verificar se algum dos dois fixadores possui
classificacoes mais elevadas que o outro. Para
tal, utilizou-se o teste estatistico de Mann-
Whitney (Tabela Ill). No caso em estudo,
pretende-se comparar apenas os resultados
obtidos entre os dois fixadores, para cada
coloracao.

Pode-se verificar que os Unicos valores p
inferiores ao nivel de significancia (0,05) sao os
da coloracao de H&E para o observador 1
(p=0,032) e para o observador 2 (p=0,032),
rejeitando-se assim a hipotese nula para estes
dois casos, e aceitando-se para 0s casos
restantes.

Verifica-se assim apenas a existéncia de
diferencas estatisticamente significativas nas
classificacoes atribuidas as laminas coradas com
H&E entre os dois fixadores onde o UMFIX
apresentou melhores resultados.

Tipo de Fixador
10% NBF
Min. | Max. | Mediana Digpemto Min. | Max. | Mediana Disperséo
quartal quartal
16,5 | 18,0 16,5 0,0 18,0 | 18,0 18,0 0,0
16,5 | 18,0 16,5 0,0 18,0 | 18,0 18,0 0,0
16,5 | 16,5 16,5 0,0 15,5 | 20,0 18,0 2,0
0,0 | 18,0 16,5 1,0 13,5 | 19,0 15,0 1,5
0,0 | 18,0 16,5 1,0 13,5 | 19,0 15,0 1,5
0,0 | 14,0 12,0 12,5 10,5 | 18,0 15,5 5,0
16,5 | 19,0 18,0 25 13,0 | 20,0 19,0 1,0
16,5 | 19,0 18,0 25 13,0 | 20,0 19,0 1,0
13,5 | 19,0 14,5 2,0 12,0 | 18,0 15,0 1,5
145 | 16,5 14,5 1,5 16,0 | 17,0 16,0 0,5
145 | 16,5 14.5 1,5 16,0 | 17,0 16,0 0,5
12,0 | 16,0 15,5 2,0 12,5 | 17,0 17,0 3,0

Tabela Il - Minimos, maximos, medianas e dispersées quartais calculadas a partir dos scores finais para cada fixador e para
cada observador. Legenda: HE - Hematoxilina-Eosina, TG - Tricrémio de Gomori, R - Reticulina, PA - PAS, O-Observador
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Resumo Teste de Hipoteses

mesmo fixador.

Hipotese Nula Sig. Hipotese Nula Sig.
A distribuicio de HEO1 & A distribuicdo de RO1 ¢
1 igual dentro da categoria do 032" 7 igual dentro da categoria do 548"

mesmo ficador

A distribuicdo de HEO2 &

A distribuicdo de RO2 & igual

mesmo fixador.

2 igual dentro da categoria do 032! g dentro da categoria do 548"
mesmo foxador. mesmo fixador.
A distribuicdo de HEQ3 é A distribuicdo de RO3 &
3 igual dentro da categoria do 1511 g igual dentro da categoria do 690"
mesmo fixador mesmo fixador.
A distribuicdo de TGD1 é A distribuicdo de PAO1 &
4 igual dentro da categoria do 548" 4o 'gualdentro da categoria do 1511

mesmo fixador.

A distribuicdo de TGO2 é
5 igual dentro da categoria do 5481
mesmo fixador.

1"

A distribuicéo de PAO2 &
igual dentro da categoria do 1511
mesmo fixador. ‘

A distribuicdo de TGO3 é
6 igual dentro da categoria do 1511
mesmo fixador.

12

A distribuicao de PAO3 e
igual dentro da categoria do 310
mesmo fixador. )

Significdncias assintoticas :
sdo demonstradas €.05

O nivel de significAncia

Tabela Il -Teste de Hipoteses de Mann-Whitney para classificacées atribuidas pelos 3 avaliadores
as lé@minas fixadas com 10% NBF e UMFIX, respectivamente, para todas as coloragées efetuadas.
Legenda: HE - Hematoxilina-Eosina, TG - Tricromio de Gomori, R - Reticulina, PA - PAS, O-Observador

DISCUSSAO

Embora a preservacao histomorfologica que o
UMFIX faculta ndo seja idéntica a da FNT 10%, é
relatado que essas diferencas sao minor. E
descrito que o UMFIX apresenta um brilho mais
intenso na coloracao de H&E, o que nao afeta o
estabelecimento de um diagndstico correto
[2,27]. Contudo, é preciso ter em consideracao
que os fixadores aldeidos, como a FNT 10%, tém
sido utilizados ao longo dos anos,
proporcionando a familiarizacao das suas
propriedades histopatoldgicas por parte de
médicos-patologistas e de técnicos de AP,
podendo dificultar a avaliacdo de laminas
fixadas com UMFIX.

Sabe-se que os fixadores coagulantes (como o
UMFIX) conferem maior porosidade ao tecido que
os fixadores nao coagulantes (como o
formaldeido). Assim, os fixadores coagulantes
sdo benéficos para a impregnacdo em parafina,
pois as suas moléculas penetram mais facilmente
o tecido. Contrariamente, o cross-linking das
pontes de metileno que ocorre devido a acao do
formaldeido torna mais dificil a penetracao de
parafina [7].

Os resultados obtidos indicam que o FNT 10%
confere bons resultados para todas as coloracoes
realizadas [7]. No entanto, para este fixador, as
classificacoes atribuidas a coloracdo de H&E

foram as mais elevadas, contrastando com os
valores mais baixos da classificacao da qualidade
das coloracdes atribuidos a coloracdo de
Tricromio de Gomori. Esta diferenca pode dever-
se ao facto dos técnicos e patologistas estarem
familiarizados com a coloracao de H&E, fixada
com FNT 10% por ser uma coloracao de rotina.
Tendo em conta que a coloracao de Tricrémio de
Gomori assenta na conjugacao da
permeabilidade do tecido com o tamanho das
moléculas de corante e que a FNT 10% nao torna o
tecido muito permeavel, as baixas classificacoes
atribuidas (score 0.0) ao parametro da coloracao
das estruturas especificas e coloracao de outras
estruturas podem dever-se ao facto da malha
proteica estar menos permeavel. A fixacdo com
formaldeido também cria cross-linking entre as
pontes de metileno, logo as moléculas de
corante tém maior dificuldade em atingir as
células alvo, podendo diminuir a qualidade desta
coloracao [28].

Para a fixacdo com UMFIX, os observadores
atribuiram resultados mais homogéneos entre as
coloracdes, como esperado, ja que este sendo
um fixador coagulante nao ira apresentar as
mesmas limitacdes na coloracao de Tricromio de
Gomori que ocorre com a fixacao com
formaldeido (Figura 1).

Quando comparando as classificacdes entre os
dois fixadores, verifica-se que as classificacoes

19



20

Figura 1 - a) Ldmina Tricromio de Gomori fixada com FNT 10% cujo score foi de 0.0, sendo notdria a presenca de muitos artefactos (400x)
b) Lamina Tricrémio de Gomori fixada com FNT 10% cujo score foi de 0.0, onde se verifica a auséncia de preservacdo morfologica (400x)
¢) Lamina Tricrémio de Gomori fixada com UMFIX (400x)

da H&E para o UMFIX sdo superiores as da fixacao
com FNT 10%, o que é concordante com a
literatura. Tal sucede, pois o UMFIX apresenta
melhores capacidades de preservacao dos acidos
nucleicos que a FNT 10%, facilitando a ligacao da
hematoxilina a estes constituintes [29].

Como tal, pode afirmar-se que o UMFIX
apresenta resultados mais uniformes inter-
observadores e intra-observadores,
apresentando uma mais-valia na sua utilizacao
na rotina laboratorial, onde é necessario haver
uniformidade na qualidade final das laminas.

O Tissue-Tek® Xpress® x120 da Sakura® possui
como reagente o UMFIX, podendo ser o principal
motivo para a discrepancia de resultados entre a
FNT 10% e o UMFIX em relacdo a preservacao
morfologica.

