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Resumo

Introducfo: A citopatologia ¢ uma area anatomopatologica utilizada para o diagnostico de lesdes
benignas e malignas. A avaliagdo das amostras baseia-se nas caracteristicas morfologicas celulares,
coradas com coloragdes de rotina. A coloracdo de May-Griinwald Giemsa (MGG) é amplamente
utilizada, através da coloragdo rapida para avaliagdo imediata das amostras para adequacdo de exames
complementares a realizar. A analise morfologica das células nem sempre ¢ suficiente para um
diagnoéstico definitivo, pelo que € necessaria a aplicacdo de técnicas complementares como a
imunocitoquimica (ICQ). Por vezes, as ldminas coradas com MGG podem ser unicas para a aplicagao
de ICQ. A aplicagao desta técnica em amostras previamente coradas com MGG ¢ descrita na literatura
com resultados variaveis.

Objetivos: O presente estudo tem como objetivo a otimizagdo e validagdo de protocolos ICQ em
amostras citologicas coradas com MGG, para pesquisa dos antigénios citoqueratina AE1/AE3, antigénio
leucocitario comum 45 (CD45) e fator de transcrigdo da tiroide (TTF-1). Também nos propomos avaliar
a qualidade da técnica ICQ e calcular a sensibilidade e especificidade de cada soro.

Materiais e métodos: Utilizamos 30 amostras, 10 para cada soro e realizdmos 3 protocolos: dois
protocolos-padrio (citobloco e polietilenoglicol — PEG) e MGG. Posteriormente, efetuamos ICQ e para
todas as laminas foi avaliada a qualidade da técnica ICQ.

Resultados: Os protocolos otimizados para os soros CD45 e citoqueratina AE1/AE3 foram validados
com valores de sensibilidade e especificidade de 100%. Por oposi¢ao, o protocolo relativo ao soro TTF-
1 ndo foi validado, devido a sensibilidade ter sido de 40%. Nao foram encontradas diferengas
estatisticamente significativas entre os protocolos citobloco e PEG para nenhum dos soros.

Discussao e conclusido: A prévia coloragdo por MGG ndo parece afetar a qualidade dos resultados ICQ
para os soros CD45 e citoqueratina AE1/AE3, contrariamente ao soro TTF-1. Nao encontramos falsos
positivos, tendo sido estudada a positividade de todos os anticorpos estudados para diagnostico
definitivo.

Palavras-Chave: Citopatologia, May-Griinwald Giemsa, Imunocitoquimica.
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Abstract

Introduction: Cytopathology is an anatomopathological area of diagnosis, used to diagnose benign or
malignant lesions. The evaluation of the samples is based on the morphological characteristics of the
cells, stained with routine stains. May-Griinwald Giemsa (MGG) stain is widely used through rapid
Staining to evaluate samples to adequate complementary exams to realize. However, morphological
analysis is not always sufficient for a complete diagnosis, so it is necessary to apply complementary
techniques such as immunocytochemistry (ICC). In some cases, the MGG stained samples are unique
to apply the ICQ technique. The application of this technique to samples previously stained with MGG
is reported in the literature as possible, but with inconsistent results.

Aims: The aim of this study is to optimize and validate the ICC protocols in cytological samples
previously stained with MGG, to test for the antigens cytokeratin AE1/AE3, leukocyte common antigen
45 (CD45) and thyroid transcription factor (TTF-1). The quality of the ICC technique was also assessed,
as was the calculation of the sensitivity and specificity of each serum.

Materials and methods: We used 30 samples, 10 were used for each serum and 3 protocols were carried
out: standard protocols (cellblock and polyethylene glycol - PEG) and MGG. ICC was subsequently
applied, and the quality was evaluated for all the slides.

Results: The optimized protocols for CD45 and cytokeratin AE1/AE3 serums were validated (sensitivity
and specificity = 100%). In contrast, the optimized protocol for TTF-1 serum was not validated
(sensitivity = 40%). It was not found statistical significant differences between cellblock and PEG
protocols for every serums.

Discussion and conclusion: It can be inferred that previous staining with MGG does not significantly
affect the CD45 and cytokeratin AE1/AE3 immunocytochemical results. Although negatively affects the
quality of TTF-1 immunocytochemical results. False positive cases were not found, and the positivity of
studied antibodies was validated with definitive diagnosis.

Keywords: May-Griinwald Giemsa, Immunocytochemistry, Cytopathology.
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1. Introducao

A Citologia, também designada Citopatologia ¢ uma area da Anatomia Patologica que tem como
objetivo o diagnostico em células, aspiradas com agulha fina ou esfoliadas. Foi implementada e,
posteriormente reconhecida, em meados dos séculos XVIII e XIX. No entanto, a padronizacao do
método apenas foi verificada no final do século XX (Al-Abbadi, 2011). Na contribuigdo para o
desenvolvimento da Citopatologia ao longo dos anos, podem destacar-se algumas personalidades com
impacto significativo. Provavelmente a maior referéncia ¢ George Papanicolaou (1883-1962) (Kamal,
2022; Koss, 2006). A sua contribuicdo para a Citopatologia incluiu o reconhecimento da importancia da
fixagdo, o desenvolvimento de uma coloracdo especifica (a coloracdo de Papanicolaou) e a
sistematizacdo de exemplos de células normais e neoplasicas obtidas através de esfregagos cérvico-
vaginais (Kamal, 2022).

