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EDITORIAL

Caros leitores,

apresentamos a edição nº17 da  mícron – Revista Técnica de Anatomia Patológica.

Para nós, enquanto Equipa Editorial da mícron, tem sido congratulante poder, ano após ano, publicar a 

actividade científica relevante que se tem vindo a efectuar na área de Anatomia Patológica.

Neste número são apresentados quatro artigos Originais de Investigação. O primeiro centra-se nas áreas 

de actuação da Fetopatologia e Antropologia Forense, dando um contributo relevante para a 

determinação da idade fetal à data da morte.

Seguidamente é apresentado um estudo sobre a comparação de três métodos de pós-processamento e o 

seu efeito na coloração de May-Grünwald Giemsa.

O terceiro artigo científico incide sobre o processo de fixação dos tecidos, fazendo uma comparação 

entre a fixação em formalina e em fixador molecular e a sua influência em diferentes técnicas 

histoquímicas.

Os autores do último artigo de investigação propõe-nos novas abordagens na intervenção do Técnico de 

Anatomia Patológica em comunidades escolares, demonstrando o contributo que este grupo profissional 

pode dar na transmissão de conhecimentos associados ao consumo do álcool em jovens adolescentes.

Nesta edição da revista mícron, foi ainda criado um novo “Espaço Informativo”, onde damos especial 

ênfase ao documento consenso resultante da reunião de um painel de especialistas, com vista à 

construção e estabelecimento de linhas de orientação técnica para a “determinação do status HER2 em 

carcinoma da mama para a realidade portuguesa”. 

Esperamos que esta edição da mícron suscite o interesse de todos os leitores e contribua para o 

constante enriquecimento técnico-científico dos estudantes e profissionais desta área.
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à data da morte na população portuguesa

1,2,3,4 5 1,3,4 2,6Cristiana Carneiro , Francisco Curate , Paula Borralho , E. Cunha

1 - Serviço de Anatomia Patológica - Hospital Garcia de Orta, EPE
2 - Delegação Sul do Instituto Nacional de Medicina Legal
3 - Faculdade de Medicina da Universidade de Lisboa
4 - Escola Superior de Tecnologia da Saúde de Lisboa
5 - Centro de Investigação em Antropologia e Saúde Departamento de Ciências da Vida (Antropologia), Faculdade de Ciências 
e Tecnologia, Universidade de Coimbra 
6 - Departamento de Ciências da Vida Universidade de Coimbra/ Centro de Ciências Forenses

Correspondência para Cristiana Carneiro – e-mail: cristianacarneiro@sapo.pt

RESUMO

A estimativa da idade gestacional (IG) em restos cadavéricos fetais é importante em contextos forenses. 

Para esse efeito, os especialistas forenses recorrem à avaliação do padrão de calcificação dentária e/ou 

ao estudo do esqueleto. Neste último, o comprimento das diáfises de ossos longos é um dos métodos 

mais utilizados, sendo utilizadas equações de regressão de obras pouco atuais ou baseadas em dados 

ecográficos, cujas medições diferem das efetuadas diretamente no osso.

Este trabalho tem como objetivo principal a obtenção de equações de regressão para a população 

Portuguesa, com base na medição das diáfises de fémur, tíbia e úmero, utilizando radiografias post-

mortem.

A amostra é constituída por 80 fetos de IG conhecida. Tratando-se de um estudo retrospectivo, os casos 

foram selecionados com base nas informações clínicas e anatomopatológicas, excluindo-se aqueles cujo 

normal crescimento se encontrava efetiva ou potencialmente comprometido. 

Os resultados confirmaram uma forte correlação entre o comprimento das diáfises estudadas e a IG, 

apresentando o fémur a correlação mais forte (r=0.967; p <0,01). Assim, foi possível obter uma equação 

de regressão para cada um dos ossos estudados. 

Concluindo, os objetivos do estudo foram atingidos com a obtenção das equações de regressão 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, Diáfises de osso longos, Radiografia, Equações de 

regressão, Antropologia Forense

INTRODUÇÃO

A Antropologia Forense (AF) pode ser definida 

genericamente como a aplicação de métodos e 

conhecimentos da antropologia física ou 

biológica a questões médico-legais [1-3]. 

Tradicionalmente, esta área das ciências 

forenses era aplicada a restos cadavéricos em 

fase de esqueletização ou completamente 

esqueletizados. Atualmente, a definição é 

alargada de modo a incluir a colaboração no 

estudo de cadáveres em variados estados de 

decomposição e de indivíduos vivos [2], ou seja, 

nos últimos anos a AF tem vindo a aumentar as 

suas competências, as metodologias utilizadas 

têm sido aprimoradas e o campo de atividade foi 

consideravelmente alargado; por outras 

palavras, tal como acontece com outras ciências 

forenses, a AF é multidisciplinar e está em franca 

expansão [4].  

Em Portugal, a inexistência de uma licenciatura 

específica em Antropologia Forense implica que 

o seu ensino seja feito essencialmente a nível 

pós-graduado. Alguns exemplos disso são a 

presença do módulo de Antropologia Forense em 

cursos do 2º ciclo (Mestrado em Medicina Legal e 

Ciências Forenses), Curso de Pós-Graduação em 

Antropologia Forense e o 3º ciclo (Doutoramento) 

em Antropologia da Faculdade de Ciências e 

Tecnologia da Universidade de Coimbra, que tem 

3 ramos de especialização, sendo um deles a 

Antropologia Forense [5].

Na prática, quando se trata de analisar restos 

cadavéricos, o que inclui os casos aos quais esta 

mícronRevista Técnica de Anatomia Patológica
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investigação se dirige, os principais objetivos 

prendem-se com a identificação positiva de 

restos esqueletizados, calcinados ou em 

avançado estado de decomposição através do 

estabelecimento do perfil biológico e da deteção 

de fatores de individualização. Sempre que 

possível são perscrutadas as circunstâncias da 

morte. O perfil biológico é estabelecido por 

quatro parâmetros fundamentais: idade à data 

da morte, afinidade populacional, sexo e 

estatura [6]. 

O estabelecimento do perfil biológico reveste-se 

de maior dificuldade quando se trata de 

indivíduos não adultos, grupo no qual se incluem 

fetos e recém-nascidos (RN), a população-alvo 

deste estudo. De todos os parâmetros 

supracitados, a estimativa da idade à data da 

morte de indivíduos não adultos é aquele que 

tem resultados mais fiáveis [7]. Este parâmetro é 

de extrema importância e, quando se trata de 

fetos e RN, deve ser o mais preciso possível, 

designadamente para a determinação da 

viabilidade fetal (potencial de sobreviver fora do 

útero após o parto), sendo que o limiar para a 

sobrevivência fora do útero, nas melhores 

condições atuais, se situa entre as 22 e as 23 

semanas de gestação [8]; para apoiar a 

investigação de casos de aborto sendo que, 

segundo a Organização Mundial de Saúde, 

considera-se ‘aborto’ uma interrupção de 

gravidez antes que o feto atinja a viabilidade [8] 

e o Código Penal Português considera “Crime 

contra a vida intrauterina” o aborto nas 

condições descritas no Artigo 140º [9]; para 

apoiar a investigação de casos de infanticídio, 

que inclui “mãe que matar o filho durante ou 

logo após o parto e estando ainda sob a sua 

influência perturbadora” e “exposição ou 

abandono” que resulte na morte do RN, 

conforme consta nos Artigos 136º e 138º do 

Código Penal Português, respetivamente [9].

Para determinar a idade em indivíduos sub-

adultos, de modo geral, utilizam-se dois 

métodos: o desenvolvimento da dentição e o 

crescimento e maturação do esqueleto. O 

desenvolvimento da dentição provê informação 

mais fidedigna do que o do esqueleto, pelo que 

se  cons ide ra  ma i s  sensa to  u t i l i za r  

preferencialmente o primeiro parâmetro cujos 

resultados devem ser cruzados com os do 

segundo [10, 11].

Este estudo debruça-se sobre o comprimento das 

diáfises de três ossos longos: o fémur, a tíbia e o 

úmero. A utilização destas estruturas neste tipo 

de estudo justifica-se por vários fatores:

• São considerados os maiores e mais 

robustos e portanto mais resistentes à 

decomposição o que os torna mais facilmente 

recuperáveis [11, 12];

• O comprimento das diáfises aumenta 

proporcionalmente com o comprimento corporal 

total do feto, estando esta relação presente 

desde o início do processo de ossificação [12]; 

• Outros ossos são mais difíceis de 

identificar em fetos, por não apresentarem os 

aspetos anatómicos que os tornam caraterísticos 

no adulto [12];

• A medição destas estruturas é muito 

mais simples de realizar do que a medição de 

ossos chatos com curvaturas e ângulos [12].

Nesta área, a obra de Fazekas e Kósa, “Forensic 

Fetal Osteology”, publicada em 1978, continua a 

ser a referência, apesar de atualmente haver a 

necessidade de realizar estudos para a criação 

de valores de referência para cada população 

[12, 13]. Além disso, o trabalho realizados por 

aqueles autores (Fazekas e Kósa) é baseado 

numa amostra constituída por ossos secos 

provenientes de 138 fetos. A amostra não é 

documentada, ou seja, não existem informações 

sobre a idade gestacional, sendo a sua 

determinação baseada somente na bem 

conhecida relação entre as medições realizadas 

e o consequente cálculo do comprimento do 

feto, a partir do qual se extrapola a idade [11, 

12]; assim, são necessárias duas fórmulas para o 

cálculo da IG.

O presente estudo tem como objetivo principal a 

criação de equações de referência para a 

população Portuguesa para a estimativa da idade 

de fetos e recém-nascidos ou nados-mortos, 

através da medição radiográfica das diáfises de 

ossos longos. Para validar os resultados, 

procedeu-se à comparação entre a equação 

obtida para o fémur e as equações obtidas por 

outros estudos de referência.

Pretende-se assim contribuir para suprir uma 

lacuna relativa à uniformização dos parâmetros 

utilizados para a determinação da idade à data 

da morte em fetos [14]. Este dado é 

particularmente importante, pois quando se 

pretende traçar um perfil biológico, é 

imprescindível aplicar dados de comparação 

baseados em amostras recentes e específicas 

para a população-alvo [15].

MATERIAIS E MÉTODOS

Sendo este trabalho um estudo retrospetivo que 

se baseia nos dados recolhidos no decurso 

habitual de autópsia clínica fetal para a qual foi 

obtida autorização, não houve contato adicional 

com os fetos, apenas com os processos. 
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Garantiu-se, também, o anonimato dos titulares 

dos dados. Por estes motivos, considerou-se 

prescindível o consentimento informado.

Foram selecionados fetos e nados-mortos aos 

quais se realizou autópsia clínica no Serviço de 

Anatomia Patológica do Hospital Garcia de Orta, 

E.P.E, em Almada. A amostra foi escolhida a 

partir de autópsias efetuadas entre 2001 e 2010. 

Foram incluídos no estudo fetos:

• De gravidezes vigiadas e com IG 

conhecida (determinada por ecografia 

obstétrica);

• Sem restrição de crescimento 

intrauterino diagnosticada; 

•  S e m  c r o m o s s o m o p a t i a s  o u  

malformações envolvendo os membros;

• Apresentando vários graus de 

maceração, excluindo-se aqueles cujo óbito 

aparentava ter ocorrido há mais de uma semana;

• De gravidezes gemelares, sem 

crescimento discordante, com IG inferiores a 32 

semanas. 

As radiografias foram disponibilizadas através de 

uma aplicação informática, designada 
®Centricity , da General Electric Company, pelo 

que se optou por imprimir e efetuar as medições 

em papel. O instrumento de medição foi uma 

régua de metal com graduação a 0,5 milímetros 

(mm). 

Obtiveram-se as medidas máximas das diáfises 

do úmero, do fémur e da tíbia. Sempre que 

possível, a medição foi feita com o feto na 

posição anteroposterior (AP), de modo a evitar a 

sobreposição das estruturas ósseas (Figura 1); 

quando isso não foi possível, recorreu-se à 

imagem de perfil (Figura 2).