No caso da coloracao de H&E, a atribuicao de
scores mais baixos nas laminas cujos tecidos
foram fixados em FNT 10%, prende-se
essencialmente pelo parametro da preservacao
da arquitetura celular, enquanto o UMFIX
conferiu uma preservacao de morfologia 6tima,
na maioria das suas laminas.

A H&E é a coloracdao standard para a
interpretacao de tecido hepatico, permitindo

observar o aspeto geral do tecido, decidindo a
necessidade de elaborar coloracoes especiais a
fim de estabelecer um diagndstico correto.

Desta forma, é imperativo que todos os detalhes
estruturais sejam visualizados de forma correta,
a partir de uma preservacao da morfologia 6tima
e de uma intensidade de coloracdo adequadas.
Desta forma, o fixador que mais se adequou a
estas necessidades foi o UMFIX (Figura 2).

Na coloracao de Tricromio de Gomori, tendo-se
calculado a média das medianas, verificou-se
que o UMFIX apresentou melhores resultados que
a FNT 10%, como era de esperar pelas reacoes
acima descritas.

Em relacao a coloracao de Reticulina, apesar de o
parametro de intensidade de coloracao de
estruturas especificas atribuir melhores
resultados a FNT 10%, nao houve claras
diferencas entre os dois fixadores nos restantes
parametros (Figura 3).

Finalmente, em relacdo a coloracdo de PAS,
revelaram-se novamente melhores resultados de
preservacdo morfologica para o UMFIX, porém
melhores resultados de coloracao de estruturas
especificas para a FNT 10%, ndo tendo existido
diferencas nos restantes parametros (Figura 4).

Figura 2 - a) Ldmina H&E fixada com FNT 10% (400x); b) Lamina H&E fixada com UMFIX (400x)
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Figura 4 - a) Ldmina PAS fixada com FNT 10% (400x); b) Ldmina PAS fixada com UMFIX (400x)

Concluiu-se que, para além de ser uma excelente AGRADECIMENTOS
substituicao para a FNT 10% por motivos de

seguranca para os profissionais que o utilizam Ao Servico de Anatomia Patologica do Hospital da
diariamente, a qualidade final das lAminas, cujos Luz, pela disponibilidade e materiais fornecidos
tecidos sao fixados com UMFIX, no geral, é e as Técnica Carla Vieira e Nélia Nunes, pela
superior a da FNT 10% na utilizacdo de um avaliacdo das laminas obtidas. A professora
processador rapido micro-ondas, para as Elisabete Carolino, pelo auxilio na interpretacéo
varaveis estudadas. dos dados estatisticos.
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RESUMO

Introducdo: Atualmente, o consumo abusivo de alcool nos jovens inicia-se precocemente. Todavia, 0s
problemas de saude e os comportamentos de risco associados podem ser prevenidos ou reduzidos
através de programas escolares efetivos. Neste contexto, os Técnicos de Anatomia Patoldgica (TAP),
podem contribuir para proporcionar conhecimentos que promovam estilos de vida saudaveis.
Objetivos: Procurou-se perceber o papel do TAP na promocao de comportamentos saudaveis nos alunos
de 9° ano dos Agrupamentos de Escolas da Portela e Moscavide e Visconde Juromenha e,
posteriormente, como pode o reforco dos conhecimentos relacionados com o alcool potenciar a adogcao
de estilos de vida saudaveis.

Métodos: Aferiram-se, através de questionario, as praticas de consumo, crencas relativas ao alcool e
conhecimentos dos alunos sobre as repercussoes no organismo. O questionario foi aplicado ao Grupo de
Estudo (GE), apds a ministracdo de uma acao de informacao e esclarecimento (AIE), e ao Grupo de
Controlo (GC), sem a participacao na acao.

Resultados e Discussao: Verificou-se um score médio de 48,8% para o GE e de 46,2% para o GC. A
diferenca entre GE e GC apenas foi estatisticamente significativa no Agrupamento de Escolas da Portela
e Moscavide, onde a AIE conduziu a um aumento do nivel de conhecimentos.

Conclusdes: Aintervencao do TAP nas escolas permite, através de AIE’s com abordagens praticas, uma
maior retencdo de informacdo. Os conhecimentos teoricos aliados a pratica permitem que os
adolescentes desenvolvam uma percecao informada sobre os impactos do alcool na satde contribuindo
para determinar a adocao de estilos de vida saudaveis.

PALAVRAS-CHAVE: Promocao de Salide; Comportamentos de Risco; Adolescentes

INTRODUCAO

A promocéo da salde traduz-se na “capacitacao
das pessoas e comunidades para modificarem os
determinantes da salde em beneficio da propria
qualidade de vida” [1,2] e permite sobretudo
prevenir. Uma das suas limitagcoes relaciona-se
com a participacao das pessoas e a subsequente
mudanca de comportamentos [2,3]. Em
Portugal, é vital a implementacao de programas
que permitam a adocao de comportamentos
saudaveis face a substancias aditivas como o
alcool. O consumo deste inicia-se precocemente
entre os 11 e os 13 anos e cerca de 20% dos jovens
nao associa risco ao binge drinking [4,5].

Este facto adquire maior relevancia se
considerarmos que o abuso do alcool é,

atualmente, a terceira causa de morte e um fator
agravante ou diretamente causador de cerca de
Y do conjunto global de doencas. De facto, o
efeito cancerigeno do alcool esta definido,
existindo uma relacao entre o consumo de alcool
e o cancro primario do figado [6,7].

Os problemas de salide e os comportamentos de
risco associados ao consumo nocivo podem ser
prevenidos ou reduzidos através de programas de
saude escolar efetivos. Apelar a participacao dos
jovens nas decisdes de forma consciente e
informada dos riscos deve ser o mecanismo
escolhido para a prevencao [5,8,9].

A promocao da salude e a prevencao da doenca
tém uma abordagem privilegiada em ambiente
escolar. Por ser um local propicio a transmissao e
partilha de informacao, facilita a aquisicao de
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conhecimentos que podem gerar
comportamentos saudaveis num processo que
sustente a autonomia de decisao.

Os profissionais de salde, como os TAP, podem
intervir na promocao da salde e prevencao da
doenca através da partilha de conhecimento e
utilizando a pratica como meio demonstrativo
das consequéncias dos estilos de vida nao
saudaveis [10].

Ao mesmo tempo que se aprofundam as areas
existentes da Anatomia Patoldgica, assiste-se a
emergéncia de novas perspetivas que sao desafiantes
para os TAP. Como tal, os saberes existentes devem
adequar-se anovas areas (e.g. educacao paraa saude)
acrescentando novas valéncias a profissao, sem
receio de se perder aidentidade.

Neste contexto, o estudo descritivo-
correlacional apresentado teve como meta
aferir a importancia da intervencao do TAP na
promocdo de saude em adolescentes, no
ambito do consumo de alcool e as suas
repercussoes. A intervencao foi realizada na
comunidade educativa do 9°ano de
escolaridade dos Agrupamentos de Escolas da
Portela e Moscavide (AEPM) e Visconde de
Juromenha (AEVJ), ambas situadas na sub-
regiao da Grande Lisboa. A mesma visou a
realizacdo de uma AIE quanto as repercussoes
do consumo de alcool no organismo humano,
especialmente a nivel hepatico, abordando,
através da exposicao de 6rgaos com patologias
(metodologias ativas), os temas hepatite
alcoolica, esteatose, cirrose e carcinoma
hepatocelular.

Para a apreciacdo do TAP como promotor da
salde foram aferidos comportamentos e
conhecimentos existentes, quanto ao consumo
de alcool e as suas repercussoes, em todos os
alunos em estudo considerando a sua
participacao ou ndo naAlE.