Atualmente, a Citologia/ Citopatologia, pelo facto de ser uma ciéncia com métodos
padronizados, ¢ utilizada para o diagnostico de lesdes benignas ou malignas de diversas etiologias e
origens anatomicas, atraveés da realizagdo de exames de diagnostico citologico (Al-Abbadi, 2011; Santos
et al., 2022). Destacam-se dois métodos de colheita de amostras maioritariamente utilizados a citologia
aspirativa por agulha fina (CAAF) e citologia esfoliativa (Al-Abbadi, 2011; Deepthi et al., 2022).

A citologia esfoliativa consiste num procedimento simples no qual, através de métodos como a
esfoliagdo ou raspagem, sdo libertadas células de superficies corporais (Leonardo & Bardales, 2020).
Neste tipo de citologia podem destacar-se amostras provenientes de diversas origens anatomicas, como
liquidos pleurais, peritoneais e liquidos cefalorraquidianos (LCR) (Al-Abbadi, 2011; Koss, 2006).

Por outro lado, a CAAF consiste num procedimento médico, que recorre a uma agulha de calibre
reduzido. E minimamente invasivo e de baixo custo (Deepthi et al., 2022). Através desta metodologia é
possivel uma avaliagdo precoce de benignidade ou malignidade pré-terap€utica (Taniuchi et al., 2022).
A CAAF pode ser direta em lesdes superficiais palpaveis ou guiada por métodos imagioldgicos.

Para realizar uma avaliacdo imediata da amostra ap6s a colheita, torna-se necessario recorrer a
uma coloragdo rapida (de aproximadamente 30 segundos) para a analise em microscopio otico das
células presentes. A coloragdo tem como principal objetivo permitir a avaliagdo da composigao celular
das amostras, sendo a coloragdo de May-Griinwald Giemsa (MGG) a mais utilizada nesta avaliagdo
(Deepthi et al., 2022).

Na maioria dos laboratorios de Citopatologia sdo utilizadas essencialmente duas coloragdes de
rotina: a coloracao de Papanicolaou (PAP) e a coloragao de May-Griinwald Giemsa (MGG) (Dey, 2018).
Estas coloragdes, por serem complementares, sdo utilizadas em conjunto (Krafts & Pambuccian, 2011).
A diferenca principal na utilizagdo destas coloragdes € o tipo de fixag@o das amostras. As amostras
coradas com PAP sdo fixadas em solugdes alcodlicas (fixagdo quimica), enquanto as coradas com MGG
fixam por secagem ao ar (fixacao fisica) (Krafts & Pambuccian, 2011).

Frequentemente, ¢ exigido um diagnostico diferencial para caracterizacdo das lesdes e
orientagdo terapéutica, sendo necessaria a aplicacao de técnicas complementares de diagndstico como a
imunocitoquimica (ICQ). Por diversas circunstancias, nomeadamente a escassez da amostra obtida, a
presenca de laminas coradas com MGG ¢ a inica amostra possivel para diagnostico, pelo que se torna
imprescindivel a aplicacdo da ICQ nessas laminas.

A ICQ ¢é uma ferramenta forte e sensivel, indispensavel para o diagnostico e terapéutica de
neoplasias, sendo que a sua aplicagdo requer niveis elevados de conhecimento teérico e de pratica
laboratorial (Tuffaha et al., 2018). Para a ICQ sdo utilizados anticorpos, também denominados soros



primarios, como reagentes especificos, capazes de identificar os antigénios de interesse (Borges Ferro,
2014).

1.1. Estado da arte

Diversos estudos, como os que se encontram descritos abaixo, tém descrito que a aplicagdo de
técnicas complementares como a ICQ em laminas previamente coradas com MGG apresentam
resultados inconsistentes.

Em 2000, foi realizado um estudo em que foi avaliado o efeito do tipo de fixagdo na
imunomarcacao do soro primdrio citoqueratina AE1/AE3 (Shidham et al., 2000). Foram utilizadas 20
amostras de diversas origens anatomicas para realizar 2 blocos de parafina (amostras histologicas,
utilizadas como padrdo) e 14 amostras citologicas obtidas por raspagem (imprint). Das 14 amostras
citologicas, 12 foram submetidas a fixaga@o fisica (secagem ao ar) e as 2 restantes a fixagdo quimica
(etanol 95%). Das 12 amostras sujeitas a fixagdo fisica, 6 foram reidratadas com diferentes solugoes
salinas e as restantes 6 ndo foram submetidas a esse processo. Deste modo, para além de ter sido avaliado
o efeito da fixacdo na imunomarcacao, foi ainda analisado o efeito da etapa de reidratagdo nas amostras
sujeitas a secagem ao ar. Para a analise estatistica foi analisada a propor¢do e intensidade de marcagao,
e, posteriormente comparadas as médias de cada um dos grupos em estudo. Foi realizado um score total
para cada um dos grupos, de modo a comparar os dois parametros em conjunto entre grupos. Obtiveram
um score mais elevado, as amostras fixadas por secagem ao ar e posteriormente hidratadas com
formalina alcoodlica (com 3.75 pontos, de um total maximo de 8 pontos). A andlise da morfologia celular
mostrou melhor preservacdo nas amostras secas ao ar, comparativamente as fixadas em etanol 95%.