Os dados recolhidos foram analisados com 
®recurso à aplicação informática SPSS  (Statistical 

Package for the Social Sciences) versão 17.0, 
®para Windows . 

A aná l i se  do  e r ro  i n t ra -observador  

(reiterabilidade) e o erro inter-observador 

(reprodutibilidade), aplicando o erro técnico da 

medida (TEM) [16], foi efetuada com base numa 

amostra da população de estudo escolhida 

aleatoriamente, constituída por radiografias de 

quinze fetos. 

A distribuição da amostra, no que diz respeito às 

medidas obtidas para cada diáfise, foi avaliada 

pelos testes de Kolmogorov-Smirnov e Shapiro-

Wilk. A homogeneidade das variâncias foi 

avaliada pelo teste de Lavene.  

Procedeu-se à análise das relações lineares entre 

as variáveis contínuas comprimento da diáfise e 

IG pelo coeficiente de correlação de Pearson (r) e 

o coeficiente de determinação (r2) que indica a 

proporção da variação que pode ser explicada 

pela regressão, sendo possível obter equações de 

regressão. 

Por fim, foram comparadas duas equações 

calculadas para o fémur por outros autores com a 

equação obtida neste estudo. 

RESULTADOS

Pa r a  a f e r i r  a  r e i t e r a b i l i d a d e  e  a  

reprodutibilidade foram calculados o erro intra-

observador e o erro inter-observador. Os 

resultados mostraram, em ambas as situações, 

que os valores eram aceitáveis (Tabela I). 

Concluiu-se, deste modo, que o método de 

medição utilizado é válido. 

Considerou-se que as variáveis estudadas 

apresentam uma distribuição gaussiana e 

homogeneidade das variâncias. Assim, os testes 

estatísticos aplicados neste estudo são 

paramétricos.

O coeficiente de correlação de Pearson (r) 

mostrou um grau de relação linear muito forte 

entre as variáveis IG e as medidas do fémur, da 

tíbia e do úmero, pois o valor aproxima-se de 1. 

Figura 1 - Radiografia típica – posição anteroposterior

Figura 2 - Radiografia típica – posição lateral
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O fato de ser um valor positivo indica que à 

medida que uma variável aumenta, a outra 

também aumenta. O valor mais elevado, ou seja, 

a associação mais forte existe entre o fémur e a 

IG (r=0,967; p=0,000). A correlação entre a IG e o 

comprimento da tíbia é também muito robusto 

(r=0,959; p=0,000) tal como acontece com o 

úmero (r=0,964; p=0,000).

O coeficiente de determinação (r2 Linear) é 

0,935 para o fémur, ou seja, 93,5% da variação do 

comprimento do fémur correlaciona-se com a 

idade gestacional (em semanas). O mesmo 

acontece para a tíbia (0,919 ou 91,9%) e para o 

úmero (0,929 ou 92,9%). Pode-se, portanto, 

concluir que as equações de regressão podem ser 

de grande utilidade na estimativa da IG a partir 

do comprimento das diáfises estudadas, visto o 

valor de r2 ser muito próximo de 1 [17, 18].

As equações de regressão obtidas neste estudo 

para cada uma das diáfises estudadas, tendo 

como objetivo a estimativa da IG em semanas, 

estão registadas na Tabela II.

Por fim, a nova equação foi comparada com duas 

fórmulas que utilizam o fémur (considerado o 

osso 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 referência nesta área, e 

a de Adalian, por utilizar um método e uma 

população semelhantes ao presente estudo 

[11, 19]. Todos os estudos são baseados em 

imagens radiográficas e utilizaram amostras 

identificadas, nomeadamente no que diz 

respeito à IG. A análise dos resíduos (diferença 

entre valor calculado e valor real) obtidos pelas 

três equações mostra que não existem diferenças 

muito evidentes na predição da IG entre a 

equação de Adalian e a equação do atual estudo, 

rondando a média dos resíduos uma diferença de 

cerca de 1,5 semana entre a IG real e a IG 

estimada em ambos os casos. A equação de 

Scheuer e Black apresenta tendência para 

sobrestimar a IG, sendo a média da diferença 

entre IG real e estimada de 2,74 semanas.

DISCUSSÃO

Os resultados obtidos e descritos neste estudo 

confirmam que existe uma correlação linear 

alta entre a IG e o comprimento de cada uma 

das diáfises em estudo. O valor mais elevado foi 

obtido para o fémur (r=0,967; p=0,000), o que 

indica que a medição desta diáfise é a mais 

fiável por se relacionar mais com a IG. Esta 

conclusão vai ao encontro dos resultados 

obtidos por outros trabalhos nesta área [19-21]. 

Estes resultados permitiram estabelecer uma 

equação de regressão para cada osso em 

estudo, pois os coeficientes de correlação (r2) 

estão muito próximos de 1, o que corresponde a 

dizer que o aumento do comprimento das 

diáfises se correlaciona de forma muito robusta 

com o aumento da idade gestacional (93,5% 

Tabela II - Equações de regressão obtidas para cada um dos três ossos estudados

Tabela I - Valores obtidos para os erros intra e inter-observador nas medições efetuadas
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para o fémur, 91,9% para a tíbia e 92,9% para o 

úmero).

A nova equação de regressão obtida para o 

fémur foi comparada com as fórmulas de 

Scheuer e Black [11] e de Adalian [19], 

permitindo afirmar que a sua utilização é 

válida, sendo particularmente importante o 

facto de ser baseada numa amostra 

identificada retirada da população Portuguesa, 

apresentando todas as condições para poder 

ser testada numa amostra mais alargada.

Futuramente pretende-se aumentar a amostra 

e incluir a medição de outros ossos longos. Para 

além disso, para garantir a possibilidade de 

aplicação das equações em diferentes 

cenários, planeia-se testá-las em osso seco.
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RESUMO

O processamento de amostras citológicas em meio líquido e a coloração de May-Grünwald Giemsa 

(MGG) fazem parte da rotina em anatomia patológica. Na origem desta investigação esteve a 
®possibilidade do uso desta coloração em amostras processadas em ThinPrep  (TP). Estudou-se a fase 

compreendida entre o processamento de amostras em TP e a coloração com MGG – pós-processamento. 

O objetivo do estudo consistiu em avaliar diferentes métodos de pós-processamento em amostras de 

secreções brônquicas processadas pela metodologia TP e coradas com MGG.

Utilizaram-se 32 amostras de secreções brônquicas, processadas em TP. De cada amostra obtiveram-se 

três lâminas, nas quais se aplicaram três métodos de pós-processamento: secagem ao ar; imersão em 

solução salina de tampão Tris; imersão em etanol a 96%. Realizou-se a coloração de MGG e as lâminas 

foram avaliadas por três avaliadores independentes, relativamente à constituição da amostra e 

qualidade da coloração. Este último parâmetro resultou da soma da pontuação obtida para os detalhes 

nuclear e citoplasmático (escala de 0 a 4 valores). Aplicaram-se os testes estatísticos One-Way ANOVA 

(p=0,05) e de Tukey.  

Para a qualidade de coloração, os métodos imersão em solução tampão, imersão em etanol a 96% e 

secagem ao ar obtiveram a pontuação média de 2,39 (s=1,309), 2,15 (s=1,248) e 1,22 (s=1,250), 

respetivamente. Verificou-se que existia diferença estatisticamente significativa entre o método 

secagem ao ar e os métodos imersão em solução tampão e em etanol a 96% (p=,000).  

O pós-processamento por secagem ao ar demonstrou qualidade da coloração não aceitável, ou seja 

pontuação média inferior a 2 valores. Pelo contrário, os pós-processamentos por imersão em solução 

tampão e em etanol a 96% apresentaram qualidade de coloração aceitável, podendo ser utilizados na 

rotina laboratorial para coloração com MGG de amostras processadas em TP.

®PALAVRAS-CHAVE: Amostras citológicas, ThinPrep , Coloração de May-Grünwald Giemsa, Pós-

processamento

INTRODUÇÃO

O processamento de amostras de ginecologias 
®pela metodologia ThinPrep  tem sido bastante 

aplicado na última década e sua utilização em 

amostras de citologia não ginecológica tem 

ganho popularidade, havendo estudos que 

referem va lores  de  sens ib i l idade  e  

especificidade superiores a 90% [1]. Este método 

apresenta diversas vantagens, reportadas em 

estudos que o comparam com a utilização de 

esfregaços convencionais [1-5].

Na generalidade dos laboratórios de Anatomia 

Patológica (AP), a coloração de Papanicolaou 

(PAP) é a mais utilizada em amostras de citologia. 

Esta coloração é aplicada em lâminas cujas 

células são previamente fixadas em etanol a 96%, 

ou outro reagente com características 

semelhantes [6-7]. Assim, quando uma amostra é 
®processada no ThinPrep , após a transferência 

das células para a lâmina, esta é depositada num 

copo recetor que contém etanol a 96% [3]. 

Existe outra coloração comummente utilizada 

em citopatologia – a coloração de May-Grünwald 

Giemsa (MGG). Tem como caraterística permitir 

a visualização de forma pormenorizada de 

diversas características citoplasmáticas, a 

evidenciação de material extracelular e a 
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visualização de microorganismos e é aplicada em 

lâminas secas ao ar [7-9]. Recentemente foram 

publicados estudos que reportam a utilização da 

coloração de MGG em amostras sujeitas ao 
®processamento no ThinPrep , com obtenção de bons 

resultados na qualidade final das lâminas [10-11].

O processamento das amostras citológicas no 
®equipamento ThinPrep  e a coloração de MGG são 

dois procedimentos da técnica citológica que, em 

conjunto, seriam vantajosos na rotina laboratorial. 

De forma a investigar esta temática, considerou-se 

pertinente estudar a fase compreendida entre o 
®processamento no ThinPrep  e a coloração da 

amostra com MGG, designada por pós-

processamento. Esta fase tem como função a 

preparação das células para a coloração de MGG, 
®após processamento das amostras no ThinPrep . A 

questão para a qual se pretendeu obter resposta foi: 

qual o método de pós-processamento para lâminas 
®processadas no ThinPrep  que permite obter melhor 

coloração de MGG?

Foram, então, selecionados três métodos de pós-

processamento distintos: secagem ao ar, imersão em 

solução salina de tampão Tris (TBS) e imersão em 

etanol a 96%. A escolha do método de pós-

processamento por secagem ao ar foi devida ao facto 

de a coloração em causa ser aplicada em lâminas 

secas ao ar. Para além disso, num estudo efetuado 

anteriormente, em que se realizou a coloração de 
®MGG em amostras processadas no ThinPrep , os 

autores optaram por deixar as lâminas secar ao ar 

[5]. Por sua vez, a escolha da imersão em solução 

tampão esteve relacionada com a utilização, no 

mesmo estudo, de uma solução tampão fosfato de 

sódio, como primeiro passo da coloração de MGG. 

Por fim, a utilização de etanol a 96% baseou-se no 

facto de ser recomendada, pelo fabricante do 
®equipamento ThinPrep , a imersão da lâmina nessa 

solução imediatamente após o processamento.

Tendo em conta a questão de investigação 

formulada, o objetivo geral deste estudo consistiu 

em avaliar o desempenho dos métodos de pós-

processamento por secagem ao ar, imersão em 

solução tampão e etanol a 96% em amostras de 
®secreções brônquicas processadas no ThinPrep  e 

coradas com MGG.

Os objetivos específicos foram, entre os três 

métodos: 

1. Comparar a presença de sangue e/ou 

detritos, muco, microrganismos e estruturas acelulares; 

2. Comparar cada parâmetro de avaliação 

da qualidade da coloração de MGG – detalhe nuclear 

e detalhe citoplasmático; 

3. Comparar as pontuações da qualidade da 

coloração de MGG; 

4. Identificar qual o método que possui a 

média mais elevada da pontuação da qualidade da 

coloração de MGG. 