MATERIAL E METODOS

Populacdo, Amostragem e Amostra

A populacao-alvo do estudo foram os alunos do
9° ano, com idade minima de 13 anos de ambos
0s géneros na sub-regidao da Grande Lisboa. Na
impossibilidade de aceder a totalidade da
populacao-alvo optou-se por uma selecao por
conveniéncia dos alunos dos AEPM e AEVJ.
Fazendo uso da amostragem em cachos [11]
foram escolhidos entre as turmas dois grupos
distintos: um GE avaliado apos a participacao
na AIE e um GC avaliado sem a participacao na
AIE. Esta opcao permitiu-nos verificar a relacao
entre a participacdo na acao e o nivel de
conhecimento. O nUmero total de participantes

no estudo foi de 310 alunos, 151 individuos
constituiram o GE e 159 faziam parte do GC,
segundo a Tabela I. Todos os participantes
possuiam um consentimento informado para
participacao no estudo assinado pelo
encarregado de educacao.

Agrupamentos | Grupos em Estudo Total
Escolares GC GE

AEPM 122 115 237
AEVJ 37 36 73
Total 159 151 310

Tabela | - Amostra do Estudo

Métodos e Instrumentos de Recolha de Dados
Foram aplicados dois questionarios anénimos e
confidenciais em trés etapas:

Etapa 1

O questionario A foi respondido por 28 individuos
e teve como objetivo a orientacao da acao
realizada. Este questionario consistiu num
conjunto reduzido de questdes e demonstrou as
principais lacunas em termos de conhecimento
sobre a tematica em estudo, orientando os
conteldos a explorar naAlE.

Etapa 2

Foi aplicado o questionario B, que aborda as
praticas de consumo, crencas sobre o alcool e
conhecimentos referentes as repercussoes no
organismo. Este questionario foi aplicado ao GC
antes da participacao na AIE. O questionario
apresentava uma estrutura dividida em trés
partes:

o Caracterizacao da amostra que
compreende a informacao geral do participante
no estudo. Questdes adaptadas do questionario
ESPAD [7].

o Praticas de consumo e crencas
associados ao consumo de alcool. Questoes
baseadas no ESPAD [7], na Monografia “Agentes
Comunitarios de Salde: Expetativas e Crencas
acerca do Uso de Alcool” [12] e no artigo
“Representacdes Sociais sobre o Alcool em
Estudantes do Ensino Superior” [13].

e« Conhecimentos quanto as
consequéncias prejudiciais do consumo de alcool
no organismo. Questoes validadas pelos
investigadores.

AIE

A AIE baseou-se no uso de metodologias
descritivas, recorrendo a apresentacao de
informacdo sobre o consumo do alcool por
exposicao oral com auxilio de meios visuais, e de



metodologias ativas, onde a informacao foi
transmitida através da visualizacdo de laminas
com seccdes de figado ao microscopio ético e
visualizacdo e manuseamento de figados de
porco, com patologias simuladas.

Etapa 3

Foi aplicado o questionario B ao GE trés semanas
apos a sua participacao naAlE.

As diferentes datas de aplicacdo do questionario
garantem que os resultados obtidos derivam
apenas da AIE e nao do conhecimento intrinseco
dos participantes [14].

Tratamentos Estatisticos

0 tratamento estatistico dos dados foi efetuado
com recurso ao programa IBM SPSS Statistics,
versao 20.0 para Windows.

0 nivel de conhecimento foi calculado com base
na soma das cotacbes atribuidas as questoes
referentes aos conhecimentos. As cotacdes
foram atribuidas numa escala de 0 a 20 valores. A
pontuacao total maxima é de 615 e a minima de
0. Este valor é transformado em percentagem
para facilitar a leitura, originando o score. Os
scores foram estudados através da aplicacao do
teste t-Student para amostras independentes
comum n superior a 30.

0 intervalo de confianca foi de 95% e o nivel de
confianca de 0,05.

RESULTADOS

Os resultados apresentados encontrar-se-ao
divididos em 4 grupos: caracterizacao da
amostra, crencas de consumo, praticas de
consumo e nivel de conhecimentos.

As crencas de consumo e a caraterizacao da
amostra foram abordadas apreciando a amostra
total, pois estes dados foram recolhidos apenas
para auxiliar a compreensao dos resultados
obtidos ao nivel dos conhecimentos.

Dos 310 questionarios aplicados, 6 foram
excluidos do estudo por preenchimento
incorreto e impercetivel.

Caracterizacdo da Amostra

Os questionarios foram aplicados a 152
individuos do género feminino e 152 do género
masculino, com idades compreendidas entre os
13 e 17 anos de idade, tendo sido a idade mais
frequente os 14 e 15 anos, representando 78,8%
da amostra.

Crencas sobre o Consumo de Alcool
Dos adolescentes, 56,2% integram o alcool num
contexto nocivo afirmando que o consumo

prejudica a salde. No entanto, 66,7%
consideram “provavel” sentirem-se relaxados e
mais felizes apos o consumo. Apenas 20,5% dos
participantes pensam ser “muito provavel”
serem incapazes de parar com O CONSUMO se
continuarem a beber.

Praticas de Consumo de Alcool

AEPM

Dos estudantes do AEPM cerca de 79,5% ja
consumiram bebidas alcodlicas. Destes, 98,9%
tém 14 ou mais anos de idade. A idade mais
comum de inicio de consumo de vinho é 12 anos,
de cerveja 13 anos e de bebidas destiladas e
shots 14 anos. Cerca de 45,8% dos inquiridos
consideram “muito facil” o acesso a cerveja e
31,2% ao vinho. O acesso a shots e as bebidas
destiladas foi considerado “moderadamente
facil” em 23,2% e 23,5% dos inquiridos,
respetivamente.

AEVJ

Dos estudantes do AEPM cerca de 83,3% ja
consumiram bebidas alcodlicas, tendo todos
estes 14 ou mais anos de idade. A idade mais
comum de inicio de consumo de cerveja é 9 anos
ou menos, de vinho e shots 14 anos e de bebidas
destiladas 15 anos. Cerca de 69,0% dos inquiridos
consideram “muito facil” o acesso a cerveja,
45,9% ao vinho e 28,1% as bebidas destiladas. O
acesso a shots foi considerado “moderadamente
facil” em 26,9% dos inquiridos.

Nivel de Conhecimento

No GC a média de scores foi de 46,2%, com um
desvio padrao de 14,1%. No GE a média de scores
foi de 48,8%, com um desvio padrao de 14,2%.
Nao se verificou uma diferenca estatisticamente
significativa entre as médias de scores dos alunos
que frequentaram a AIE e dos alunos que nao a
frequentaram considerando a amostra geral.

AEPM
No AEPM obteve-se no GC uma média de scores de
46,9%, com um desvio padrao de 13,9% e no GE a
média de scores foi de 50,9%, com um desvio
padrao de 13,0%. Assim, neste agrupamento
e

scolar observa-se uma diferenca estatis-
ticamente significativa entre as médias de scores
do GCeGE.
Relativamente as patologias, a associacao do
consumo de alcool a cirrose foi efetuada por
64,5% dos individuos do GE e 35,5% do GC. No
caso do hepatocarcinoma, esta relacao
verificou-se em 51,2% dos sujeitos do GE e 48,8%
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doGC.

AEVJ

No AEVJ obteve-se no GC uma média de scores de
43,9%, com um desvio padrao de 14,9% e no GE a
média de scores foi de 42,4%, com um desvio
padrao de 16,1%. Assim, neste agrupamento
escolar nao se obteve uma diferenca
estatisticamente significativa entre as médias de
scores do GC e GE.

A associacdo do consumo de alcool ao
hepatocarcinoma foi efetuada por 80,1% dos
individuos do GE e 67,6% de GC. A cirrose nao foi
associada ao consumo de alcool por 55,6% dos
alunos.

DISCUSSAO

Apesar do reconhecimento do alcool como
substancia prejudicial a saude, as expectativas
positivas quanto ao consumo sobrepdem-se a
informacao sobre os maleficios desta droga
[15,16]. Os dados obtidos permitem sustentar o
alcool como fator de integracdo social,
libertando os adolescentes do estigma do
consumo [5,6,14,15].