Relativamente aos tipos de fixador, foi elaborado em 2004, um estudo comparativo entre quatro
fixadores diferentes para compreender a influéncia de cada um deles na imunomarcagdo, utilizando o
soro primario RE (Gong et al., 2004). Foram obtidos esfregacos por raspagem de amostras de origem
mamaria (N = 47) que foram submetidos a quatro fixadores, sendo eles: método Abbott (sequéncia de
fixadores: formol 10%, metanol e acetona; temperatura de - 20°C); formol 10% (temperatura ambiente);
fixador Carnoy; secagem ao ar precedida do método Abbott. Como amostra-padrao foi utilizado um
bloco de parafina para cada uma das amostras, de cada um dos fixadores. O soro primario RE ¢ utilizado
regularmente para determinar se um determinado carcinoma da mama tem ou nao indicacao terapéutica
com bloqueadores dos recetores de estrogénios. Além de preditivo da terap€utica tem também valor
prognostico. Foi obtida expressao de RE em 36 (76.6%) das 47 amostras, tendo sido eleito como melhor
fixador o método Abbott, que apresentou maior percentagem de concordancia entre ICQ e IHQ. A
especificidade deste soro foi de 100% em todos os fixadores utilizados, no entanto, a sensibilidade
diferiu entre fixadores: método Abbott (88.9%); secagem ao ar precedida do método Abbott (79.4%);
formol 10% (9.1%); fixador Carnoy (7.7%). Mais uma vez, torna-se possivel concluir que o tipo de
fixador pode ser um fator interferente na imunomarcagao.

Como referido, a coloracdio MGG também se insere no grupo de fatores interferentes na
imunomarcacao, sendo esta um dos pontos fulcrais € com mais ambiguidade na area da Citologia e ICQ.
Na literatura sdo escassos os artigos que abordam as possiveis causas para a inconsisténcia de resultados
ICQ aquando de uma coloragao prévia por MGG, no entanto os que se encontram disponiveis permitem
retirar algumas conclusdes importantes.

No estudo realizado em 2008 foram analisadas as diferencas entre resultados
imunocitoquimicos utilizando diferentes tipos de fixacao (Fulciniti et al., 2008). Para cada amostra (N
= 144), foram utilizadas trés laminas, sendo que duas delas foram fixadas fisicamente e a restante fixada
quimicamente (através de fixagdo alcodlica). Foi utilizado um vasto painel de imunomarcadores



(nucleares, citoplasmaticos e membranares), de modo a compreender se uma determinada classe poderia
ser mais, ou menos afetada pela fixaco, relativamente aos resultados ICQ. Torna-se relevante referir
que as laminas submetidas a ICQ ndo foram previamente coradas com MGG e que, os resultados obtidos
foram concordantes entre as duas metodologias de fixagcdo. Conclui-se assim que sem a coloragdo prévia
por MGG, o tipo de fixagdo ndo constitui um fator interferente na imunomarcacao.

Em 2022, foi realizado um estudo retrospetivo no qual foram comparados os resultados
imunocitoquimicos de quatro protocolos utilizados num laboratorio de Citologia: citobloco, PEG, PAP
e MGG (Santos et al., 2022). As amostras (N =24) foram selecionadas e reuniu-se um total de 96 laminas
para analise. De cada amostra constava pelo menos uma lamina corada com PAP, uma lamina corada
com MGG, uma lamina preservada em PEG e um citobloco. Uma das limitagdes deste estudo incidiu
no intervalo de tempo entre a realizagdo da coloracdo e a aplicacdo da técnica ICQ, visto que as amostras
corresponderam a uma janela temporal entre janeiro de 2016 e janeiro de 2018. A comparagdo dos
protocolos teve por base uma grelha de avaliagdo da qualidade técnica ponderada, em que foi atribuido
um score final a cada um dos protocolos. Foram realizados testes estatisticos para verificar a presenca
ou auséncia de diferencas estatisticamente significativas entre os quatro protocolos em estudo.

Foram utilizados os seguintes soros primarios: TTF-1, cromogranina A (marcador de
diferenciacdo neuroendocrina) e p40 (utilizado para avaliar a diferenciacdo pavimentosa em
carcinomas). O protocolo com maior valor de score final (determinado em 27 pontos) foi o citobloco
(26.31), seguido do PEG (22.25), PAP (21.58) e, por fim MGG (11.79). Foram também comparados os
protocolos em par, de modo a perceber entre que conjunto de protocolos existiria diferencas
estatisticamente significativas. O unico par de protocolos em que nao foram verificadas diferencas foi o
PAP e PEG (p-value = 0.814). Quanto ao protocolo MGG, foi obtida uma média nula para a
sensibilidade e o menor score para o parametro “intensidade de marcacdo”. Através deste estudo ¢
possivel inferir que a coloragdo MGG interfere negativamente na qualidade da ICQ, isto ¢,
condicionando por vezes a interpretagao correta dos resultados ICQ. No entanto, existem alguns autores
que reportam resultados diferentes em relagdo a coloragdo com MGG.

Na area da veterinaria, em 2019, foi elaborado um estudo com intuito de compreender quais os
efeitos das etapas da fase pré-analitica das amostras na imunomarcacao (Dorfelt et al., 2019). As
amostras foram submetidas a diferentes protocolos, com a presenca e/ou auséncia de determinadas
etapas, de modo a compreender o possivel impacto destas na imunomarcagao. Algumas das etapas em
analise foram a coloracdo, descoloracdo e a remocao da lamela. Para cada amostra foi realizada uma
lamina corada com a coloragdo de Wright para a avaliacdo da morfologia das células. Foram utilizadas
amostras veterinarias provenientes de tecido cerebral e linfoide de gato e porco, respetivamente. O
estudo foi dividido em dois sub-estudos (A e B), sendo que o A analisou antigénios celulares e, o B
analisou antigénios virais, nomeadamente, o coronavirus felino (FCoV). Os soros primarios utilizados
no sub-estudo A foram o cluster of differentiation (CD3), a proteina fibrilar acida glia (GFAP) e o
antigénio nuclear neural (NeuN). Os resultados obtidos no sub-estudo A demonstraram que a aplicagio
da coloragao MGG ndo afetava a imunomarcacao.