MATERIAL E MÉTODOS

Casos em Estudo

Para testar os três métodos de pós-processamento, 

foram selecionadas amostras de secreções 

brônquicas. Uma vez que para se realizar o 
®processamento no ThinPrep  as amostras devem 

ter no mínimo 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 necessário. Foram, então, 

selecionadas 32 amostras de secreções brônquicas 
®fixadas em PreservCyt , que tivessem volume igual 

ou superior a 15 ml e cujas lâminas de arquivo 

apresentassem boa celularidade. 

Procedimento Experimental

O processamento foi realizado no processador 
®ThinPrep  2000 da mesma forma para todas as 

amostras, seguindo as indicações do fabricante. 

O copo recetor da lâmina encontrava-se vazio 

(Lâminas A), com solução tampão (Lâminas B) ou 

com etanol a 96% (Lâminas C), consoante o 

método de pós-processamento a aplicar. 

Depois de serem retiradas do processador, as 

lâminas foram sujeitas aos métodos de pós-

processamento. As lâminas A secaram ao ar à 

temperatura ambiente no mínimo durante 10 

minutos, as B permaneceram 30 segundos no 

copo recetor com solução tampão e as C ficaram 

10 minutos num recipiente com etanol a 96%. 

Tanto as lâminas B como as C secaram ao ar à 

temperatura ambiente, no mínimo durante 10 

minutos. Todas as lâminas foram coradas e 
®montadas no equipamento Tissue-Tek  

® ® ®
Prisma /Film , da Sakura . 

Recolha de Dados

As lâminas foram avaliadas ao microscópio 

ótico, com recurso a uma grelha de avaliação, 

tendo em conta os parâmetros: presença de 

sangue e/ou detritos, muco, microorganismos e 

estruturas acelulares, detalhes nuclear e 

citoplasmático e qualidade da coloração de 

MGG (Tabela I). 

Por forma a avaliar se o instrumento de medida 

construído era adequado ao objeto de estudo, 

foi realizado um pré-teste ao mesmo. O pré-

teste permitiu também reduzir a influência da 

variabilidade inter-observador.

Foram selecionados três observadores, técnicos 

de AP experientes na observação microscópica 
®de lâminas de amostras processadas no ThinPrep  

e de lâminas de secreções brônquicas, 

pertencentes ao mesmo serviço de AP.

Uma vez que se consideraram independentes as 

observações dos três observadores, foi obtido um 

total de 288 eventos. 
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Procedimentos Estatísticos

Definiu-se a variável aleatória qualidade da 

coloração de MGG como a soma da pontuação 

obtida nos parâmetros detalhe nuclear e 

detalhe citoplasmático, podendo a mesma 

tomar valores entre 0 e 4. 

Os parâmetros da avaliação da amostra não 

foram tidos em conta para a qualidade da 

coloração de MGG, na medida em que, como 

os mesmos poderiam não estar presentes nas 

amostras, poderia surgir algum enviesamento 

de resultados.

Estabeleceu-se um valor limite, ou cut-off, 

para a classificação da qualidade da 

coloração. Determinou-se que uma qualidade 

aceitável da coloração não deveria admitir 

nenhum dos dois parâmetros avaliados 

com valor 0 – “Inadequado” –, tendo 

obrigatoriamente uma pontuação igual ou 

superior a 2.

Foi efetuada análise 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 pós-

processamento estudados, algum possuía uma 

média mais elevada de pontuações, foi obtido 

um gráfico de médias.
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RESULTADOS 

Avaliação da Amostra

Relativamente ao parâmetro sangue e/ou 

detritos, verificou-se que nos três métodos de 

pós-processamento houve maior frequência 

absoluta de observações “Presente, que 

obscurece a avaliação” e menor de observações 

”Presente, que não obscurece a avaliação“. Para 

além disso, constatou-se que o método de pós-

processamento por imersão em solução tampão 

foi o que apresentou maior frequência absoluta 

de observações “Presente, que não obscurece a 

avaliação”.

No caso do parâmetro muco, os três métodos de 

pós-processamento apresentaram maior 

frequência absoluta de observações “Presente, 

em quantidade moderada” e menor de 

observações ”Presente, em quantidade 

abundante“.

Maioritariamente, todos os métodos permitiram,  

uma coloração adequada dos microorganismos. 

A influência do pós-processamento na 

evidenciação das estruturas acelulares não 

difere de método para método. No entanto, os 

métodos estudados não propiciaram, na maioria 

dos casos observados, uma coloração adequada 

das estruturas. 

Avaliação da Coloração de MGG: Detalhe 

Nuclear e Detalhe Citoplasmático

Relativamente ao parâmetro detalhe nuclear, 

constatou-se que o método de pós-processamento 

por secagem ao ar apresentou maior frequência 

absoluta de observações “Moderadamente 

adequado”. No caso do método de pós-

processamento por imersão em solução tampão, 

houve maior frequência absoluta de observações 

“Totalmente adequado” e o pós-processamento 

por imersão em etanol a 96% apresentou maior 

f requênc ia  abso luta  de  observações  

“Moderadamente adequado” (Gráfico I, A). 

Quanto ao parâmetro detalhe citoplasmático, 

verificou-se que o método de pós-processamento 

por secagem ao ar apresentou maior frequência 

absoluta de observações “Inadequado” e os 

métodos por imersão em solução tampão e por 

imersão em etanol a 96% obtiveram maior 

f requênc ia  abso luta  de  observações  

“Moderadamente adequado” (Gráfico I, B).

Nos métodos de pós-processamento em estudo, 

constatou-se que em nenhuma observação se 

considerou em simultâneo o detalhe nuclear como 

“Totalmente adequado” e o detalhe citoplasmático 

como “Inadequado”, e vice-versa. Assim, foi possível 

considerar, para a qualidade da coloração de MGG, 

dois pontos como o valor mínimo para a sua 

aceitação.

Tabela I – Grelha de avaliação e respetiva legenda
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Gráfico I – A: Frequências absolutas das observações para o parâmetro detalhe nuclear 
                B: Frequências absolutas das observações para o parâmetro detalhe citoplasmático

Gráfico II – Frequências absolutas das pontuações da qualidade da coloração de MGG

No método de pós-processamento por secagem 

ao ar, houve maior frequência absoluta de 

observações em que se consideraram ambos os 

detalhes “Inadequado” (38 observações em 96 

possíveis).

No método de pós-processamento por imersão 

em solução tampão, houve maior frequência 

absoluta de observações em que se consideraram 

ambos os detalhes “Moderadamente adequado” 

(30 em 96). No entanto, o número de 

observações em que ambos os detalhes foram 

considerados “Totalmente adequado” foi 

bastante próximo ao anterior (27 em 96).

Quanto ao método de pós-processamento por 

imersão em etanol a 96%, também houve maior 

frequência absoluta de observações em que se 

c o n s i d e r a r a m  a m b o s  o s  d e t a l h e s  

“Moderadamente adequado” (33 em 96).

Avaliação da Coloração de MGG: Qualidade da 

Coloração de MGG

Verificaram-se diferenças na qualidade da 

coloração de MGG consoante o método de pós-

processamento aplicado, pois o método de pós-

processamento por secagem ao ar levou à 

obtenção de maior número de observações 

classificadas como “Qualidade da coloração de 

MGG não aceitável” (57 em 96) e os métodos por 

imersão em solução tampão e por imersão em 

etanol a 96% permitiram obter, maioritariamente, 

“Qualidade da coloração de MGG aceitável” (73 

em 96 e 69 em 96, respetivamente) (Gráfico II). As 

Figuras 1, 2 e 3 evidenciam a qualidade da 

coloração de MGG nas células das lâminas 

submetidas a pós-processamento por secagem ao 

ar, por imersão em solução tampão e por imersão 

em etanol a 96%, respetivamente.



Para além disso, verificou-se que o método de 

pós-processamento por imersão em solução 

tampão apresenta a média de pontuação da 

qualidade da coloração de MGG mais elevada e o 

método por secagem ao ar apresenta a média 

mais baixa (Gráfico III).

As diferenças na qualidade da coloração de 

cada método de pós-processamento são 

estatisticamente significativas (α = 0,05). O 

teste de Tukey permitiu identificar que 

exist iam diferenças estat ist icamente 

significativas entre o método de pós-

processamento por secagem ao ar e os métodos 

de pós-processamento por imersão em solução 

tampão e por imersão em etanol a 96%. 

No entanto, não existem diferenças 

estatisticamente significativas entre o método 

de pós-processamento por imersão em solução 

tampão e o método de pós-processamento por 

imersão em etanol a 96%.

DISCUSSÃO

Verificou-se que os métodos de pós-

processamento estudados não têm uma elevada 

influência nos parâmetros da avaliação da 

amostra. No que diz respeito à avaliação da 

coloração de MGG, o método de pós-

processamento por imersão em solução tampão 

foi o método que permitiu obter melhores 

resultados. 

No entanto, como os métodos de imersão em 

solução tampão e de imersão em etanol a 96% 

apresentaram uma qualidade de coloração 

aceitável e não diferiram entre si de forma 

estatisticamente significativa, ambos poderão 

ser utilizados na rotina laboratorial. 

Importa referir que os autores consideraram 

que a escassa literatura relacionada com as 

temáticas abordadas neste estudo dificultou a 

comparação dos resultados obtidos com os de 

outros estudos realizados. O
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Figura 1 – Células submetidas a pós-processamento
por secagem ao ar (MGG, 400x)

Figura 3 – Células submetidas a pós-processamento 
por imersão em etanol a 96% (MGG, 400x)

Gráfico III – Gráfico de médias da qualidade da coloração de MGG 

Figura 2 – Células submetidas a pós-processamento 
por imersão em solução tampão TBS (MGG, 400x)
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 De acordo com as conclusões desta investigação, 

considera-se que seria interessante analisar 

outros métodos de pós-processamento, 

comparando-os com os estudados. Para além 

disso, a aplicação dos mesmos métodos de pós-

processamento utilizando outro tipo de amostras 

citológicas, nomeadamente de citologia 

aspirativa por agulha fina, poderia trazer outras 

conclusões relevantes.
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RESUMO

A Formalina 10% Tamponada (FNT 10%) é considerada o fixador de eleição nos Laboratórios de Anatomia 

Patológica. Contudo, a exposição a esta substância acarreta riscos para a saúde dos técnicos. A 

International Agency for Research on Cancer (IARC) classificou-a como cancerígeno humano e estudos 

relevam uma correlação positiva entre a exposição a formaldeído e o desenvolvimento de leucemia e 

leucemia mielóide. Torna-se relevante alterar o processo de fixação substituindo a FNT 10% por outros 

fixadores melhorando estas questões.

Como tal, desenvolveram-se fixadores à base de outros compostos químicos que não formaldeído, como 

o Fixador Molecular Universal (UMFIX) que tem como base metanol e polietilenoglicol e que é 

usualmente utilizado com um processador rápido de micro-ondas. 

Pretende-se comparar as diferenças entre a fixação por FNT 10% e a fixação por UMFIX, em tecido 

hepático processado em processador rápido de micro-ondas, para as colorações de Hematoxilina-Eosina 

(H&E), Tricrómio de Gomori, Reticulina e PAS, através da qualidade final das lâminas testadas.

A coloração de H&E foi a única que apresentou diferenças estatisticamente significativas entre os dois 

fixadores (p=0,032; α<0,05; Mann-Whitney). O UMFIX apresenta-se como um substituto da FNT 10% para 

o processamento rápido em micro-ondas, pois além de apresentar lâminas com uma qualidade final 

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

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

INTRODUÇÃO

A primeira etapa da técnica histológica denomina-

se fixação, e é essencial para a realização de todos 

os passos subsequentes. Os tecidos vivos quando 

retirados do seu meio natural iniciam processos de 

degradação, como a autólise e a putrefação, sendo 

por isso imprescindível interromper estes 

processos, já que estes não são reversíveis, de 

forma a preservar os tecidos. Assim, a fixação tem 

como objetivo recriar nos tecidos as condições do 

seu meio de origem, tentando que o tecido visto ao 

microscópio, após a técnica histológica, possua as 

mesmas características que teria no estado in vivo 

[4-7].