A facilidade de acesso as bebidas alcoolicas
fundamenta a quantidade e o tipo de consumo
precoce. A cerveja surge como a bebida mais
experimentada, mas perto surgem as bebidas
destiladas [17,18]. Este facto esta relacionado
com a integracao de novas bebidas na cultura dos
jovens portugueses [6].

Apreciando os valores relativos ao consumo
percebe-se que, embora os alunos tenham
iniciado o consumo de alcool precocemente,
estes nao apresentam um padrao que provoca
dano ao persistir, como nos casos de binge
drinking [19,20].

Os resultados do estudo revelam que o GE da
amostra geral obteve um nivel de conhecimento
superior ao GC. No entanto, esta diferenca nao
foi estatisticamente significativa. Estes
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duracao e baixa intensidade, tornando-a menos
eficaz [21].

As diferencas que se verificaram nos AEPM e AEVJ
podem dever-se as diferencas das AIE, pois no
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A determinacao imuno-histoquimica do status HER2 € um elemento fundamental para o diagnéstico,
prognostico e indicacao terapéutica em carcinoma da mama. A inconsisténcia de resultados da técnica
imuno-histoquimica levou ao estabelecimento, em alguns paises, de recomendacdes para melhorar a
performance do teste.

Com o objetivo de criar recomendacdes adaptadas a realidade portuguesa, a area cientifica de
Anatomia Patologica, Citoldgica e Tanatoldgica da Escola Superior de Tecnologia da Saude de Lisboa e a
Associacao Portuguesa de Técnicos de Anatomia Patoldgica reuniram um painel de especialistas para a
construcdo e estabelecimento de linhas de orientacao técnica para a determinacao do status HER2 em
carcinoma da mama para a realidade portuguesa.

O painel recomenda que o teste seja devidamente planeado do ponto de vista humano e material, com
énfase acentuado no controlo e garantia da qualidade de reagentes e procedimentos. A fase pré-
analitica é apontada como essencial para a qualidade do teste, nomeadamente um reduzido tempo de
isquémia a frio, tempos minimos de fixacao de 6h para bidpsias e 24h para pecas cirtrgicas e maximo de
96h para ambas, bem como um controlo de qualidade de todos os reagentes utilizados. Sao estipulados
critérios de selecao de controlos, bem como critérios de avaliacao da qualidade da técnica, elementos
fundamentais para se rastrear problemas na fase pos-analitica.

Pretende-se com este documento melhorar a acuidade da determinacao do status HER2 em carcinoma
da mama, podendo selecionar doentes de modo mais adequado, bem como promover o debate e a
investigacao nesta area.

PALAVRAS-CHAVE: HER2; Imuno-Histoquimica, Recomendacdes Técnicas, Carcinoma da Mama, Fase
Pré-Analitica, Qualidade



INTRODUCAO

Ao gene do recetor de fator de crescimento
epidérmico humano 2 (com o nome oficial de
ERBB2 de acordo com a HUGO Genome
Nomenclature Committee, mas comummente
chamado HER2) codifica para um membro familia
de recetores de tirosina cinase encontrando-se
amplificado em cerca de 18-20% dos tumores da
mama. A amplificacao deste gene é o mecanismo
primario de sobre expressiao de HER2, sendo
encontrado nestes tumores niveis anormalmente
altos de expressao desta proteina [1,2]. A
sinalizacdao da proteina HER2 promove a
proliferacdo do ciclo celular e evasao da
apoptose, estando a sua sobre expressao
associada a pior prognostico em doentes com
diagnoéstico de carcinoma da mama e que nao
receberam terapéutica sistémica adjuvante
(taxas mais elevadas de recorréncia e metastase)
[3,4]. Tornou-se assim um importante fator de
prognostico e alvo terapéutico em carcinoma da
mama, principalmente para encaminhamento
terapéutico com Herceptin®/trastuzumab. O
estabelecimento desta terapéutica nas
vertentes adjuvante ou neoadjuvante, e até em
doenca metastatica, tem vindo a acentuar a
importancia da determinacao do status HER2 em
carcinoma da mama de modo a melhor responder
as necessidades dos doentes [2,5-7]. O impacto
desta determinacdo tem sido crescente também
com a introducao de novas terapéuticas dirigidas
(como o Perjeta®/pertuzumab) bem como na
classificacao de formas mais agressivas de
carcinoma da mama, como os tumores triplos
negativos [8-13].

Desde os primeiros ensaios que a imuno-
histoquimica € a metodologia de eleicao para a
determinacdo do status da proteina HER2 e
posterior selecao de pacientes para a
terapéutica com trastuzumab, tornando-se dai
em diante o método validado para determinacao
do status HER2 em carcinoma da mama
[1,14,15]. Tendo em conta a raiz semi-
quantitativa do ensaio, foram identificadas
varias inconsisténcias entre os resultados da
avaliacao do status da proteina e do gene, sendo
a sua origem essencialmente de ordem técnica,
nomeadamente relacionada com mas praticas na
fase pré-analitica e analitica [16,17]. Deste
modo torna-se de extrema importancia definir
linhas de orientacao para a correta performance
das metodologias de determinacao do status
HER2, tal como tem sido estabelecido em
diversos paises em todo o mundo [1,18-22].
Neste sentido a area cientifica de Anatomia
Patologica, Citologica e Tanatoldgica da Escola
Superior de Tecnologia da Salde de Lisboa

(APCT-ESTeSL) e a Associacao Portuguesa de
Técnicos de Anatomia Patologica (APTAP)
reuniram um painel de especialistas para a
construcao e estabelecimento de linhas de
orientacdo técnica para a determinacao imuno-
histoquimica do status HER2 em carcinoma da
mama para a realidade portuguesa.

Objetivo

Pretende-se com este documento criar linhas
de orientacdo técnicas para a construcao,
validacdo e manutencao do teste imuno-
histoquimico para determinacdo do status
HER2 em carcinoma da mama, no que diz
respeito a realidade portuguesa. Todas as
orientacdes aqui descritas tém em conta o
estado da arte atual no que diz respeito a
determinacao imuno-histoquimica do status
HER2 em carcinoma da mama, bem como a
experiéncia pessoal e académica de cada um
dos membros do painel de especialistas que a
subscrevem.

Intencdes do Consenso

As orientacoes praticas submetidas a consenso
pretendem ser declaracoes sistematicas
desenvolvidas para ajudar os profissionais de
salde na tomada de decisdes sobre os cuidados
de salde apropriados a circunstancias clinicas
precisas. Para ser exequivel, uma orientacao
deve possuir caracteristicas especificas como:
confiabilidade, validade, reprodutibilidade,
aplicabilidade clinica, flexibilidade, clareza,
possibilidade de revisao e documentacao. Estas
orientacbes podem ser (teis na producao de
melhores cuidados e na reducao dos custos.

Ao formular recomendacOes técnicas para a
determinacao do status HER2 em carcinoma da
mama, a APCT-ESTeSL e a APTAP consideraram
estes principios do desenvolvimento de
diretrizes.

No entanto, é importante notar que estas nao
tém sempre em consideracdao todas as
particularidades, mas pretendem designar a
situacao ideal para a prestacao de melhores
cuidados de satde. Também nao se destinam a
substituir o julgamento técnico em relacao a
situacdes particulares ou situacdes clinicas
especiais, mas a dar guias que permitam
sustentar essas mesmas decisoes.