Também na vertente da veterinaria, também em 2019, foi realizado um estudo em que foi
comparada a qualidade imunocitoquimica de amostras coradas com coloragdes Romanowsky e amostras
nao coradas (Raskin et al., 2019). Para além desta comparag@o, os autores tinham ainda como objetivo
otimizar os protocolos imunocitoquimicos para amostras coradas com coloragdes Romanowsky para os
seguintes soros primarios: CD3, CD20, 5 paired box transcription factors (PAX-5), complexo de
histocompatibilidade major 11 (MHCII), mieloma multiplo 1 (MUM-1), lisozima, vimentina,
citoqueratina e MELAN-A e, foram utilizadas amostras provenientes de tecido linfoide e de tecido nao-
linfoide. Foi verificada uma semelhanca relativamente a imunomarcagdo que membranar, quer



citoplasmatica entre as ldminas coradas e as laminas ndo coradas, no entanto as laminas sem coloragdo
apresentaram uma intensidade mais elevada que as laminas coradas. Relativamente a otimizacdo dos
protocolos, esta passou por alteragdes na diluicdo de cada um dos soros primarios utilizados. Neste
estudo concluiu-se que a presenca de coloragdo interfere na imunomarcacdo sendo os pardmetros
“intensidade de marcacdo” e, consequentemente, “sensibilidade” mais afetados. Apesar disso, os autores
mencionam que as coloragdes Romanowsky podem ser utilizadas para a aplicacdo de ICQ com sucesso
para o diagndstico.

Em 2022, foi realizado outro estudo com o objetivo de avaliar a utilizacdo de esfregacos sujeitos
a secagem ao ar, aplicagdo de MGG e posterior aplicagdo de ICQ (Kushwaha et al., 2022). Foi criado
um protocolo alternativo que englobava a descoloracdo das laminas e posterior hidratagdo em solucdo
salina. De modo a comparar a viabilidade deste protocolo foi feita uma comparagdo com o método de
rotina (fixagdo quimica em metanol, aplicagdo da coloragdo e posterior [CQ). Foram estudados 40 casos,
25 (62.5%) de lesdes da mama e os restantes 15 (37.5%) de hiperplasia linfoide reativa. Os soros
primarios testados foram o CD45 (para os casos de hiperplasia linfoide) e pan-citoqueratina (para os
casos de lesdes da mama). As laminas foram observadas por dois patologistas e foi determinado o
resultado global de cada uma. Posteriormente, cada esfregaco foi classificado de modo semi-quantitativo
relativamente aos parametros intensidade, localizagao e uniformidade de marcacao, contraste e presenga
de fundo. Foram aplicados testes estatisticos de forma a compreender a existéncia de diferencgas
estatisticamente significativas entre o protocolo de rotina e o protocolo proposto. Num total de 25 casos
verificaram-se resultados imunocitoquimicos positivos para o soro pan-citoqueratina, tanto em laminas
fixadas fisicamente como quimicamente. Das laminas secas ao ar, 76% apresentaram imunomarcagao e
24% nao. Das laminas sujeitas a fixacdo quimica, 80% foram positivas e 20% negativas. Relativamente
ao soro CD45, 100% das laminas fixadas quimicamente foram positivas e, das laminas secas ao ar
somente 86% apresentaram imunomarcagdo. Os autores mencionaram que poderdo existir, de facto,
pardmetros da qualidade técnica ICQ que sdo afetados pelo tratamento pré-analitico. Um dos topicos
mencionados incide no facto das amostras estarem em contacto com o metanol, o que podera
eventualmente alterar a configuracio do epitopo e, consequentemente afetar a detegdo do mesmo. E de
notar que os resultados obtidos foram ligeiramente melhores no soro CD45 relativamente a pan-
citoqueratina e que os resultados do soro CD45 ndo diferiram nos dois tipos de fixagao.

Neste seguimento, torna-se necessaria a investigacao deste topico, de extrema importancia para
o diagnostico e orientagdo terapéutica dos pacientes em que sO existem amostras previamente coradas
com MGG.

1.2. Questoes da investigacao

e Sera possivel otimizar um protocolo imunocitoquimico para amostras citologicas previamente
coradas com a coloragdo May-Griinwald Giemsa, para os anticorpos antigénio leucocitario
comum 45 (CD45), fator de transcri¢ao da tiroide (TTF-1) e citoqueratina AE1/AE3?

e Sera possivel validar os protocolos otimizados segundo as normas estabelecidas pelo Colégio
Americano de Patologistas (CAP)?

e Quais serdo os parametros mais afetados pela presenca de coloragao May-Griinwald Giemsa na
qualidade da ICQ?



e A sensibilidade dos soros primarios CD45, TTF-1 e citoqueratina AE1/AE3, em amostras
citologicas, ¢ afetada pela prévia coloragdo com MGG?

1.3. Objetivos

A aplicagdo da técnica de imunocitoquimica em amostras previamente coradas com a coloragao
MGG ¢ uma das ferramentas preponderantes no diagnostico e progndstico de amostras citologicas.

O principal objetivo da presente investigagdo incidiu na otimiza¢do e validagdo do protocolo
imunocitoquimico para a detecdo dos antigénios CD45, TTF-1 e citoqueratina AE1/AE3, em amostras
de neoplasias do pulmdo e de derrames de cavidades serosas (pleurais e peritoneais), coradas com
coloracdo de May-Griinwald Giemsa. Para tal, foi necessario:

e Otimizar um protocolo imunocitoquimico que permita resultados exatos e precisos em amostras
citologicas coradas com a coloragao May-Griinwald Giemsa.

e Validar a técnica otimizada em amostras citologicas, com énfase em amostras de carcinoma do
pulmao.

e Avaliar se a coloragdo May-Griinwald Giemsa influencia a imunomarcacdo consoante a sua
localizag@o celular (nuclear, citoplasmatica ou membranar).

e Avaliar a qualidade da técnica imunocitoquimica em cada uma das laminas realizadas e
comparar os resultados entre os protocolos utilizados: com coloragdo May-Griinwald Giemsa,
com fixacdo em PEG e em citobloco.