O fixador de eleição nos Laboratórios de Anatomia 

Patológica (AP) é o formaldeído, por ser o mais 

conhecido no meio hospitalar, o menos dispendioso 

e de mais fácil obtenção. Este é um gás incolor, 

muito inflamável que quando solubilizado em água 

(até 40%) denomina-se formalina. Ao sofrer 

reações químicas, torna-se ácida, deteriorando as 

colorações, nomeadamente histoquímicas, sendo 

necessária a utilização de Formalina Tamponada a 

10% (FNT 10%) [2-6, 8-12].

Problemas associados a este fixador, como riscos 

para a saúde e degradação de RNA têm vindo a 

despertar nos investigadores a vontade de otimizar 

o processo de fixação substituindo a FNT 10% por 

outros fixadores, melhorando concomitantemente 

a higiene e segurança dentro dos Laboratórios de 

AP [ 6,13].

Assim, foram concebidos fixadores à base de 

outros compostos químicos que não o formaldeído, 

como é o caso do fixador molecular universal 

(UMFIX). Este fixador tem como base metanol e 

polietilenoglicol e, normalmente, é utilizado com 

um processador rápido de micro-ondas [5,13-14].  

A sua grande desvantagem, comparativamente 

com a FNT 10%, é o seu elevado custo [3,4,15].

É colocada a questão de baixo custo versus 

segurança, devendo a escolha basear-se nas 

necessidades, volume de trabalho e equipamentos 

de segurança disponíveis no serviço.

mícronRevista Técnica de Anatomia Patológica
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Existe escassa literatura acerca do UMFIX 

relativamente aos seus efeitos nos tecidos, nas 

etapas seguintes da técnica histológica, 

nomeadamente nas colorações especiais e de 

rotina Hematoxilina-Eosina (H&E) e, finalmente 

em relação a medidas de segurança. Marcas que 

comercializam este produto, como é o caso da 
®Sakura , referem que este fixador apresenta 

ótimos resultados em colorações especiais, de 

rotina, Imunohistoquímica (IHQ) e técnicas de 

Biologia Molecular [2,12,15]. 

Assim, propôs-se analisar a influência de cada 
® ®fixador, aliado ao processador Tissue-Tek  Xpress  

®x120 da Sakura , nas colorações de H&E e de 

histoquímica. A escolha residiu em tecido hepático 

por apresentar características que permitem 

utilizar várias colorações, ser de fácil obtenção e 

manuseamento. Desta forma, foi também 

necessário que as colorações histoquímicas 

tivessem pertinência no diagnóstico de patologias 

associadas a este tecido, decidindo-se testar as 

colorações histoquímicas que geralmente se 

aplicam rotineiramente às biopsias hepáticas: 

Tricrómio de Gomori, para reconhecer o grau de 

fibrose em patologias como a hepatite B e C, 

doença do fígado gordo, doença alcoólica do 

fígado e doenças biliares crónicas; Modificação da 

Coloração de Gomori e Snook, de modo a 

demonstrar o grau de necrose celular presente; e, 

a coloração de Periodic Acid Schiff (PAS), que 

revela a presença de glóbulos alpha-1 antitripsina 

nos hepatócitos, células de armazenamento nas 

doenças de Gaucher e Niemann-Pick e ainda 

anormalidades na membrana basal do ducto biliar 

em doenças biliares [4,16-24].

Questiona-se então se a qualidade final das 

lâminas fixadas com UMFIX será menor, igual ou 

maior quando comparada com as lâminas de 

tecidos fixados em FNT 10%, em processamento 

rápido de micro-ondas. 

MATERIAL E MÉTODOS 

Foi selecionado tecido hepático de vários suínos 

como amostra, cujo tempo decorrido entre a sua 

morte e a fixação foi de 24 horas. Retirou-se 10 

amostras para cada coloração a realizar, perfazendo 

um total de 40 amostras diferentes tendo cada as 

dimensões 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 incluídas em parafina. Foi efetuado 

um bloco histológico para cada amostra, a partir do 

qual foram obtidas duas secções, uma para cada 

coloração. Ao todo foram preparadas 80 secções 

histológicas que se constituíram como unidades de 

análise. O corte histológico de todos os blocos em 

estudo foi realizado de forma sucessiva, tendo sido 

utilizado o mesmo micrótomo definido para corte 

com espessura de 2 μm. As colorações histoquímicas 
®foram realizadas no Tissue – Tek  Prisma™/Film™ da 

®Sakura . Optou-se por realizar 4 colorações: PAS 

(Periodic Acid-Schiff (PAS) Stain Kit, Artisan™ código 

AR165), Reticulina/ Fast Red (Reticuline/ Nuclear 

Fast Red Stain Kit, Artisan™ código AR179), Tricrómio 

de Gomori (Gomori’s Green Trichome Stain Kit, 

Artisan™ código AR166) e H&E para cada um dos 

fixadores (FNT 10% e UMFIX). Em conjunto com as 

lâminas de coloração histoquímica seguiram 

também 3 lâminas com um corte de fígado de 

blocos-teste, uma para cada coloração 

histoquímica, destinada a servir como lâmina-

controlo. Para eliminar a maior quantidade possível 

de variáveis, foram utilizados aparelhos de 

coloração H&E e coloração histoquímica 

automatizados [25,26].

A avaliação das lâminas foi efetuada por três 

observadores independentes. Quantificou-se a 

qualidade final de cada uma das lâminas, para cada 

coloração, pela sua observação microscópica e com 

recurso a uma tabela de avaliação. Cada parâmetro 

obteve uma pontuação entre 0 e 4 (Tabela I).

Tabela I - Parâmetros, Factores de Ponderação e Algoritmo utilizados
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Efetuou-se a análise dos resultados através do 

software informático de análise estatística 
® ®informático IBM  SPSS  Statistics 20.0. Foi 

aplicado o teste estatístico de hipóteses de 

Mann-Whitney (α=0,05). 

RESULTADOS 

Os scores finais foram introduzidos no programa 

estatístico IBM SPSS Statistic 20.0 e calcularam-

se como medidas de dispersão os mínimos e 

máximos; como medida de tendência central 

calculou-se a mediana e calculou-se a dispersão 

quartal como medida de posição para cada um 

dos tipos de fixador e para cada uma das 

colorações (Tabela II). 

Para a coloração de H&E o mínimo obtido na 

fixação com UMFIX foi de 15,5 e de 16,5 na 

fixação com FNT 10% enquanto os máximos 

obtidos foram de 20,0 (UMFIX) e de 18,0 (FNT 

10%). A mediana relativa à 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 

próximos, sendo os valores da dispersão quartal 

baixos.

Na coloração de Tricrómio de Gomori o mínimo 

obtido foi 0,0 (FNT 10%) e de 10,5 (UMFIX), 

enquanto os máximos 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 à coloração Reticulina os mínimos foram 

de 12,0 (UMFIX) e de 13,5 (FNT 10%) enquanto os 

máximos  foram de 20,0  e  de 19,0  

respetivamente. 

O mínimo obtido para a coloração PAS foi 12,0 

(FNT 10%) e 12,5 (UMFIX) enquanto o máximo foi 

16,5 e 17,0 respetivamente. A média das 

medianas foi novamente mais elevada para o 

UMFIX, nas duas últimas colorações.

Em seguida, foi realizada a inferência 

estatística, de forma a comparar as 

classificações obtidas pelas colorações 

dependendo do tipo de fixador utilizado, para 

verificar se algum dos dois fixadores possui 

classificações mais elevadas que o outro. Para 

tal, utilizou-se o teste estatístico de Mann-

Whitney (Tabela III). No caso em estudo, 

pretende-se comparar apenas os resultados 

obtidos entre os dois fixadores, para cada 

coloração.

Pode-se verificar que os únicos valores p 

inferiores ao nível de significância (0,05) são os 

da coloração de H&E para o observador 1 

(p=0,032) e para o observador 2 (p=0,032), 

rejeitando-se assim a hipótese nula para estes 

dois casos, e aceitando-se para os casos 

restantes. 

Verifica-se assim apenas a existência de 

diferenças estatisticamente significativas nas 

classificações atribuídas às lâminas coradas com 

H&E entre os dois fixadores onde o UMFIX 

apresentou melhores resultados.

Tabela II - Mínimos, máximos, medianas e dispersões quartais calculadas a partir dos scores finais para cada fixador e para 
cada observador. Legenda: HE – Hematoxilina-Eosina, TG – Tricrómio de Gomori, R – Reticulina, PA – PAS, O-Observador
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DISCUSSÃO

Embora a preservação histomorfológica que o 

UMFIX faculta não seja idêntica à da FNT 10%, é 

relatado que essas diferenças são minor. É 

descrito que o UMFIX apresenta um brilho mais 

intenso na coloração de H&E, o que não afeta o 

estabelecimento de um diagnóstico correto 

[2,27]. Contudo, é preciso ter em consideração 

que os fixadores aldeídos, como a FNT 10%, têm 

s ido  ut i l i zados  ao  longo  dos  anos,  

proporcionando a familiarização das suas 

propriedades histopatológicas por parte de 

médicos-patologistas e de técnicos de AP, 

podendo dificultar a avaliação de lâminas 

fixadas com UMFIX.

Sabe-se que os fixadores coagulantes (como o 

UMFIX) conferem maior porosidade ao tecido que 

os fixadores não coagulantes (como o 

formaldeído). Assim, os fixadores coagulantes 

são benéficos para a impregnação em parafina, 

pois as suas moléculas penetram mais facilmente 

o tecido. Contrariamente, o cross-linking das 

pontes de metileno que ocorre devido à ação do 

formaldeído torna mais difícil a penetração de 

parafina [7].

Os resultados obtidos indicam que o FNT 10% 

confere bons resultados para todas as colorações 

realizadas [7].  No entanto, para este fixador, as 

classificações atribuídas à coloração de H&E 

foram as mais elevadas, contrastando com os 

valores mais baixos da classificação da qualidade 

das colorações atribuídos à coloração de 

Tricrómio de Gomori. Esta diferença pode dever-

se ao facto dos técnicos e patologistas estarem 

familiarizados com a coloração de H&E, fixada 

com FNT 10% por ser uma coloração de rotina. 

Tendo em conta que a coloração de Tricrómio de 

G o m o r i  a s s e n t a  n a  c o n j u g a ç ã o  d a  

permeabilidade do tecido com o tamanho das 

moléculas de corante e que a FNT 10% não torna o 

tecido muito permeável, as baixas classificações 

atribuídas (score 0.0) ao parâmetro da coloração 

das estruturas específicas e coloração de outras 

estruturas podem dever-se ao facto da malha 

proteica estar menos permeável. A fixação com 

formaldeído também cria cross-linking entre as 

pontes de metileno, logo as moléculas de 

corante têm maior dificuldade em atingir as 

células alvo, podendo diminuir a qualidade desta 

coloração [28].

Para a fixação com UMFIX, os observadores 

atribuíram resultados mais homogéneos entre as 

colorações, como esperado, já que este sendo 

um fixador coagulante não irá apresentar as 

mesmas limitações na coloração de Tricrómio de 

Gomori que ocorre com a fixação com 

formaldeído (Figura 1).

Quando comparando as classificações entre os 

dois fixadores, verifica-se que as classificações 

Tabela III -Teste de Hipóteses de Mann-Whitney para classificações atribuídas pelos 3 avaliadores 
às lâminas fixadas com 10% NBF e UMFIX, respectivamente, para todas as colorações efetuadas. 
Legenda: HE – Hematoxilina-Eosina, TG – Tricrómio de Gomori, R – Reticulina, PA – PAS, O-Observador



20 Maio de 2013                                                                                                                                            Edição nº 17

mícronRevista Técnica de Anatomia Patológica

Figura 2 - a) Lâmina H&E fixada com FNT 10% (400x); b) Lâmina H&E fixada com UMFIX (400x)

Figura 1 - a) Lâmina Tricrómio de Gomori fixada com FNT 10% cujo score foi de 0.0, sendo notória a presença de muitos artefactos (400x) 
                b) Lâmina Tricrómio de Gomori fixada com FNT 10% cujo score foi de 0.0, onde se verifica a ausência de preservação morfológica (400x) 
                c) Lâmina Tricrómio de Gomori fixada com UMFIX (400x)

da H&E para o UMFIX são superiores às da fixação 

com FNT 10%, o que é concordante com a 

literatura. Tal sucede, pois o UMFIX apresenta 

melhores capacidades de preservação dos ácidos 

nucleicos que a FNT 10%, facilitando a ligação da 

hematoxilina a estes constituintes [29].