A publicacao destas recomendacdes técnicas
para a determinacao do status HER2 em
carcinoma da mama permitem uma discussao
mais alargada sobre o tema e a eventual criacao
de linhas de orientacdo nao exclusivamente
técnicas, identificando questdes importantes e
lacunas na literatura que permitam lancar temas
para futuras investigacoes.
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APRESENTACAO DO TEMA

Composicao do Painel de Especialistas
AAPCT-ESTeSL e a APTAP reuniram um painel de
57 técnicos de Anatomia Patologica, Citoldgica e
Tanatologica de diversos laboratorios de
Anatomia Patologica portugueses (pUblicos e
privados). A composicao final do painel
estabeleceu-se apos cada membro cumprir todos
os critérios previamente estipulados,
nomeadamente:

I. Deter o titulo profissional de Técnico
de Anatomia Patolégica, Citolégica e
Tanatologica;

Il. Possuir experiéncia laboratorial na
determinacdo imuno-histoquimica do status
HER2 em carcinoma da mama;

lll. Ter sido aprovado no curso de
formacao avancada da ESTeSL “Determinacao do
status HER2 por imunocitoquimica em carcinoma
damama”;

IV. Ter respondido ao questionario de
consenso promovido pela APCT-ESTeSL;

V. Ter participado na reuniao de

consenso “Determinacao do status HER2 por
imunocitoquimica em carcinoma da mama” no
dia 20 de Outubro de 2012 promovida pela APCT-
ESTeSL e pela APTAP.
As opinides dos membros do painel
representaram a sua visao individual e nao
necessariamente a visdo do laboratdrio a que
estao associados, seja ele publico ou privado. A
lista completa dos membros do painel podera ser
encontrada na Tabelal.

Membro do painel

Instituicdo

Amadeu Ferro, Co-preside

Escola Superior de Tecnologia da Saude de Lisboa

Mério Maia-Matos, Co-preside

Escola Superior de Tecnologia da Satde de Lisboa

Alexandra Teixeira

Hospital de Faro

Ana Coias Hospital Garcia de Orta

Ana C. Fernandes

Centro Hospitalar de Setubal

A. Cristina Gavinho

Centro Hospitalar de Vila Nova de Gaia

Ana Cunha Instituto Portugués de Oncologia de Lisboa

Ana F. Santos Centro Hospitalar de Lisboa Ocidental

Ana Isabel Silva

Hospital Prof. Doutor Fernando Fonseca

Ana L. Marques

Hospital CUF Descobertas

Ana Vilas Boas

Instituto Portugués de Oncologia de Coimbra

Ana Margarida Rodrigues

Hospital Prof. Doutor Fernando Fonseca

Ana Margarida Lopes

Hospital Prof. Doutor Fernando Fonseca

Ana Paula Tavares

Centro Hospitalar de Lisboa Ocidental

Ana Melanda Centro Hospitalar Leiria Pombal

Ana Rute Fernandes

Roche Sistemas de Diagndstico

Salomé Pereira

Centro Hospitalar de S. Jodo

Ana Teodésio Instituto Portugués de Oncologia de Coimbra

Anabela Penela

Hospital de Faro

Filipe Teixeira

Centro Hospitalar de Vila Nova de Gaia/Espinho

Carmelina Ramos

Hospital Distrital de Santarém

Catarina Araujo

Hospital de Faro

Daniel H. Almeida

Centro de Diagnostico Andtomo-Patolégico

Daniela Alves

Unidade Local de Salude de Matosinhos

Dina Leitdo

Faculdade de Medicina da Universidade do Porto, Instituto
de Patologia e Imunologia Molecular da Universidade do
Porto

M. Edite Figueira

Hospital CUF Descobertas

Estela Martins

Unidade Local de Salide de Matosinhos

Fatima P. Silva

Centro Hospitalar e Universitdrio de Coimbra

Filipa Areia Instituto Portugués de Oncologia de Lisboa
Helena Simdes Centro Hospitalar Lisboa Norte
Ilda Simdes Centro Hospitalar e Universitario de Coimbra

Joana R. Cunha

Unidade Local de Salide de Matosinhos

Lucia Carrdo

Centro Hospitalar Lisboa Norte

Manuel Lourengo

Centro Hospitalar do Barlavento Algarvio

Manuela Henriques

Instituto Portugués de Oncologia de Coimbra

Manuela D. Soares

Centro Hospitalar Barreiro Montijo

Mara Santos

Centro Hospitalar Lisboa Norte

Amélia Silva

Centro Hospitalar Lisboa Ocidental

Salomé Pessoa

Centro Hospitalar e Universitario de Coimbra

Maria Teresa Assungao

Instituto Portugués de Oncologia de Coimbra

Mariana Ganhdo

Centro Hospitalar de S. Jodo

Marta Roquette

Centro Hospitalar Lisboa Ocidental




Nuno Silva

Hospital Dr. Nélio Mendonga

Patricia Mendes

Instituto Portugués de Oncologia de Lisboa

Paula Borges

Centro Hospitalar e Universitario de Coimbra

Paula Casimiro

Servigos de Assisténcia Médico-Social do Sindicato dos
Bancdrios do Sul e Ilhas, Escola Superior de Tecnologia da
Saude de Lisboa

Paula Laranjeiro

Centro Hospitalar Lisboa Ocidental

Paulo Teixeira

Centro Hospitalar e Universitario de Coimbra

Renata Vieira

Instituto Portugués de Oncologia do Porto

Rosa Garcia Hospital Dr. Nélio Mendonga
Ruth Sardinha Hospital do Espirito Santo de Evora
Marisa Sa Centro Hospitalar Lisboa Norte

Sénia Carretas

Centro Hospitalar de Setubal

Teresa Franco

Centro Hospitalar Lisboa Ocidental

Teresa Lacerda

Centro Hospitalar Lisboa Central

Teresa Pereira

Instituto Portugués de Oncologia de Lisboa

Vasco Serra

Instituto Portugués de Oncologia de Coimbra

Tabela | - Membros do painel

Metodologia de Consenso

Da reflexao efetuada durante o curso de
formacao avancada foi efetuado um documento
provisorio que foi submetido a apreciacdo dos
especialistas sob a forma de questionario. O
mesmo painel de especialistas reuniu-se no dia
20 de outubro de 2012 nas instalacoes da ESTeSL,
durante a qual se apresentaram e colocaram a
discussao individual as declaracdes propostas
pelo documento de trabalho. Foram recebidas
contrapropostas, devidamente fundamentadas,
dos membros do painel e/ou pedidos de
esclarecimento acerca da declaracdo. Apos
apresentacao da declaracao final submetia-se a
consenso, podendo cada membro do painel: dar
consentimento, afastar-se da decisao
permitindo consentimento ou bloquear o
consenso levando a nova discussao dos
argumentos. Estabelecido o consenso acerca da
declaracao iniciava-se nova discussao de uma
nova declaracao. As linhas seguidamente
apresentadas foram consensuais aos 57 membros
do painel de especialistas presentes na reuniao
de consenso.

Todos os membros subscritores deste documento
declararam nao existir qualquer conflito de
interesses, comprometendo-se a declarar
qualquer interesse financeiro ou outro que possa
ser interpretado como constituindo um conflito
real, potencial ou aparente.

Linhas de Orientacdo Técnica para a
Construcao, Validacdo e Manutencao do Teste
Imuno-histoquimico para a Determinacao do
Status HER2 em Carcinoma da Mama

1. Aspetos Gerais

1.1. Planeamento do teste

A implementacao do teste de imuno-
histoquimica para determinacdo do status HER2
em carcinoma da mama necessita de um

planeamento inicial de modo a garantir que
existem todas as condicoes para um teste
fidedigno.

O planeamento deve passar por:

I. Avaliacao das necessidades humanas,
fisicas e materiais para cumprimento das condicoes
minimas do teste;

Il. Estabelecimento de procedimentos
adequados em todas as fases do teste, desde a
colheita da amostra até ao relatorio final;

lll. Criacdo de metodologias de registo,
monitorizacao e rastreabilidade de procedimentos;

IV. Formacao de todo o pessoal envolvido no
teste (e.g., cirurgides, enfermeiros, assistentes
técnicos, assistentes operacionais, oncologistas,
anatomopatologistas e técnicos de Anatomia
Patologica, Citologica e Tanatologica);

V. Realizacao de testes e validacao de
resultados;

VI. Implementacao do teste para
diagndstico;

VII. Planeamento de momentos de revisao
de procedimentos e de atualizacao da formacao do
pessoal envolvido em todas as fases do teste.