2. Contextualizacao Teorica

2.1. Coloracao May-Griinwald Giemsa

A coloracdo MGG (Figura 2.1) tem-se tornado numa das coloragdes mais utilizadas na rotina
de um Laboratério de Citologia. E particularmente utilizada para a avaliagdo de amostras provenientes
de citologias aspirativas submetidas a uma fixacéo fisica (Deepthi et al., 2022; Piaton et al., 2016). E
classificada como uma colorag@o neutra, por ser composta por um corante acido € um corante basico
(Dey, 2018; E. Boon & S. Drijver, 1986). O azure B ¢ um corante acido (catidénico) obtido através da
desmetilagdo oxidativa do azul de metileno (Lew, 2012), encontrando-se presente no corante May-
Griinwald. A eosina Y € um corante basico (anidnico) de cor rosada, composto por anides moveis que
se movem em solucdo para neutralizar os catides fixos nas proteinas, encontrando-se presente no corante
Giemsa (R. W. Horobin & Walter, 1987). A eosina Y cora as estruturas acidofilicas enquanto o corante
azure B cora as estruturas basofilicas (R. W. Horobin & Walter, 1987).

A coloragao MGG pertence a um conhecido e vasto grupo de coloragdes, o grupo de coloragdes
Romanowsky em que se incluem as coloragdes de Leishmann, Giemsa ¢ Wright (R. W. Horobin &
Walter, 1987). O principal fator em comum das colora¢des do grupo Romanowsky ¢ a policromasia das
mesmas, isto ¢, a capacidade de corar estruturas com diferentes graus de intensidade (Bezrukov, 2017;
R. W. Horobin & Walter, 1987). A esta caracteristica da-se o nome de efeito Romanowsky (Bezrukov,
2017), que por ocorrer um fenémeno de metacromasia, origina a cor roxa (Jorundsson et al., 1999).

Este efeito ndo ¢ bem conhecido (Jorundsson et al., 1999) e existem vérias teorias relativamente
ao mecanismo que conduz a formagdo da cor roxa. Em 1983, Wittekind mencionou que o efeito
Romanowsky ndo ocorreria sem ser na presenca de dois corantes em simultaneo — azure B e eosina Y.
O autor menciona ainda que a ocorréncia do efeito Romanowsky depende fortemente de fatores externos
a coloragdo, como o pré-tratamento a que a amostra foi submetida, nomeadamente o tipo de fixagdo
(Wittekind, 1983).

Mais tarde, em 1987, avaliaram o efeito da coloragdo em esfregacos sanguineos (R. W. Horobin
& Walter, 1987) e, consideraram que ndo seria a presenca de cor roxa que necessitava de explicagdo,
mas sim a presenga das cores azul e vermelho. Foram avaliados fatores como tempo e temperatura de
coloragdo, composicao do solvente, pH e concentragdo dos corantes, assim como o tipo de fixagdo. Os
autores concluiram que variagdes nestes fatores conduziam a alteragdes na qualidade da coloragdo.
Relativamente a formagdo de cor roxa — efeito Romanowsky — os autores mencionam que todas as
estruturas celulares acabam por ficar coradas de roxo quando submetidas a maiores tempos de coloragao.
Neste estudo as amostras foram submetidas a tempos de coloragdo entre 30 segundos e 28 horas ¢
verificou-se que todas as estruturas ficaram coradas de roxo nas amostras submetidas ao protocolo de
28 horas. A presenga de precipitado nas laminas podera dever-se a concentragdo demasiado elevada do
tampdo ou, a uma temperatura elevada durante a coloragcdo. Constataram ainda que os eritrocitos
apresentavam basofilia em situa¢des de pH mais elevado e, contrariamente, eosinofilia em situagoes de
pH mais baixo.



Figura 2.1. - Amostra de liquido pleural corada com a coloracao de MGG. Legenda: Seta preta (Célula mesotelial); Seta
vermelha (Eritrocitos); Seta amarela (Linfocito) (Imagem da autora).

Uma das vantagens mais consideraveis da coloragdo MGG ¢ o facto de ser indispensavel na
realizacdo de exames extemporaneos (ROSE — Rapid on site evaluation), isto €, exames em que sdo
recolhidas amostras do paciente e observadas microscopicamente no momento pelo citologista e/ou
citotécnico (Wang et al., 2019). Desta forma ¢ avaliada a qualidade e quantidade da amostra permitindo
calcular se ¢ ou ndo necessario colher maior quantidade de material e, € possivel direcionar a amostra
para os meios complementares indicados para o diagndstico. Nestas situacdes ¢ utilizada a coloragdo
MGG rapida (por ser realizada em aproximadamente 30 segundos) (Krafts & Pambuccian, 2011). A
utilizacdo do ROSE ¢ essencial para diminuir a existéncia de amostras insatisfatdrias, por a avaliagdo
da amostra ser realizada no momento da colheita (Krafts & Pambuccian, 2011). No entanto, se houver
limita¢des na quantidade da amostra obtida e o diagnoéstico se cingir somente as l[dminas avaliadas em
MGG, a realizagao de técnicas complementares como a ICQ, caso necessaria, tem de ser aplicada nessas
laminas.