Como tal, pode afirmar-se que o UMFIX 

apresenta resultados mais uniformes inter-

ob se r vado re s  e  i n t r a - ob se r vado re s ,  

apresentando uma mais-valia na sua utilização 

na rotina laboratorial, onde é necessário haver 

uniformidade na qualidade final das lâminas.
® ® ®O Tissue-Tek  Xpress  x120 da Sakura  possui 

como reagente o UMFIX, podendo ser o principal 

motivo para a discrepância de resultados entre a 

FNT 10% e o UMFIX em relação à preservação 

morfológica. 

No caso da coloração de H&E, a atribuição de 

scores mais baixos nas lâminas cujos tecidos 

foram fixados em FNT 10%, prende-se 

essencialmente pelo parâmetro da preservação 

da arquitetura celular, enquanto o UMFIX 

conferiu uma preservação de morfologia ótima, 

na maioria das suas lâminas. 

A H&E é a coloração standard para a 

interpretação de tecido hepático, permitindo 

observar o aspeto geral do tecido, decidindo a 

necessidade de elaborar colorações especiais a 

fim de estabelecer um diagnóstico correto. 

Desta forma, é imperativo que todos os detalhes 

estruturais sejam visualizados de forma correta, 

a partir de uma preservação da morfologia ótima 

e de uma intensidade de coloração adequadas. 

Desta forma, o fixador que mais se adequou a 

estas necessidades foi o UMFIX (Figura 2). 

Na coloração de Tricrómio 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 reações 

acima descritas. 

Em relação à coloração de Reticulina, apesar de o 

parâmetro de intensidade de coloração de 

estruturas específicas atribuir melhores 

resultados à FNT 10%, não houve claras 

diferenças entre os dois fixadores nos restantes 

parâmetros (Figura 3).

Finalmente, em relação à coloração de PAS, 

revelaram-se novamente melhores resultados de 

preservação morfológica para o UMFIX, porém 

melhores resultados de coloração de estruturas 

específicas para a FNT 10%, não tendo existido 

diferenças nos restantes parâmetros (Figura 4).
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RESUMO

Introdução: Atualmente, o consumo abusivo de álcool nos jovens inicia-se precocemente. Todavia, os 

problemas de saúde e os comportamentos de risco associados podem ser prevenidos ou reduzidos 

através de programas escolares efetivos. Neste contexto, os Técnicos de Anatomia Patológica (TAP), 

podem contribuir para proporcionar conhecimentos que promovam estilos de vida saudáveis. 

Objetivos: Procurou-se perceber o papel do TAP na promoção de comportamentos saudáveis nos alunos 

de 9º ano dos Agrupamentos de Escolas da Portela e Moscavide e Visconde Juromenha e, 

posteriormente, como pode o reforço dos conhecimentos relacionados com o álcool potenciar a adoção 

de estilos de vida saudáveis. 

Métodos: Aferiram-se, através de questionário, as práticas de consumo, crenças relativas ao álcool e 

conhecimentos dos alunos sobre as repercussões no organismo. O questionário foi aplicado ao Grupo de 

Estudo (GE), após a ministração de uma ação de informação e esclarecimento (AIE), e ao Grupo de 

Controlo (GC), sem a participação na ação.  

Resultados e Discussão: Verificou-se um score médio de 48,8% para o GE e de 46,2% para o GC. A 

diferença entre GE e GC apenas foi estatisticamente significativa no Agrupamento de Escolas da Portela 

e Moscavide, onde a AIE conduziu a um aumento do nível de conhecimentos. 

Conclusões: A intervenção do TAP nas escolas permite, através de AIE’s com abordagens práticas, uma 

maior retenção de informação. Os conhecimentos teóricos aliados à prática permitem que os 

adolescentes desenvolvam uma perceção informada sobre os impactos do álcool na saúde contribuindo 

para determinar a adoção de estilos de vida saudáveis. 

PALAVRAS-CHAVE:  Promoção de Saúde; Comportamentos de Risco; Adolescentes

INTRODUÇÃO

A promoção da saúde traduz-se na “capacitação 

das pessoas e comunidades para modificarem os 

determinantes da saúde em benefício da própria 

qualidade de vida” [1,2] e permite sobretudo 

prevenir. Uma das suas limitações relaciona-se 

com a participação das pessoas e a subsequente 

mudança de comportamentos [2,3]. Em 

Portugal, é vital a implementação de programas 

que permitam a adoção de comportamentos 

saudáveis face a substâncias aditivas como o 

álcool. O consumo deste inicia-se precocemente 

entre os 11 e os 13 anos e cerca de 20% dos jovens 

não associa risco ao binge drinking [4,5]. 

Este facto adquire maior relevância se 

considerarmos que o abuso do álcool é, 

atualmente, a terceira causa de morte e um fator 

agravante ou diretamente causador de cerca de 

¼ do conjunto global de doenças. De facto, o 

efeito cancerígeno do álcool está definido, 

existindo uma relação entre o consumo de álcool 

e o cancro primário do fígado [6,7].

Os problemas de saúde e os comportamentos de 

risco associados ao consumo nocivo podem ser 

prevenidos ou reduzidos através de programas de 

saúde escolar efetivos. Apelar à participação dos 

jovens nas decisões de forma consciente e 

informada dos riscos deve ser o mecanismo 

escolhido para a prevenção [5,8,9]. 

A promoção da saúde e a prevenção da doença 

têm uma abordagem privilegiada em ambiente 

escolar. Por ser um local propício a transmissão e 

partilha de informação, facilita a aquisição de 
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c o n h e c i m e n t o s  q u e  p o d e m  g e r a r  

comportamentos saudáveis num processo que 

sustente a autonomia de decisão.  

Os profissionais de saúde, como os TAP, podem 

intervir na promoção da saúde e prevenção da 

doença através da partilha de conhecimento e 

utilizando a prática como meio demonstrativo 

das consequências dos estilos de vida não 

saudáveis [10]. 

Ao mesmo tempo que se aprofundam as áreas 

existentes da Anatomia Patológica, assiste-se à 

emergência de novas perspetivas que são desafiantes 

para os TAP. Como tal, os saberes existentes devem 

adequar-se a novas áreas (e.g. educação para a saúde) 

acrescentando novas valências à profissão, sem 

receio de se perder a identidade.

Neste contexto, o estudo descritivo-

correlacional apresentado teve como meta 

aferir a importância da intervenção do TAP na 

promoção de saúde em adolescentes, no 

âmbito do consumo de álcool e as suas 

repercussões. A intervenção foi realizada na 

comunidade educat iva  do  9ºano de  

escolaridade dos Agrupamentos de Escolas da 

Portela e Moscavide (AEPM) e Visconde de 

Juromenha (AEVJ), ambas situadas na sub-

região da Grande Lisboa. A mesma visou a 

realização de uma AIE quanto às repercussões 

do consumo de álcool no organismo humano, 

especialmente a nível hepático, abordando, 

através da exposição de órgãos com patologias 

(metodologias ativas), os temas hepatite 

alcoólica, esteatose, cirrose e carcinoma 

hepatocelular. 

Para a apreciação do TAP como promotor da 

saúde foram aferidos comportamentos e 

conhecimentos existentes, quanto ao consumo 

de álcool e as suas repercussões, em todos os 

alunos em estudo considerando a sua 

participação ou não na AIE. 

MATERIAL E MÉTODOS

População, Amostragem e Amostra

A população-alvo do estudo foram os alunos do 

9º ano, com idade mínima de 13 anos de ambos 

os géneros na sub-região da Grande Lisboa. Na 

impossibilidade de aceder à totalidade da 

população-alvo optou-se por uma seleção por 

conveniência dos alunos dos AEPM e AEVJ. 

Fazendo uso da amostragem em cachos [11] 

foram escolhidos entre as turmas dois grupos 

distintos: um GE avaliado após a participação 

na AIE e um GC avaliado sem a participação na 

AIE. Esta opção permitiu-nos verificar a relação 

entre a participação na ação e o nível de 

conhecimento. O número total de participantes 

no estudo foi de 310 alunos, 151 indivíduos 

constituíram o GE e 159 faziam parte do GC, 

segundo a Tabela I. Todos os participantes 

possuíam um consentimento informado para 

participação no estudo assinado pelo 

encarregado de educação.

Métodos e Instrumentos de Recolha de Dados

Foram aplicados dois questionários anónimos e 

confidenciais em três etapas:

Etapa 1

O questionário A foi respondido por 28 indivíduos 

e teve como objetivo a orientação da ação 

realizada. Este questionário consistiu num 

conjunto reduzido de questões e demonstrou as 

principais lacunas em termos de conhecimento 

sobre a temática em estudo, orientando os 

conteúdos a explorar na AIE.

Etapa 2 

Foi aplicado o questionário B, que aborda as 

práticas de consumo, crenças sobre o álcool e 

conhecimentos referentes às repercussões no 

organismo. Este questionário foi aplicado ao GC 

antes da participação na AIE. O questionário 

apresentava uma estrutura dividida em três 

partes: 

• Caracterização da amostra que 

compreende a informação geral do participante 

no estudo. Questões adaptadas do questionário 

ESPAD [7]. 

• Práticas de consumo e crenças 

associados ao consumo de álcool. Questões 

baseadas no ESPAD [7], na Monografia “Agentes 

Comunitários de Saúde: Expetativas e Crenças 

acerca do Uso de Álcool” [12] e no artigo 

“Representações Sociais sobre o Álcool em 

Estudantes do Ensino Superior” [13].

•  C o n h e c i m e n t o s  q u a n t o  à s  

consequências prejudiciais do consumo de álcool 

no organismo. Questões validadas pelos 

investigadores.

AIE

A AIE baseou-se no uso de metodologias 

descritivas, recorrendo à apresentação de 

informação sobre o consumo do álcool por 

exposição oral com auxílio de meios visuais, e de 

Tabela I - Amostra do Estudo

Agrupamentos 
Escolares 

Grupos em Estudo 
Total 

GC GE 

AEPM 122 115 237 
AEVJ 37 36 73 

Total 159 151 310 
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metodologias ativas, onde a informação foi 

transmitida através da visualização de lâminas 

com secções de fígado ao microscópio ótico e 

visualização e manuseamento de fígados de 

porco, com patologias simuladas. 

Etapa 3

Foi aplicado o questionário B ao GE três semanas 

após a sua participação na AIE. 

As diferentes datas de aplicação do questionário 

garantem que os resultados obtidos derivam 

apenas da AIE e não do conhecimento intrínseco 

dos participantes [14].

Tratamentos Estatísticos

O tratamento estatístico dos dados foi efetuado 

com recurso ao programa IBM SPSS Statistics, 

versão 20.0 para Windows.

O nível de conhecimento foi calculado com base 

na soma das cotações atribuídas às questões 

referentes aos conhecimentos. As cotações 

foram atribuídas numa escala de 0 a 20 valores. A 

pontuação total máxima é de 615 e a mínima de 

0. Este valor é transformado em percentagem 

para facilitar a leitura, originando o score. Os 

scores foram estudados através da aplicação do 

teste t-Student para amostras independentes 

com um n superior a 30. 

O intervalo de confiança foi de 95% e o nível de 

confiança de 0,05. 

RESULTADOS

Os resultados apresentados encontrar-se-ão 

divididos em 4 grupos: caracterização da 

amostra, crenças de consumo, práticas de 

consumo e nível de conhecimentos.

As crenças de consumo e a caraterização da 

amostra foram abordadas apreciando a amostra 

total, pois estes dados foram recolhidos apenas 

para auxiliar a compreensão dos resultados 

obtidos ao nível dos conhecimentos. 