1.2. Registo de procedimentos

O registo de procedimentos € um dos passos
fundamentais e deve ser o mais preciso possivel
de modo a se poder rastrear todo o circuito. Para
além das informacodes clinicas e institucionais
devem-se registar varios elementos de acordo
com a fase do teste. Todos os registos devem ser
efetuados pela pessoa que os executa devendo o
seu nome ficar registado na fase respetiva.

1.3. Garantias de qualidade de todos os reagentes
Todos os reagentes utilizados durante o teste
devem ser de qualidade certificada, devendo ter
maior atencao para aqueles que mais
diretamente influenciam os resultados finais,
nomeadamente:
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1.3.1. Solucao fixadora

O laboratério que recebe amostras para
determinacao do status HER2 deve indicar a solucao
fixadora para a qual tem o teste validado (marca e
referéncia). O servico onde é efetuada a colheita
deve respeitar esta indicacao e fica responsavel por
registar o lote da solucao fixadora que utiliza em
cada amostra. Devem ser utilizados reagentes
“prontos a utilizar”.

1.3.2. Agentes de desidratacao

Devido a relevancia da desidratacdo é importante
monitorizar o nimero de cassetes que € processado
e efetuar substituicoes regulares dos reagentes de
acordo com norma a estabelecer pela instituicao.
Deve-se ter atencao aos diferentes tecidos, pois
estes poderao apresentar taxas diferentes de
saturacao dos reagentes (etanol, acetona, etc.).

1.3.3. Meio de impregnacao e inclusao

Deve-se monitorizar a temperatura do meio de
impregnacao e inclusao de forma a garantir que nao
sofre ciclos de aquecimento/arrefecimento que
provoquem a perda das suas caracteristicas.

1.3.4. Reagentes de imuno-histoquimica

Os reagentes utilizados em imuno-histoquimica
devem ser manuseados e acondicionados de acordo
com as instrucdes do fabricante, nomeadamente:
conservacao no frio, protegido da luz, respeitando
as validades e os tipos de recipientes, entre outras.

Condicdes técnicas e humanas
1. Formacao do pessoal.

a) O pessoal envolvido na determinacao
imuno-histoquimica do status HER2 (e.g.,
cirurgioes, enfermeiros, assistentes técnicos,
assistentes operacionais, oncologistas,
anatomopatologistas e técnicos de Anatomia
Patologica, Citologica e Tanatoldgica) deve ter
formacao especifica, sobre o teste [23].

b) Aformacao deve ser oferecida sempre
que alguém é integrado no circuito do teste e
deve ser regular para todo o pessoal envolvido. A
frequéncia da formacao deve ser de acordo com
as necessidades do pessoal e com a
implementacao de novos procedimentos. Esta
formacdo deve incluir tematicas relacionadas
com o impacto do teste na vida dos doentes, com
os procedimentos do teste e com a parte
especifica do procedimento em que estao
envolvidos.

c) Para o teste ser valido, a fase analitica
deve ser executada por um técnico de Anatomia
Patologica, Citologica e Tanatoldgica com
experiéncia na area de imuno-histoquimica (este
requisito basico ndo dispensa a formacao
continua) [23].

1.4.
1.4.

2. Orientacdes Técnicas para Determinacao
Imuno-histoquimica do Status HER2 em
Carcinoma daMama.

2.1.Fase pré-analitica

2.1.1. Colheita, acondicionamento e
transporte (Fluxogramal).

2.1.1.1. Aspetos gerais.

a) A determinacao imuno-histoquimica
do status HER2 pode ser efetuada em biopsias
bem como em pecas cirurgicas, ndo devendo ser
executado em amostras de citologia (Tabela Il)
[20,24,25].

b) Na colheita deve-se registar a data e
hora de colheita da amostra (inicio do tempo de
isquémia a frio ) bem como a temperatura a que
fica até ao acondicionamento (quando nao é
acondicionado imediatamente).

c) Todas as amostras devem ser fixadas
numa solucdo aquosa de formaldeido a 4%
(formalina a 10%) tamponada por fosfatos a pH
7.0 num volume minimo de 4 vezes o volume do
tecido a fixar [1,20,28,29].

0 tempo de isquémia a frio deve ser reduzido ao
minimo podendo estender-se a um maximo de 60
minutos (Tabelall) [26,27,30,31].

2.1.1.2. Acondicionamento de bidpsias.

a) As biopsias devem ser colocadas na
solucdo fixadora imediatamente apds a sua
colheita, devendo o tempo de fixacao ser no
minimo de 6 horas para uma temperatura
aproximada de 22 a 26°C, nao devendo exceder
as 96 horas de fixacdo por falta de evidéncia
cientifica que valide essa opcao (Tabela II)
[1,27,32,33].

b) As bidpsias nao devem ser colocadas a
4°C se estiverem na solucao fixadora, pois
podem induzir uma fixacao inferior a real.

c) Deve-se registar a data e hora de
imersao em solucao fixadora (se for
imediatamente apds excisdo deve ser indicada a
mesma hora da colheita) e a temperatura a que
fica sujeita a amostra até ao transporte.

2.1.1.3. Acondicionamento de pecas cirirgicas.
a) As pecas cirlrgicas devem ser
prontamente seccionadas (ver 2.1.2.2.) e
posteriormente imergidas em solucao fixadora,
devendo o tempo de fixacao ser no minimo de 24
horas para uma temperatura aproximada de 22 a
26°C, nao devendo exceder as 96 horas de
fixacdo por falta de evidéncia cientifica que
valide essa opcao (Tabelall) [1,15,20,27,32,33].
b) Quando nao for possivel a seccdo
imediata (em menos de 60 minutos apds excisao
cirtrgica), as pecas deverao ser refrigeradas a
4°C, nao podendo o tempo de isquémia a frio sob



refrigeracao ser superior a 4 horas (Fluxograma l) indicar a data e hora de inicio da fixacao (final do

[15,27]. tempo de isquémia a frio).

c) Deve-se registar o método de
preservacao antes da fixacao adequada 2.1.1.4. Transporte.
(indicacdo da temperatura, data e hora de a) O recipiente a ser utilizado para
preservacao). Quando o seccionamento da acondicionamento e transporte deve ser de
amostra é efetuado fora do laboratodrio deve-se material nao reativo e tampa vedante que
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"~ Laboratério?
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Seccionar no local
de colheita
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Imergir em solugao

fixadora
~ Enviar parao
Laboratorio
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Fluxograma | - Tomada de decisées no local de colheitas para a preservagdo de
amostras para determinagdo imuno-histoquimica do status HER2

Amostras citoldgicas

Tempo de isquémia a frio superior a 1h a temperaturas entre 20 °C e 25 °C ou igual ou superior a 4h
quando preservadas a 4 °C fora do fixador[27].

Fixacdo noutras solugdes fixadoras que ndo solugdo aquosa de formaldeido a 4% (formalina a 10%)
tamponada por fosfatos a pH 7.

Tempos de fixagdo inferiores a 6 horas para bidpsias e a 24 horas para pegas cirdrgicas ou superiores
a 96 horas para ambos'[1,27].

Controlo externo positivo com marcagdo diferente da esperada.

Ductos normais com marcagao superior a 1+.

Marcagdo citoplasmatica que obscurega a marcagdo membranar.

Alteragdes morfolégicas que impecam a avaliagdo da membrana celular.