Por outro lado, a coloragdo MGG apresenta algumas limitacdes, nomeadamente a instabilidade
¢ a auséncia de padronizacdo (Krafts & Pambuccian, 2011; Piaton et al., 2016). Varios autores assumem
dificuldades em padronizar esta coloragdo devido a poder ser influenciada por inimeros fatores. Uma
das causas inerentes a instabilidade desta coloragdo & a presenga de precipitado, que pode ser
minimizada através de algumas condi¢des, como a baixa concentracdo dos corantes, temperatura de
coloracdo mais baixa e intervalos de tempo mais curtos entre a secagem ao ar ¢ a coloragao (R. Horobin,
2011). A coloragao MGG apresenta ainda como desvantagens a presenca de fundo, fator esse que podera
condicionar para a interpreta¢@o das células existentes na amostra, assim como a necessidade de troca e

preparagdo de reagentes semanalmente (Belgaumi & Shetty, 2013).

2.2. Imunocitoquimica

A ICQ utilizada em Citologia (Jain et al., 2019) inclui um conjunto de metodologias em que o
principal objetivo incide na localizagdo de um determinado epitopo de interesse (Borges Ferro, 2014).
Esta técnica, quando aplicada em amostras histologicas ¢ denominada por imunohistoquimica (IHQ).



2.2.1. Métodos imunocitoquimicos

Os métodos imunocitoquimicos envolvem a interagdo entre um anticorpo e um antigénio
(Borges Ferro, 2014). Um anticorpo ¢ uma proteina que ndo possui cor propria, logo, para garantir que
ocorreu a ligagdo com um antigénio torna-se necessario recorrer a algum tipo de detec@o para que este
possa ser visualizado (Borges Ferro, 2014). Assim, existem métodos que envolvem cor, fluorescéncia,
entre outros (Borges Ferro, 2014).

Existem, essencialmente, dois métodos de detegdo, o método direto e o método indireto (Figura
2.2). No método direto ¢ utilizado apenas um anticorpo primario que se encontra acoplado a enzima
marcadora, ou seja, existe uma ligacdo direta entre o antigénio e o anticorpo. Relativamente ao método
indireto, sdo utilizados dois tipos de anticorpos (anticorpos primario e secundario), os anticorpos
primarios que estdo em contacto direto com o antigénio e os secundarios (acoplados ao marcador) que
se encontram ligados aos anticorpos primarios.

Enzima marcadora

Enzima marcadora X
Anticorpo
f) % secundario
Antjcofpo Anticorpo

primario / \ primério/ \
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Célula Célula
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Figura 2.2. - Esquema ilustrativo dos métodos imunocitoquimicos direto e indireto. Adaptado de (Borges Ferro, 2014).

O método do micropolimero de enzimas (Figura 2.3) inclui-se nos métodos imunocitoquimicos
indiretos e deteta anticorpos primarios especificos de ratinho e coelho. Estes anticorpos encontram-se
ligados a um antigénio em secgodes de tecido fixado em formol ou, por outro lado, amostras citologicas
fixadas em metanol (Roche, 2020). A detecdo do antigénio ocorre através de uma reagdo cromogénica
visivel através de microscopia 6tica, em que a presenga de cor castanha ocorre devido a precipitacdo de
um produto enzimatico (Roche, 2020).
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Figura 2.3. - Esquema ilustrativo do kit de detecdo OptiView DAB (Roche, 2020).



O antigénio alvo ¢ detetado pelo anticorpo primario, que se liga ao antigénio originando uma
ligagdo antigénio-anticorpo. O anticorpo primario ¢ detetado por um anticorpo secundario especifico,
que se encontra acoplado a um anticorpo terciario marcado com enzimas horseradish peroxidase (HRP)
(Roche, 2020). E através destas enzimas que ocorre a reagio de precipitagdo, isto é, o peroxido de
hidrogénio (H>0,) ao reagir com o cromogénio tetra-hidrocloreto de 3,3’ — diaminobenxidina (DAB)
produz um precipitado de cor castanha, que é observado microscopicamente (Roche, 2020). A presenca
da cor castanha permite inferir a presenca do antigénio alvo no tecido ou amostra citologica em estudo.

Esta técnica torna-se imprescindivel, por permitir confirmar uma suspeita de diagnostico,
determinar a natureza primaria ou secundaria da lesdo, o grau de diferenciagdo, progndstico e, inclusive
a proposta terapéutica a aplicar (Kanber et al., 2021; Moreau et al., 1998). Num estudo que avalia a
utilidade da ICQ no diagnostico citopatologico, numa série de casos de dificil diagnostico, esta €
considerada 1util em 76% dos casos (Shield et al., 1996). Através desta técnica complementar torna-se
possivel a determina¢do do estado de biomarcadores de interesse, com impacto no diagnostico e
terapéutica do doente.

Ao contrario do que acontece com a Histopatologia, nio existem protocolos técnicos
consensuais sobre a aplica¢do de ICQ em amostras citologicas (Roy-Chowdhuri, 2020). Isto, em muito
se deve a vasta quantidade de métodos de citopreparagao e tipos de fixagdo a que as amostras sao sujeitas
(Kirbis et al., 2011). E sabido que esta variedade afeta a qualidade dos resultados imunocitoquimicos,
ainda que este topico ndo seja totalmente explorado e, devidamente investigado (Kirbis et al., 2011). A
eficacia e consisténcia de resultados imunocitoquimicos podem ser condicionadas por inumeros fatores
pré-analiticos, analiticos e, inclusive pds-analiticos (Jain et al., 2019).

Assim, a auséncia de protocolos padronizados para a aplicag@o de ICQ nestas amostras, constitui
um dos principais desafios desta area de investigagao (Kanber et al., 2021).