Dos 310 questionários aplicados, 6 foram 

excluídos do estudo por preenchimento 

incorreto e impercetível.

Caracterização da Amostra

Os questionários foram aplicados a 152 

indivíduos 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.

Crenças sobre o Consumo de Álcool

Dos adolescentes, 56,2% integram o álcool num 

contexto nocivo afirmando que o consumo 

prejudica a saúde. No entanto, 66,7% 

consideram “provável” sentirem-se relaxados e 

mais felizes após o consumo. Apenas 20,5% dos 

participantes pensam ser “muito provável” 

serem incapazes de parar com o consumo se 

continuarem a beber.

Práticas de Consumo de Álcool

AEPM

Dos estudantes do AEPM cerca de 79,5% já 

consumiram bebidas alcoólicas. Destes, 98,9% 

têm 14 ou mais anos de idade. A idade mais 

comum de início 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 fácil” o acesso à cerveja e 

31,2% ao vinho. O acesso a shots e às bebidas 

destiladas foi considerado “moderadamente 

fácil” em 23,2% e 23,5% dos inquiridos, 

respetivamente.

AEVJ

Dos estudantes do AEPM cerca de 83,3% já 

consumiram bebidas alcoólicas, tendo todos 

estes 14 ou mais anos de idade. A idade mais 

comum de início 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 fácil” o acesso à cerveja, 

45,9% ao vinho e 28,1% às bebidas destiladas. O 

acesso a shots foi considerado “moderadamente 

fácil” em 26,9% dos inquiridos.

Nível de Conhecimento

No GC a média de scores foi de 46,2%, com um 

desvio padrão de 14,1%. No GE a média de scores 

foi de 48,8%, com um desvio padrão de 14,2%. 

Não se verificou uma diferença estatisticamente 

significativa entre as médias de scores dos alunos 

que frequentaram a AIE e dos alunos que não a 

frequentaram considerando a amostra geral. 

AEPM

No AEPM obteve-se no GC uma média de scores de 

46,9%, com um desvio padrão de 13,9% e no GE a 

média de scores foi de 50,9%, com um desvio 

padrão de 13,0%. Assim, neste agrupamento 

e

scolar observa-se uma diferença estatis-

ticamente significativa entre as médias de scores 

do GC e GE.

Relativamente às patologias, a associação do 

consumo de álcool à cirrose foi efetuada por 

64,5% dos indivíduos do GE e 35,5% do GC. No 

caso do hepatocarcinoma, esta relação 

verificou-se em 51,2% dos sujeitos do GE e 48,8% 
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do GC. 

AEVJ

No AEVJ obteve-se no GC uma média de scores de 

43,9%, com um desvio padrão de 14,9% e no GE a 

média de scores foi de 42,4%, com um desvio 

padrão de 16,1%. Assim, neste agrupamento 

escolar não se obteve uma diferença 

estatisticamente significativa entre as médias de 

scores do GC e GE.

A associação do consumo de álcool ao 

hepatocarcinoma foi efetuada por 80,1% dos 

indivíduos do GE e 67,6% de GC. A cirrose não foi 

associada ao consumo de álcool por 55,6% dos 

alunos.

DISCUSSÃO 

Apesar do reconhecimento do álcool como 

substância prejudicial à saúde, as expectativas 

positivas quanto ao consumo sobrepõem-se à 

informação sobre os malefícios desta droga 

[15,16]. Os dados obtidos permitem sustentar o 

álcool como fator de integração social, 

libertando os adolescentes do estigma do 

consumo [5,6,14,15]. 

A facilidade de acesso às bebidas alcoólicas 

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 está relacionado 

com a integração 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 álcool precocemente, 

estes não apresentam um padrão 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 nível de conhecimento 

superior ao GC. No entanto, esta diferença não 

foi estatisticamente significativa. Estes 

resultados podem ser justificados pelo fato da 

AIE efetuada se inserir em intervenções de curta 

duração e baixa intensidade, tornando-a menos 

eficaz [21].

As diferenças que se verificaram nos AEPM e AEVJ 

podem dever-se às diferenças das AIE, pois no 

AEPM esta foi expositiva e prática, enquanto no 

AEVJ apenas foi expositiva. As intervenções onde 

se utilizam meios práticos para a transmissão de 

conhecimentos são mais efetivas que as 

intervenções puramente expositivas [12,22]. A 

importância da parte prática é, ainda, evidente 

nas associações entre o consumo alcoólico e as 

patologias hepáticas, verificando-se um 

aumento dos alunos do GE que estabelecem a 

relação entre a cirrose e o hepatocarcinoma, 

exemplos mostrados na parte prática, e o 

consumo de álcool.

O TAP possui um campo de conhecimentos único 

referente às patologias, o que torna as 

metodologias ativas usadas na AIE algo natural. A 

AIE conduziu ao aumento do nível de 

conhecimentos no AEPM, onde a parte prática foi 

efetuada. Logo, a introdução do TAP nas equipas 

de promoção da saúde em comunidades 

escolares permite, através da abordagem 

prática, potenciar a retenção de informação, 

tendo impacto positivo nos comportamentos 

futuros. 

Concluímos que os TAP deveriam integrar 

equipas promotoras de saúde, em comunidades 

escolares e afins. Os profissionais deveriam 

valorizar as novas valências de interação social, 

sem receio de perda de identidade da profissão, 

acrescentando, assim, mais-valias às suas 

competências profissionais.
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RESUMO

A determinação imuno-histoquímica do status HER2 é um elemento fundamental para o diagnóstico, 

prognóstico e indicação terapêutica em carcinoma da mama. A inconsistência de resultados da técnica 

imuno-histoquímica levou ao estabelecimento, em alguns países, de recomendações para melhorar a 

performance do teste. 

Com o objetivo de criar recomendações adaptadas à realidade portuguesa, a área científica de 

Anatomia Patológica, Citológica e Tanatológica da Escola Superior de Tecnologia da Saúde de Lisboa e a 

Associação Portuguesa de Técnicos de Anatomia Patológica reuniram um painel de especialistas para a 

construção e estabelecimento de linhas de orientação técnica para a determinação 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 

ênfase acentuado no controlo e garantia da qualidade de reagentes e procedimentos. A fase pré-

analítica é apontada como essencial para a qualidade do teste, nomeadamente um reduzido tempo de 

isquémia a frio, tempos mínimos de fixação de 6h para biópsias e 24h para peças cirúrgicas e máximo de 

96h para ambas, bem como um controlo de qualidade de todos os reagentes utilizados. São estipulados 

critérios de seleção de controlos, bem como critérios de avaliação da qualidade da técnica, elementos 

fundamentais para se rastrear problemas na fase pós-analítica.

Pretende-se com este documento melhorar a acuidade da determinação do status HER2 em carcinoma 

da mama, podendo selecionar doentes de modo mais adequado, bem como promover o debate e a 

investigação nesta área.

PALAVRAS-CHAVE: HER2; Imuno-Histoquímica, Recomendações Técnicas, Carcinoma da Mama, Fase 

Pré-Analítica, Qualidade
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INTRODUÇÃO

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 família 

de recetores de tirosina cinase encontrando-se 

amplificado em cerca de 18-20% dos tumores da 

mama. A amplificação deste gene é o mecanismo 

primário de sobre expressão de HER2, sendo 

encontrado nestes tumores níveis anormalmente 

altos de expressão desta proteína [1,2]. A 

sinalização da proteína HER2 promove a 

proliferação do ciclo celular e evasão da 

apoptose, estando a sua sobre expressão 

associada a pior prognóstico em doentes com 

diagnóstico de carcinoma da mama e que não 

receberam terapêutica sistémica adjuvante 

(taxas mais elevadas de recorrência e metástase) 

[3,4]. Tornou-se assim um importante fator de 

prognóstico e alvo terapêutico em carcinoma da 

mama, principalmente para encaminhamento 
®terapêutico com Herceptin /trastuzumab. O 

estabelecimento desta terapêutica nas 

vertentes adjuvante ou neoadjuvante, e até em 

doença metastática, tem vindo a acentuar a 

importância da determinação do status HER2 em 

carcinoma da mama de modo a melhor responder 

às necessidades dos doentes [2,5–7]. O impacto 

desta determinação tem sido crescente também 

com a introdução de novas terapêuticas dirigidas 
®(como o Perjeta /pertuzumab) bem como na 

classificação de formas mais agressivas de 

carcinoma da mama, como os tumores triplos 

negativos [8–13]. 

Desde os primeiros ensaios que a imuno-

histoquímica é a metodologia de eleição para a 

determinação do status da proteína HER2 e 

posterior seleção de pacientes para a 

terapêutica com trastuzumab, tornando-se daí 

em diante o método validado para determinação 

do status HER2 em carcinoma da mama 

[1,14,15]. Tendo em conta a raiz semi-

quantitativa do ensaio, foram identificadas 

várias inconsistências entre os resultados da 

avaliação do status da proteína e do gene, sendo 

a sua origem essencialmente de ordem técnica, 

nomeadamente relacionada com más práticas na 

fase pré-analítica e analítica [16,17]. Deste 

modo torna-se de extrema importância definir 

linhas de orientação para a correta performance 

das metodologias de determinação do status 

HER2, tal como tem sido estabelecido em 

diversos países em todo o mundo [1,18–22]. 

Neste sentido a área científica de Anatomia 

Patológica, Citológica e Tanatológica da Escola 

Superior de Tecnologia da Saúde de Lisboa 

(APCT-ESTeSL) e a Associação Portuguesa de 

Técnicos de Anatomia Patológica (APTAP) 

reuniram um painel de especialistas para a 

construção e estabelecimento de linhas de 

orientação técnica para a determinação imuno-

histoquímica do status HER2 em carcinoma da 

mama para a realidade portuguesa.

Objetivo

Pretende-se com este documento criar linhas 

de orientação técnicas para a construção, 

validação e manutenção do teste imuno-

histoquímico para determinação do status 

HER2 em carcinoma da mama, no que diz 

respeito à realidade portuguesa. Todas as 

orientações aqui descritas têm em conta o 

estado da arte atual no que diz respeito à 

determinação imuno-histoquímica do status 

HER2 em carcinoma da mama, bem como a 

experiência pessoal e académica de cada um 

dos membros do painel de especialistas que a 

subscrevem.

Intenções do Consenso

As orientações práticas submetidas a consenso 

pretendem ser declarações sistemáticas 

desenvolvidas para ajudar os profissionais de 

saúde na tomada de decisões sobre os cuidados 

de saúde apropriados a circunstâncias clínicas 

precisas. Para ser exequível, uma orientação 

deve possuir características específicas como: 

confiabilidade, validade, reprodutibilidade, 

aplicabilidade clínica, flexibilidade, clareza, 

possibilidade de revisão e documentação. Estas 

orientações podem ser úteis na produção de 

melhores cuidados e na redução dos custos.

Ao formular recomendações técnicas para a 

determinação do status HER2 em carcinoma da 

mama, a APCT-ESTeSL e a APTAP consideraram 

estes princípios do desenvolvimento de 

diretrizes. 

No entanto, é importante notar que estas não 

têm sempre em consideração todas as 

particularidades, mas pretendem designar a 

situação ideal para a prestação de melhores 

cuidados de saúde. Também não se destinam a 

substituir o julgamento técnico em relação a 

situações particulares ou situações clínicas 

especiais, mas a dar guias que permitam 

sustentar essas mesmas decisões. 