Tabela Il - Resumo de critérios de exclusdo para determinagdo imuno-histoquimica do status HER2 em carcinoma da mama
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encerre hermeticamente a solucao fixadora e a
amostra. Deve estar rotulado com:

I. ldentificacao da solucao fixadora
(nome, marca, lote);

Il. Sinalizacdo de risco quimico e/ou
identificacdo de risco biologico do Global
Harmonized System (GHS);

Il. ldentificacao do servico
(identificacao do hospital e servico
requisitante);

IV. Identificacdo da amostra (e.g.,
numero interno do doente, nome completo, tipo
de amostra).

b) O transporte de amostras deve ser
efetuado no menor tempo possivel sob condicoes
de temperatura controlada, respeitando todas as
normas de seguranca aplicaveis ao transporte de
amostras biologicas.

c) Devem ser registadas todas as
alteracdées que tenham impacto na sua
preservacao (e.g. derrame de solucao fixadora,
alteracoes de temperatura superioresa4°C).

d) Para pecas cirlrgicas nao fixadas é
aconselhado o transporte a baixa temperatura
entre 4 a 8°C sob condicdes de vacuo. Deve-se
registar a temperatura a que fica sujeita até
chegar ao laboratorio.

Rececao no Laberatério de
Anatomia Patolagica

Identificar o
tipo de amostra

Verificar
condigoes de sim

2.1.2. Rececao, macroscopia, fixacao,
processamento e inclusao (Fluxogramalll).

2.1.2.1.Rececao de amostras no laboratério.

a) A rececao das amostras deve ser feita
garantindo que todos os procedimentos
estabelecidos pelo laboratério como minimos
foram cumpridos durante a colheita,
acondicionamento e transporte das mesmas.
Deve-se confirmar todos os dados e registar a
data e hora da rececao no laboratério.

b) Deve-se verificar se as amostras que
chegam ao laboratorio em fixador possuem
solucao fixadora em volume adequado. Caso o
volume nao seja adequado deve-se registar e
garantir que durante o restante tempo de fixacao
o volume é de no minimo 4 vezes o volume da
amostra[1,20,28,29].

2.1.2.2. Macroscopia.

a) As pecas cirlrgicas nao seccionadas
chegam a fresco, e devem ser devidamente
seccionadas, colocando-se de imediato em
solucao fixadora de acordo com as condicoes
indicadas anteriormente.

b) Na descricao macroscopica devem-se
registar todos os dados da peca de acordo com os
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Fluxograma Il - Tomada de decisées no laboratério de Anatomia Patolégica para a preservagdo
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procedimentos estabelecidos pelo laboratorio.
Deve-se registar o nUmero de fragmentos
colhidos, a sua respetiva localizacdo, a data e
hora de imersao na solucao fixadora e a
temperatura a que ficam sujeitos.

c) Antes de se iniciar o processamento
deve-se garantir que as amostras possuem o
numero minimo e nao ultrapassam o numero
maximo de horas de fixacdo (ver 2.1.1.2. e
2.1.1.3.).

2.1.2.3. Processamento e inclusao.

a) O processamento das amostras deve
ser o mais automatizado possivel e a qualidade
dos reagentes deve ser monitorizada tendo em
conta o nimero e tipo de amostras que entram
em contacto com os mesmos. Deve-se registar o
processamento a que cada fragmento € sujeito
(pode ser de forma genérica, desde que fiquem
registadas todas as alteracdes ao
processamento) [34]. O laboratorio devera
monitorizar a qualidade dos reagentes do
processamento.

b) Processamentos que utilizem
reagentes ou procedimentos alternativos (e.g.
substitutos de etanol e xilol, aquecimento de
solucoes e micro-ondas) devem ser devidamente
validados para garantir a fiabilidade dos
resultados [1,20,29].

c) Ao processar amostras que devam
aguardar no processador mais de 24 horas (dias
feriados ou fins de semana) deve-se privilegiar
que aguardem o inicio do processamento em
solucao fixadora [27]. Deve-se evitar que os
fragmentos aguardem em etanol ou em meio de
impregnacao no estado liquido.

d) A inclusao das amostras deve ser
efetuada com brevidade, devendo os blocos ser
armazenados a uma temperatura aproximada de
20 a25°C[20].

2.2. Fase analitica

A técnica imuno-histoquimica utilizada deve ser
0 mais automatizada e uniformizada possivel, de
modo a diminuir o erro humano e aumentar a
monitorizacao dos procedimentos.

2.2.1. Microtomia

a) As condicoes de microtomia devem ser
mantidas ao maximo de analise para analise.

b) A espessura do corte deve ser 2-4um e
a extensao deve ser efetuada em agua com uma
condutividade controlada, nomeadamente agua
destilada. A temperatura do banho-maria deve
ser constante e monitorizada sendo no maximo
50°C.

c) O tempo e temperatura de adesao
devem ser constantes, sendo aconselhavel uma

temperatura nao superiora 65°C [35].

d) Os cortes de amostras para
determinacdo imuno-histoquimica do status
HER2 devem ser obtidos o mais proximo possivel
da realizacao da determinacao. A utilizacao de
cortes histologicos obtidos mais de 6 semanas
antes da determinacao pode levar a alteracao da
antigenicidade [1,20,29,35-38].

e) Deve-se registar a data de corte e do
método de adesao (o método de adesao pode ser
registado de forma genérica desde que se
registem todas as alteracoes ao procedimento).

2.2.2. Controlos

a) Nos casos para determinacao imuno-
histoquimica do status HER2 devem-se
selecionar sempre que possivel as amostras que
possuam ductos mamarios normais que possam
servir de controlo interno negativo. A
imunomarcacdo em ductos mamarios normais
deve ser negativa, ouseja, Oou 1+[1,15].

b) Todas as laminas deverdo ter um
controlo externo com casos do laboratorio
representativos dos quatro tipos de
imunomarcacdo possiveis, ou seja: dois casos
negativos (0 e 1+), um caso borderline (2+) e um
caso positivo (3+) [15,39-41]. Este controlo
podera ser construido através de um tissue
microarray [1]. A avaliacao inicial destes casos
tem de ser devidamente validada por um
anatomopatologista.

2.2.3. Técnica imuno-histoquimica

Deve ficar registada a data de execucao, bem
como todos os elementos referentes a técnica
imuno-histoquimica, mesmo se de forma
genérica, desde que se registem todas as
alteracoes. Deve ser registado:

I. Método de recuperacéo antigénica;

Il. Métodos de bloqueio de substancias
endogenas;

Ill. Carateristicas da incubacao do
anticorpo primario (e.g., referéncia do
anticorpo, clone, lote, concentracao, tempo e
temperatura de incubacao);

IV. Método de amplificacdo de sinal,

V. Método de lavagens;

VI. Caracteristicas do cromogéneo e sua
incubacao e método de contraste.

2.2.4. Recuperacao antigénica

a) 0 método de recuperacao antigénica
selecionado devera depender das condicbes da
fase pré-analitica das amostras do laboratodrio
bem como do anticorpo primario e sistema de
detecao utilizados [15,34].

b) Independentemente do método
selecionado e validado, as condicoes de
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recuperacao antigénica devem ser mantidas
entre cada teste (e.g. temperatura, volume de
solucdo, tipo de solucdao de recuperacao e
quantidade de laminas). A uniformizacdao de
procedimentos diminuird a variabilidade de
resultados e todas as alteracoes carecem de
verificacao de fiabilidade do controlo.

2.2.5. Anticorpo primario

a) Recomenda-se a utilizacao de
anticorpos primarios ou kits de diagnostico
aprovados por entidades reconhecidas, como a
Food and Drug Administration (FDA) ou a
European Medicines Agency (EMA) [1,15]. A
utilizacao de kits aprovados nao isenta a
validacao do teste pelo proprio laboratério.

b) As condicoes de aplicacao do
anticorpo devem ser mantidas entre cada teste
(e.g., concentracao, lote, solucao de lavagem,
tempo e temperatura de incubacao e de
lavagens). Todas as alteracbes carecem de
verificacao de fiabilidade do controlo.

2.2.6. Sistema de detecao

Aselecao do sistema de detecao deve ser feita de
acordo com as caracteristicas do anticorpo
primario.