2.2.2.  Fase pré-analitica: fatores interferentes

A fase pré-analitica, relativamente a execucdo do método imunocitoquimico, engloba todas as
etapas a que a amostra ¢ submetida, desde o seu processamento até a aplicagdo da coloracdo MGG,
inclusive. Esta ¢ considerada uma das fases mais problematicas para a posterior aplicacdo de técnicas
complementares, tendo em consideragdo os inumeros possiveis fatores interferentes na preservagao
antigénica das amostras (Santos et al., 2022).

Através da figura 2.4 ¢ possivel observar alguns desses fatores.
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Figura 2.4. - Fatores pré-analiticos possivelmente interferentes na preservagao antigénica. Adaptado de (DAKO, 2009).



Amostras

Existem varios tipos de amostras diferentes, quer seja em termos de origem anatdmica, quer em
termos de celularidade (havendo amostras com maior ¢ menor abundancia celular). As amostras
recebidas podem ser benignas ou malignas. Quando se trata de uma amostra de neoplasia maligna as
caracteristicas condicionam a aplicagdo das técnicas complementares.

Fixacao

A fixagdo € uma etapa crucial na fase pré-analitica tendo como principal objetivo a preservagao
morfologica de células, tecidos e de epitopos. Por outro lado, a fixagdo também pode ser considerada
uma das principais causas para uma imunomarcagao fraca (Borges Ferro, 2014). Os processos de fixacdo
podem variar entre laboratorios. Existem diversos estudos que demonstram resultados otimizados
utilizando diferentes tempos e temperaturas de fixacao, assim como diferentes fixadores (Bertram et al.,
2018; Fulciniti et al., 2008; Gong et al., 2004). Uma fixagdo em excesso ou em défice pode causar danos
na preservacao da morfologia celular, podendo originar a presenga de artefactos, lise celular e rotura
nuclear e/ou membranar (Jorundsson et al., 1999). Consequentemente a estas alteragdes morfologicas
ao nivel celular, torna-se expectavel a alteragdo e/ou auséncia de imunomarcacio tendo em conta a
destruicao das estruturas que idealmente seriam marcadas.

Em Citologia sao utilizados essencialmente dois métodos de fixacao, a fixagao fisica e a fixagao
quimica (Shidham et al., 2000). A secagem ao ar ¢ o tipo de fixacdo fisica mais utilizado em ambito
laboratorial para amostras citologicas, sendo que fatores como o tempo e temperatura de secagem sao
importantes a considerar. Ap6s o periodo de secagem ao ar, as amostras podem assumir duas
possibilidades, sendo elas a pos-fixagdo quimica (recorrendo a imersao da lamina em metanol) ou a
congelagdo (como método de armazenamento, caso as amostras ndo sejam utilizadas no momento do
processamento) (Pinheiro et al., 2015). Estas tltimas, quando necessarias, sdo colocadas a temperatura
ambiente e posteriormente fixadas em metanol. Alguns autores mencionam que a antigenicidade ¢
mantida nas amostras quando congeladas em temperaturas entre os -20°C (graus Celsius) e os -70°C
(Pinheiro et al., 2015).

Existe ainda uma metodologia de fixagdo, denominada por preservagdo em polietilenoglicol
(PEG), que consiste numa fixagdo imediata da amostra em metanol refrigerado (4°C) durante
aproximadamente 30 minutos e, posterior aplicagdo da solu¢do PEG a temperatura ambiente (Pinheiro
et al., 2015). Esta solucdo, a temperatura ambiente, cria uma espécie de pelicula protetora sobre a
amostra (obtida por esfregago ou citocentrifugacdo) que permite o armazenamento das amostras a
temperatura ambiente sem perda de antigenicidade. A preservacdo de amostras em PEG ¢ considerada
um protocolo fiavel para a realizagdo de ICQ em amostras citologicas (Srebotnik Kirbis et al., 2021).
Num estudo comparativo entre diferentes protocolos, em que foi avaliada a qualidade da técnica 1CQ,
os dois protocolos com pontuacdo mais elevada foram o citobloco em 1° lugar, seguindo-se o PEG
(Santos et al., 2022).

Relativamente ao citobloco, ¢ utilizado como fixador o formol a 10% tamponado. O citobloco
¢ utilizado em Citologia para mimetizar os fragmentos histologicos impregnados em parafina,
posteriormente cortados e corados com os mesmos métodos utilizados em Histopatologia (Krogerus &
Kholova, 2018). Segundo diversos estudos, o citobloco apresenta resultados consistentes na aplicagdo
da técnica ICQ para diversos soros primarios (Krogerus & Kholova, 2018; Santos et al., 2022; Satturwar
et al., 2019). No presente estudo o citobloco, assim como o PEG foram considerados os padroes da
analise e interpretagcdo de amostras citologicas.
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Coloracao MGG

A aplicagdo da coloragdo MGG constitui um fator pré-analitico consideravelmente interferente
na qualidade da ICQ. As amostras sujeitas a ICQ e, previamente coradas com MGG sdo fixadas
fisicamente através da secagem ao ar e, posteriormente em metanol (fixagdo quimica).

Como referido anteriormente, em certas ocasioes, as laminas coradas com MGG sdo a unica
amostra possivel para diagnostico, pelo que se torna inerente a aplicagdo de técnicas complementes nas
mesmas. Diversos estudos tém comprovado que a aplicagdo de técnicas complementares como a ICQ
em laminas previamente coradas com MGG apresentam resultados inconsistentes (Dorfelt et al., 2019;
Raskin et al., 2019; Santos et al., 2022). A razao desta inconsisténcia de resultados ainda nio se encontra
claramente descrita na literatura, no entanto, ¢ possivel considerar como fatores interferentes:

e Variacdo da composicio quimica dos reagentes: ao longo do tempo os reagentes vao
sofrendo alteragcdes quimicas que poderdo modificar, consequentemente, a ligagdo entre o
corante € as moléculas da amostra;

o Instabilidade dos reagentes: ao serem expostos ao ar e as particulas contaminantes existentes
neste, os reagentes poderdo perder estabilidade e, dessa forma ndo apresentarem resultados
precisos e exatos entre si (Piaton et al., 2016).