A publicação destas recomendações técnicas 

para a determinação do status HER2 em 

carcinoma da mama permitem uma discussão 

mais alargada sobre o tema e a eventual criação 

de linhas de orientação não exclusivamente 

técnicas, identificando questões importantes e 

lacunas na literatura que permitam lançar temas 

para futuras investigações.
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APRESENTAÇÃO DO TEMA

Composição do Painel de Especialistas

A APCT-ESTeSL e a APTAP reuniram um painel de 

57 técnicos de Anatomia Patológica, Citológica e 

Tanatológica de diversos laboratórios de 

Anatomia Patológica portugueses (públicos e 

privados). A composição final do painel 

estabeleceu-se após cada membro cumprir todos 

os critérios previamente estipulados, 

nomeadamente:

I. Deter o título profissional de Técnico 

de Anatomia Patológica, Citológica e 

Tanatológica;

II. Possuir experiência laboratorial na 

determinação imuno-histoquímica do status 

HER2 em carcinoma da mama;

III. Ter sido aprovado no curso de 

formação avançada da ESTeSL “Determinação do 

status HER2 por imunocitoquímica em carcinoma 

da mama”;

IV. Ter respondido ao questionário de 

consenso promovido pela APCT-ESTeSL;

V. Ter participado na reunião de 

consenso “Determinação do status HER2 por 

imunocitoquímica em carcinoma da mama” no 

dia 20 de Outubro de 2012 promovida pela APCT-

ESTeSL e pela APTAP. 

As opiniões dos membros do painel  

representaram a sua visão individual e não 

necessariamente a visão do laboratório a que 

estão associados, seja ele público ou privado. A 

lista completa dos membros do painel poderá ser 

encontrada na Tabela I.
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Metodologia de Consenso

Da reflexão efetuada durante o curso de 

formação avançada foi efetuado um documento 

provisório que foi submetido a apreciação dos 

especialistas sob a forma de questionário. O 

mesmo painel de especialistas reuniu-se no dia 

20 de outubro de 2012 nas instalações da ESTeSL, 

durante a qual se apresentaram e colocaram a 

discussão individual as declarações propostas 

pelo documento de trabalho. Foram recebidas 

contrapropostas, devidamente fundamentadas, 

dos membros do painel e/ou pedidos de 

esclarecimento acerca da declaração. Após 

apresentação da declaração final submetia-se a 

consenso, podendo cada membro do painel: dar 

consentimento, afastar-se da decisão 

permitindo consentimento ou bloquear o 

consenso levando a nova discussão dos 

argumentos. Estabelecido o consenso acerca da 

declaração iniciava-se nova discussão de uma 

nova declaração. As linhas seguidamente 

apresentadas foram consensuais aos 57 membros 

do painel de especialistas presentes na reunião 

de consenso.

Todos os membros subscritores deste documento 

declararam não 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 Orientação Técnica para a 

Construção, Validação e Manutenção do Teste 

Imuno-histoquímico para a Determinação do 

Status HER2 em Carcinoma da Mama

1. Aspetos Gerais

1.1. Planeamento do teste

A implementação do teste de imuno-

histoquímica para determinação do status HER2 

em carcinoma da mama necessita de um 

planeamento inicial de modo a garantir que 

existem todas as condições para um teste 

fidedigno.

O planeamento deve passar por:

I. Avaliação das necessidades humanas, 

físicas e materiais para cumprimento das condições 

mínimas do teste;

II. Estabelecimento de procedimentos 

adequados em todas as fases do teste, desde a 

colheita da amostra até ao relatório final;

III. Criação de metodologias de registo, 

monitorização e rastreabilidade de procedimentos;

IV. Formação de todo o pessoal envolvido no 

teste (e.g., cirurgiões, enfermeiros, assistentes 

técnicos, assistentes operacionais, oncologistas, 

anatomopatologistas e técnicos de Anatomia 

Patológica, Citológica e Tanatológica);

V. Realização de testes e validação de 

resultados;

VI. Implementação do teste para 

diagnóstico;

VII. Planeamento de momentos de revisão 

de procedimentos e de atualização da formação do 

pessoal envolvido em todas as fases do teste.

1.2. Registo de procedimentos

O registo de procedimentos é um dos passos 

fundamentais e deve ser o mais preciso possível 

de modo a se poder rastrear todo o circuito. Para 

além das informações clínicas e institucionais 

devem-se registar vários 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 atenção para aqueles que mais 

diretamente influenciam os resultados finais, 

nomeadamente:
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1.3.1. Solução fixadora

O laboratório que recebe amostras para 

determinação do status HER2 deve indicar a solução 

fixadora para a qual tem o teste validado (marca e 

referência). O serviço onde é efetuada a colheita 

deve respeitar esta indicação e fica responsável por 

registar o lote da solução fixadora que utiliza em 

cada amostra. Devem ser utilizados reagentes 

“prontos a utilizar”.

1.3.2. Agentes de desidratação

Devido à relevância da desidratação é importante 

monitorizar o número de cassetes que é processado 

e efetuar substituições regulares dos reagentes de 

acordo com norma a estabelecer pela instituição. 

Deve-se ter atenção aos diferentes tecidos, pois 

estes poderão apresentar taxas diferentes de 

saturação dos reagentes (etanol, acetona, etc.).

1.3.3. Meio de impregnação e inclusão

Deve-se monitorizar a temperatura do meio de 

impregnação e inclusão de forma a garantir que não 

sofre ciclos de aquecimento/arrefecimento que 

provoquem a perda das suas características.

1.3.4. Reagentes de imuno-histoquímica

Os reagentes utilizados em imuno-histoquímica 

devem ser manuseados e acondicionados de acordo 

com as instruções do fabricante, nomeadamente: 

conservação no frio, protegido da luz, respeitando 

as validades e os tipos de recipientes, entre outras.

1.4. Condições técnicas e humanas

1.4.1. Formação do pessoal. 

a) O pessoal envolvido na determinação 

imuno-histoquímica do status HER2 (e.g., 

cirurgiões, enfermeiros, assistentes técnicos, 

assistentes operacionais, oncologistas, 

anatomopatologistas e técnicos de Anatomia 

Patológica, Citológica e Tanatológica) deve ter 

formação específica, sobre o teste [23]. 

b) A formação deve ser oferecida sempre 

que alguém é integrado no circuito do teste e 

deve ser regular para todo o pessoal envolvido. A 

frequência da formação deve ser de acordo com 

as necessidades do pessoal e com a 

implementação de novos procedimentos. Esta 

formação deve incluir temáticas relacionadas 

com o impacto do teste na vida dos doentes, com 

os procedimentos do teste e com a parte 

específica do procedimento em que estão 

envolvidos.

c) Para o teste ser válido, a fase analítica 

deve ser executada por um técnico de Anatomia 

Patológica, Citológica e Tanatológica com 

experiência na área de imuno-histoquímica (este 

requisito básico não dispensa a formação 

contínua) [23].

 2. Orientações Técnicas para Determinação 

Imuno-histoquímica do Status HER2 em 

Carcinoma da Mama.

2.1. Fase pré-analítica

2.1.1. Colheita, acondicionamento e 

transporte (Fluxograma I).

2.1.1.1. Aspetos gerais.

a) A determinação imuno-histoquímica 

do status HER2 pode ser efetuada em biópsias 

bem como em peças cirúrgicas, não devendo ser 

executado em amostras de citologia (Tabela II) 

[20,24,25].

b) Na colheita deve-se registar a data e 

hora de colheita da amostra (início do tempo de 

isquémia a frio ) bem como a temperatura a que 

fica até ao acondicionamento (quando não é 

acondicionado imediatamente).

c) Todas as amostras devem ser fixadas 

numa solução aquosa de formaldeído a 4% 

(formalina a 10%) tamponada por fosfatos a pH 

7.0 num volume mínimo de 4 vezes o volume do 

tecido a fixar [1,20,28,29]. 

O tempo de isquémia a frio deve ser reduzido ao 

mínimo podendo estender-se a um máximo de 60 

minutos (Tabela II) [26,27,30,31]. 

2.1.1.2. Acondicionamento de biópsias.

a) As biópsias devem ser colocadas na 

solução fixadora imediatamente após a sua 

colheita, devendo o tempo de fixação ser no 

mínimo de 6 horas para uma temperatura 

aproximada de 22 a 26°C, não devendo exceder 

as 96 horas de fixação por falta de evidência 

científica que valide essa opção (Tabela II) 

[1,27,32,33]. 

b) As biópsias não devem ser colocadas a 

4°C se estiverem na solução fixadora, pois 

podem induzir uma fixação inferior à real. 

c) Deve-se registar a data e hora de 

imersão em solução fixadora (se for 

imediatamente após excisão 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 peças cirúrgicas.

a) As peças cirúrgicas devem ser 

prontamente seccionadas (ver 2.1.2.2.) e 

posteriormente imergidas em solução fixadora, 

devendo o tempo de fixação ser no mínimo de 24 

horas para uma temperatura aproximada de 22 a 

26°C, não devendo exceder as 96 horas de 

fixação por falta de evidência científica que 

valide essa opção (Tabela II) [1,15,20,27,32,33]. 

b) Quando não for possível a secção 

imediata (em menos de 60 minutos após excisão 

cirúrgica), as peças deverão ser refrigeradas a 

4°C, não podendo o tempo de isquémia a frio sob 
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refrigeração ser superior a 4 horas (Fluxograma I) 

[15,27]. 

c) Deve-se registar o método de 

preservação antes da fixação adequada  

(indicação da temperatura, data e hora de 

preservação). Quando o seccionamento da 

amostra é efetuado fora do laboratório deve-se 

indicar a data e hora de início da fixação (final do 

tempo de isquémia a frio).

2.1.1.4. Transporte.

a) O recipiente a ser utilizado para 

acondicionamento e transporte deve ser de 

material não reativo e tampa vedante que 
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                        amostras para determinação imuno-histoquímica do status HER2

Tabela II - Resumo de critérios de exclusão para determinação imuno-histoquímica do status HER2 em carcinoma da mama
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encerre hermeticamente a solução fixadora e a 

amostra. Deve estar rotulado com: 

I. Identificação da solução fixadora 

(nome, marca, lote);

II. Sinalização de risco químico e/ou 

identificação de risco biológico do Global 

Harmonized System (GHS);

I I I .  I d e n t i f i c a ç ã o  d o  s e r v i ç o  

( identif icação do hospital  e serviço 

requisitante);

IV. Identificação da amostra (e.g., 

número interno do doente, nome completo, tipo 

de amostra).

b) O transporte de amostras deve ser 

efetuado no menor tempo possível sob condições 

de temperatura controlada, respeitando todas as 

normas de segurança aplicáveis ao transporte de 

amostras biológicas. 

c) Devem ser registadas todas as 

alterações que tenham impacto na sua 

preservação (e.g. derrame de solução fixadora, 

alterações de temperatura superiores a 4°C). 

d) Para peças cirúrgicas não fixadas é 

aconselhado o transporte a baixa temperatura 

entre 4 a 8°C sob condições de vácuo. Deve-se 

registar a temperatura a que fica sujeita até 

chegar ao laboratório.

2.1.2. Receção, macroscopia, fixação, 

processamento e inclusão (Fluxograma II).

2.1.2.1.Receção de amostras no laboratório.

a) A receção das amostras deve ser feita 

garantindo que todos os procedimentos 

estabelecidos pelo laboratório como mínimos 

foram cumpridos durante a colheita, 

acondicionamento e transporte das mesmas. 

Deve-se confirmar todos os dados e registar a 

data e hora da receção no laboratório.

b) Deve-se verificar se as amostras que 

chegam ao laboratório em fixador possuem 

solução fixadora em volume adequado. Caso o 

volume não seja adequado deve-se registar e 

garantir que durante o restante tempo de fixação 

o volume é de no mínimo 4 vezes o volume da 

amostra [1,20,28,29].

2.1.2.2. Macroscopia.

a) As peças cirúrgicas não seccionadas 

chegam a fresco, e devem ser devidamente 

seccionadas, colocando-se de imediato em 

solução fixadora de acordo com as condições 

indicadas anteriormente.

b) Na descrição macroscópica devem-se 

registar todos os dados da peça de acordo com os 
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Fluxograma II - Tomada de decisões no laboratório de Anatomia Patológica para a preservação 
de amostras para determinação imuno-histoquímica do status HER2
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procedimentos estabelecidos pelo laboratório. 

Deve-se registar o número de fragmentos 

colhidos, a sua respetiva localização, a data e 

hora de imersão na solução fixadora e a 

temperatura a que ficam sujeitos.

c) Antes de se iniciar o processamento 

deve-se garantir que as amostras possuem o 

número mínimo e não ultrapassam o número 

máximo de horas de fixação (ver 2.1.1.2. e 

2.1.1.3.).