2.2.7. Contraste

O contraste deve ser o suficientemente claro
para nao obscurecer a marcacao especifica e o
suficientemente intenso para permitir distinguir
amorfologia do tecido.

2.3. Fase pos-analitica
2.3.1. Gestao de controlo de qualidade.

a) O técnico de Anatomia Patologica,
Citolégica e Tanatologica deve efetuar um
controlo técnico de cada caso, registando a data
em que este é realizado e o seu resultado.

b) Deve-se manter um registo de todos os
testes nao aprovados no controlo de qualidade,
bem como do motivo e o modo como evoluiram as
possiveis repeticdes do teste.

¢) Os resultados da determinacao imuno-
histoquimica do status HER2 em carcinoma da
mama serao tanto mais consistentes ao longo do
tempo quanto mais o laboratério for rigoroso no
que diz respeito a formacao e a existéncia de
pessoal experiente, minimizando a sua
rotatividade, mantendo um controlo de
qualidade interno e aderindo a um programa de
controlo de qualidade externo [1].

2.3.1.1. Boas praticas de avaliacdo de
qualidade.

a) Aconselha-se que o laboratério deva
ter pelo menos 250 determinacdes anuais do

status HER2 por imuno-histoquimica para
garantir a consisténcia dos resultados.
Laboratorios com ndmeros inferiores devem
enviar os seus casos para centros de referéncia
que cumpram este valor minimo [15,42,43].

b) O laboratorio deve ter o maximo de
estabilidade de pessoal. Quando existe
rotatividade, a determinacao imuno-
histoquimica do status HER2 deve ser
supervisionada por um técnico experiente, tendo
jarealizado 250 determinacoes anuais [1,42,43].

c) A avaliacdo da qualidade deve ser
realizada através de uma analise anual dos
registos do laboratorio. Podem-se indicar como
exemplos de indicadores de qualidade do teste
para avaliacdo anual: o nUmero de repeticdes por
ano e a proporcao (%) de determinacoes 2+ que
sao amplificadas por hibridizacao in situ (HIS). O
numero de repeticdes por ano deve ser o menor
possivel e a percentagem de determinacdes 2+
que sao amplificadas por HIS devera ser inferior a
30% [44,45].

2.3.1.2. Critérios de avaliacdo da qualidade da
técnica.

a) A avaliacao da qualidade da técnica
deve ser efetuada pelo técnico de Anatomia
Patologica, Citolégica e Tanatologica que
realizou a técnica imuno-histoquimica e validada
pelo técnico de Anatomia Patologica, Citoldgica
e Tanatoldgica mais experiente na determinacao
imuno-histoquimica do status HER2 do
laboratorio.

b) Os critérios a avaliar em todas as
amostras deverao ser: morfologia celular,
marcacao especifica e marcacao inespecifica. A
morfologia celular deve ser mantida o mais
integra possivel. A marcacao especifica a
considerar pode surgir nas células normais dos
ductos mamarios (1+) e, nas células tumorais do
componente invasivo, esta deve ser membranar
e de acordo com os seguintes critérios [1,46,47]:

I. Marcacao completa, uniforme e
intensa para células 3+;

Il. Marcacao completa, nao uniforme ou
fraca paracélulas 2+;

[Il. Marcacao obrigatoriamente
incompleta e ndo uniforme ou fraca para células
1+
A marcacéo de outras células, ou outro tipo de
marcacao deve ser considerada marcacao
inespecifica (Tabela Il) [1].

c) Estdao sujeitos a avaliacdao da
qualidade da técnica o controlo externo, o
controlointerno, e o caso em estudo.

d) A avaliacao deve iniciar-se pelo
controlo externo (ver 2.2.2.), cujos resultados
devem ser concordantes com os resultados dados



aos mesmos casos em avaliacoes anteriores.
Qualquer discrepancia que implique uma
classificacao diferente da anterior deve levar a
rejeicao dos resultados (Tabela Il) [1]. Outras
alteracoes devem ser registadas.

e) Na avaliacao do controlo interno este
deve ser negativo (0 ou 1+), sendo que qualquer
resultado equivoco (2+) ou positivo (3+) deve
levar a rejeicdo dos resultados [1]. Outras
alteracoes devem ser registadas.

f) A avaliacao do caso deve ser efetuada
na componente invasiva do tumor [1]. Deve-se
garantir que a morfologia celular é integra, que a
marcacao especifica quando presente é
inequivoca e que nao existe marcacao
inespecifica.

A presenca de marcacao citoplasmatica ¢é
aceitavel desde que ndo obscureca a marcacao
membranar (Tabelall) [1].

g) O ndo cumprimento dos critérios de
avaliacdo da qualidade da técnica para o caso,
nao é critério absoluto de exclusdo, mas deve ser
objeto de discussao com o anatomopatologista
responsavel pelo caso.

3. Validacao do Teste.

Antes de se iniciar a determinacao imuno-
histoquimica do status HER2 para carcinoma da
mama, deve-se validar o teste. Para validacao da
técnica imuno-histoquimica consideram-se

apenas os resultados dicotomicos da
determinacao do status HER2, ou seja os casos
negativos (0/1+) e positivos (3+) [1].

3.1. Esquema de validacao técnica (Tabelas Ill
IV e Fluxograma ).

a) A validacdo do teste é feita por
comparacao de pelo menos 25 resultados da
determinacdo imuno-histoquimica do status
HER2 com um teste validado (HIS ou teste de
imuno-histoquimica ja validado por outra
instituicao) [1,15].

b) Para validar o teste deve-se calcular a

percentagem de concordancia que deve ser igual
ou superior a 95%.
A percentagem de concordancia combina a
sensibilidade e especificidade numa mesma
medida, calculando-se pelo numero total de
casos concordantes positivos e negativos sobre o
numero total de casos avaliados [1].

c) A percentagem de concordancia pode

ser altamente influenciada pelo nimero de casos
negativos e positivos se os valores da
sensibilidade e especificidade nao forem
semelhantes.
Deste modo, deve-se calcular a sensibilidade e a
especificidade, se estas nao apresentarem
valores semelhantes deve-se garantir uma
representacao adequada de casos positivos e
negativos (pelo menos 30 de cada) [1].

Teste validado

Resultado Positivo Negativo Total

Positivo (3+) a b atb

Imuno-
Equivoco (2+) c d c+d
histoquimica
Negativo (0/1+) e f e+f
Total atct+e b+d+f Somatoério

Tabela Ill - Tabela de dupla entrada para calculos de validacao e controlo de qualidade

Sensibilidade = — x100
a+e

s ce OF
Especificidade = Y X100

__Eii__xloo

Percentagem de concordancia =
a+b+e+f

Percentagem de determinagGes 2+ amplificadas = j x100

Tabela IV - Formuldrio
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d) Entende-se por sensibilidade a Validar o
proporcao (%) de casos com resultados positivos

- " : teste /
obtidos quando sao avaliados apenas os ) g
verdadeiros positivos, calcula-se dividindo o

numero de casos positivos para ambos os testes o
pelo nimero de casos positivos para o teste Calcular sensibilidade
validado [1]. e especificidade

e) Entende-se por especificidade a
proporcao (%) de casos com resultados negativos
obtidos quando sao avaliados apenas os Y
verdadeiros negativos, calcula-se dividindo o
numero de casos negativos para ambos os testes

g si _ Valores N
pelo nimero de casos negativos para o teste L “~_ semelhantes? o
validado [1].
Y
Nota Final

Garantir pelo menos
30 casos positivos e

As normas apresentadas para a fase pré-analitica 30 negativos

sdo virtualmente validas para os outros :

marcadores imuno-histoquimicos da mama bem
como para HIS [1]. No entanto, deverao ser alvo
de apreciacao por um painel de especialistas ‘

especifico.
ol Calcular percentagem

de concordancia

Fluxograma Il - Algoritmo de decisées para calcular a percentagem
de concordancia para validagédo do teste
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