2.1.2.3. Processamento e inclusão.

a) O processamento das amostras deve 

ser o mais automatizado possível e a qualidade 

dos reagentes deve ser monitorizada tendo em 

conta o número e tipo de amostras que entram 

em contacto com os mesmos. Deve-se registar o 

processamento a que cada fragmento é sujeito 

(pode ser de forma genérica, desde que fiquem 

r e g i s t a d a s  t o d a s  a s  a l t e r a ç õ e s  a o  

processamento) [34]. O laboratório deverá 

monitorizar a qualidade dos reagentes do 

processamento.

b) Processamentos que utilizem 

reagentes ou procedimentos alternativos (e.g. 

substitutos de etanol e xilol, aquecimento de 

soluções 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 início do processamento em 

solução fixadora [27]. Deve-se evitar que os 

fragmentos aguardem em etanol ou em meio de 

impregnação no estado líquido.

d) A inclusão das amostras deve ser 

efetuada com brevidade, devendo os blocos ser 

armazenados a uma temperatura aproximada de 

20  a 25°C [20].

2.2. Fase analítica

A técnica imuno-histoquímica utilizada deve ser 

o mais automatizada e uniformizada possível, de 

modo a diminuir o erro humano e aumentar a 

monitorização dos procedimentos.

2.2.1. Microtomia

a) As condições de microtomia devem ser 

mantidas ao máximo de análise para análise. 

b) A espessura do corte deve ser 2-4μm e 

a extensão deve ser efetuada em água com uma 

condutividade controlada, nomeadamente água 

destilada. A temperatura do banho-maria deve 

ser constante e monitorizada sendo no máximo 

50°C.

c) O tempo e temperatura de adesão 

devem ser constantes, sendo aconselhável uma 

temperatura não superior a 65°C [35].

d) Os cortes de amostras para 

determinação imuno-histoquímica do status 

HER2 devem ser obtidos o mais próximo possível 

da realização da determinação. A utilização de 

cortes histológicos obtidos mais de 6 semanas 

antes da determinação pode levar a alteração da 

antigenicidade [1,20,29,35–38].

e) Deve-se registar a data de corte e do 

método de adesão (o método de adesão pode ser 

registado de forma genérica desde que se 

registem todas as alterações ao procedimento).

2.2.2. Controlos

a) Nos casos para determinação imuno-

histoquímica do status HER2 devem-se 

selecionar sempre que possível as amostras que 

possuam ductos mamários normais que possam 

servir de controlo interno negativo. A 

imunomarcação em ductos mamários normais 

deve ser negativa, ou seja, 0 ou 1+ [1,15].

b) Todas as lâminas deverão ter um 

controlo externo com casos do laboratório 

representativos dos quatro t ipos de 

imunomarcação possíveis, ou seja: dois casos 

negativos (0 e 1+), um caso borderline (2+) e um 

caso positivo (3+) [15,39–41]. Este controlo 

poderá ser construído através de um tissue 

microarray [1]. A avaliação inicial destes casos 

tem de ser devidamente validada por um 

anatomopatologista. 

2.2.3. Técnica imuno-histoquímica

Deve ficar registada a data de execução, bem 

como todos os elementos referentes à técnica 

imuno-histoquímica, mesmo se de forma 

genérica, desde que se registem todas as 

alterações. Deve ser registado: 

I. Método de recuperação antigénica;

II. Métodos de bloqueio de substâncias 

endógenas;

III. Caraterísticas da incubação do 

anticorpo primário (e.g., referência do 

anticorpo, clone, lote, concentração, tempo e 

temperatura de incubação);

IV. Método de amplificação de sinal, 

V. Método de lavagens;

VI. Características do cromogéneo e sua 

incubação e método de contraste.

2.2.4. Recuperação antigénica

a) O método de recuperação antigénica 

selecionado deverá depender das condições da 

fase pré-analítica das amostras do laboratório 

bem como do anticorpo primário e sistema de 

deteção utilizados [15,34].

b) Independentemente do método 

selecionado e validado, as condições de 
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recuperação antigénica devem ser mantidas 

entre cada teste (e.g. temperatura, volume de 

solução, tipo de solução de recuperação e 

quantidade de lâminas). A uniformização de 

procedimentos diminuirá a variabilidade de 

resultados e todas as alterações carecem de 

verificação de fiabilidade do controlo.

2.2.5. Anticorpo primário

a) Recomenda-se a utilização de 

anticorpos primários ou kits de diagnóstico 

aprovados por entidades reconhecidas, como a 

Food and Drug Administration (FDA) ou a 

European Medicines Agency (EMA) [1,15]. A 

utilização de kits aprovados não isenta a 

validação do teste pelo próprio laboratório. 

b) As condições de aplicação do 

anticorpo devem ser mantidas entre cada teste 

(e.g., concentração, lote, solução de lavagem, 

tempo e temperatura de incubação e de 

lavagens). Todas as alterações carecem de 

verificação de fiabilidade do controlo.

2.2.6. Sistema de deteção

A seleção do sistema de deteção deve ser feita de 

acordo com as características do anticorpo 

primário.

2.2.7. Contraste

O contraste deve ser o suficientemente claro 

para não obscurecer a marcação específica e o 

suficientemente intenso para permitir distinguir 

a morfologia do tecido.

2.3. Fase pós-analítica

2.3.1. Gestão de controlo de qualidade.

a) O técnico de Anatomia Patológica, 

Citológica e Tanatológica 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 não aprovados no controlo de qualidade, 

bem como do motivo e o modo como evoluíram as 

possíveis repetições do teste. 

c) Os resultados da determinação imuno-

histoquímica do status HER2 em carcinoma da 

mama serão tanto mais consistentes ao longo do 

tempo quanto mais o laboratório for rigoroso no 

que diz respeito à formação e à existência 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 práticas de avaliação de 

qualidade.

a) Aconselha-se que o laboratório deva 

ter pelo menos 250 determinações anuais do 

status HER2 por imuno-histoquímica para 

garantir a consistência dos resultados. 

Laboratórios com números inferiores devem 

enviar os seus casos para centros de referência 

que cumpram este valor mínimo [15,42,43].

b) O laboratório deve ter o máximo de 

estabilidade de pessoal. Quando existe 

rotatividade, a determinação imuno-

histoquímica do status HER2 deve ser 

supervisionada por um técnico experiente, tendo 

já realizado 250 determinações anuais [1,42,43].

c) A avaliação da qualidade deve ser 

realizada através de uma análise anual dos 

registos do laboratório. Podem-se indicar como 

exemplos de indicadores de qualidade do teste 

para avaliação anual: o número de repetições por 

ano e a proporção (%) de determinações 2+ que 

são amplificadas por hibridização in situ (HIS). O 

número de repetições por ano deve ser o menor 

possível e a percentagem de determinações 2+ 

que são amplificadas por HIS deverá ser inferior a 

30% [44,45].

2.3.1.2. Critérios de avaliação da qualidade da 

técnica.

a) A avaliação da qualidade da técnica 

deve ser efetuada pelo técnico de Anatomia 

Patológica, Citológica e Tanatológica que 

realizou a técnica imuno-histoquímica e validada 

pelo técnico de Anatomia Patológica, Citológica 

e Tanatológica mais experiente na determinação 

imuno-histoquímica do status HER2 do 

laboratório.

b) Os critérios a avaliar em todas as 

amostras deverão ser: morfologia celular, 

marcação específica e marcação inespecífica. A 

morfologia celular deve ser mantida o mais 

íntegra possível. A marcação específica a 

considerar pode surgir nas células normais dos 

ductos mamários (1+) e, nas células tumorais do 

componente invasivo, esta deve ser membranar 

e de acordo com os seguintes critérios [1,46,47]: 

I. Marcação completa, uniforme e 

intensa para células 3+; 

II. Marcação completa, não uniforme ou 

fraca para células 2+; 

I I I .  Marcação obrigatoriamente 

incompleta e não uniforme ou fraca para células 

1+

A marcação de outras células, ou outro tipo de 

marcação deve ser considerada marcação 

inespecífica (Tabela II) [1].

c) Estão sujeitos a avaliação da 

qualidade da técnica o controlo externo, o 

controlo interno, e o caso em estudo.

d) A avaliação deve iniciar-se pelo 

controlo externo (ver 2.2.2.), cujos resultados 

devem ser concordantes com os resultados dados 
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aos mesmos casos em avaliações anteriores. 

Qualquer discrepância que implique uma 

classificação diferente da anterior deve levar à 

rejeição dos resultados (Tabela II) [1]. Outras 

alterações devem ser registadas.

e) Na avaliação do controlo interno este 

deve ser negativo (0 ou 1+), sendo que qualquer 

resultado equívoco (2+) ou positivo (3+) deve 

levar à rejeição dos resultados [1]. Outras 

alterações devem ser registadas.

f) A avaliação do caso deve ser efetuada 

na componente invasiva do tumor [1]. Deve-se 

garantir que a morfologia celular é íntegra, que a 

marcação específica quando presente é 

inequívoca e que não existe marcação 

inespecífica. 

A presença de marcação citoplasmática é 

aceitável desde que não obscureça a marcação 

membranar (Tabela II) [1]. 

g) O não cumprimento dos critérios de 

avaliação da qualidade da técnica para o caso, 

não é critério absoluto de exclusão, mas deve ser 

objeto de discussão com o anatomopatologista 

responsável pelo caso.

3. Validação do Teste.

Antes de se iniciar a determinação imuno-

histoquímica do status HER2 para carcinoma da 

mama, deve-se validar o teste. Para validação da 

técnica imuno-histoquímica consideram-se 

apenas os resultados dicotómicos da 

determinação do status HER2, ou seja os casos 

negativos (0/1+) e positivos (3+) [1]. 

3.1. Esquema de validação técnica (Tabelas III e 

IV e Fluxograma III).

a) A validação do teste é feita por 

comparação de pelo menos 25 resultados da 

determinação imuno-histoquímica do status 

HER2 com um teste validado (HIS ou teste de 

imuno-histoquímica já validado por outra 

instituição) [1,15].

b) Para validar o teste deve-se calcular a 

percentagem de concordância que deve ser igual 

ou superior a 95%. 

A percentagem de concordância combina a 

sensibilidade e especificidade numa mesma 

medida, calculando-se pelo número total de 

casos concordantes positivos e negativos sobre o 

número total de casos avaliados [1].

c) A percentagem de concordância pode 

ser altamente influenciada pelo número de casos 

negativos e positivos se os valores da 

sensibilidade e especificidade não forem 

semelhantes. 

Deste modo, deve-se calcular a sensibilidade e a 

especificidade, se estas não apresentarem 

valores semelhantes deve-se garantir uma 

representação adequada de casos positivos e 

negativos (pelo menos 30 de cada) [1].

Tabela III - Tabela de dupla entrada para cálculos de validação e controlo de qualidade

Tabela IV - Formulário
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O Conselho Científico fará, no máximo, duas revisões de cada artigo.

A mícron, como a maioria das revistas, não aceita trabalhos já publicados ou que tenham sido enviados para 
publicação noutras revistas, a não ser que estes se façam acompanhar pela devida autorização do editor. No caso de 
o trabalho ter sido apresentado num encontro científico este pode vir a ser considerado para publicação, desde que 
não tenha sido publicado na íntegra em qualquer acta ou publicação similar.
Os autores, a partir do momento em que enviam um trabalho para futura publicação na revista, assumem a inteira 
responsabilidade de todo o seu conteúdo.

NORMAS DE PUBLICAÇÃO

As normas para a uniformização dos trabalhos enviados para publicação em Revistas Biomédicas, The Vancouver 
style, foram elaboradas pelo Comité Internacional de Redactores de Revistas Médicas (CIRPM) e adoptadas pela 
mícron.
Os Trabalhos Originais não devem ter mais de 2000 palavras (excluindo resumo e referências bibliográficas) e 30 
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