2.2.3.  Fase analitica: fatores interferentes

A fase analitica refere-se a aplicagdo da técnica ICQ em si. A técnica € composta por varias
etapas, algumas delas cruciais para obter uma lamina com um resultado imunocitoquimico de melhor
qualidade. Em todos os protocolos podem ser feitas alteragdes quer a nivel de tempos (incubacdo de
reagentes, por exemplo), concentracdo (relativamente a dilui¢do dos soros primarios) ou, até mesmo
temperatura de incubagdo. As etapas essencialmente sujeitas a este tipo de alteragdes sdo o tempo de
recuperagdo antigénica, o tempo de incubacdo e a dilui¢ao do soro primario.

Num estudo realizado em 2012, os autores reuniram 64 esfregacos e submeteram-nos a um
conjunto de protocolos imunocitoquimicos em que foram alterados parametros como a diluigdo dos
soros primarios, o tempo da recuperagdo antigénica (assim como a poténcia do micro-ondas utilizado
para a realizacdo da mesma), o tipo de tampao e o seu pH (Beraki et al., 2012). As amostras foram
previamente coradas com coloragdes Romanowsky — Diff-Quik € MGG. Os soros primarios em estudo
foram: Ki-67, RE (recetores de estrogénios), progesterona, citoqueratina, MNF-116 (pan-citoqueratina
MNF-116) e E-caderina.

Para todos os soros primarios foi obtida imunomarcagdo maxima (+++) nas amostras coradas
com MGG, nos protocolos que utilizaram o tampao Tris-EDTA (TE) com pH = 9. Todos os soros
primarios apresentaram uma diluicdo de 1:100 a excecdo da E-caderina, com uma dilui¢do de 1:30.
Todos os soros necessitaram de um aumento na concentragao relativamente a concentracao utilizada na
rotina laboratorial ICQ e IHQ. Assim, torna-se percetivel o impacto que pequenas alteragcdes nos
protocolos podem ter no resultado imunocitoquimico.

2.3. Carcinoma do pulmao

Segundo a Organizagdo Mundial de Satide (OMS), o carcinoma do pulmao ¢ a causa de morte
mais prevalente a nivel mundial, tendo ocorrido em 2020 cerca de 1,80 milhdes de mortes (World Health
Organization, 2023). O carcinoma do pulmao, ao longo dos anos, tem vindo a ser cada vez mais
associado a exposicao de fatores de risco, sendo o fumo do tabaco o mais prevalente (Koss, 2006). O
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tabaco ¢ composto por varios elementos classificados como carcinogénicos pela Agéncia Internacional
de Pesquisa do Cancro (IARC). Alguns destes elementos sdo o formaldeido, o benzeno e alguns metais
como o cadmio e o cobalto (Centers for Disease Control and Prevention et al., 2010).

O carcinoma do pulmao pode ser classificado como uma doenga ocupacional. A exposi¢ao
continua a determinadas substancias, como os asbestos, pode ser uma das causas para a manifestagao
da doenga, embora esteja classicamente associada ao mesotelioma (tumor da pleura) (Koss, 2006;
Noonan, 2017). Os tumores do pulmio podem ser classificados, de um modo geral, em dois grupos:
tumores de pequenas células e tumores de ndo pequenas células (Travis, 2002).

Os tumores de pequenas células sdo semelhantes a células basais ou de reserva e sao
considerados mais agressivos, assumindo um pior prognodstico. Por outro lado, os tumores de nao
pequenas células podem subdividir-se em:

e Carcinomas pavimentocelulares (CPC), que apresentam diferencia¢@o pavimentosa;
e Adenocarcinomas (ADC), que apresentam padroes glandulares;
e (Carcinomas de grandes células (Travis, 2002).

O diagnostico das neoplasias do pulmao, geralmente, € realizado recorrendo primeiramente a
avaliacdo da sintomatologia do paciente. Posteriormente sdo realizados exames radioldgicos de modo a
orientar e direcionar o clinico para a localizagdo exata do tumor. Apos identificacdo radiologica, ¢
realizada bidpsia e/ou citologia, idealmente com o exame extemporaneo como acima mencionado
(ROSE). A sensibilidade deste na determinagdo adequada de diagnodsticos de neoplasias pulmonares ¢é
de 97.5%, segundo um estudo realizado em 2021 (Yuan et al., 2021).

Apos ser realizado o exame extemporaneo, as amostras sao processadas para diagnodstico. A
utilizagdo da imunohistoquimica na diferenciacdao de tumores pulmonares foi introduzida em 2015, pela
OMS, sendo atualmente considerada imprescindivel (Yatabe et al., 2019). Existem atualmente inimeros
painéis imunocitoquimicos que permitem a diferenciacdo entre as neoplasias do pulmao mais comuns.
Os mais comuns s3o o soro primario CD45 que permite a identificagdo de células linfoides, TTF-1 que
permite a identificagdo de adenocarcinomas do pulmao e, por fim a citoqueratina AE1/AE3 que permite
a identificagdo de células epiteliais.

2.3.1. CD4S5 (Antigénio leucocitario comum)

O CD45 (antigénio leucocitario comum) (Fenu & Maracaja, n.d.; Rheinlénder et al., 2018),
corresponde a uma familia de cinco ou mais glicoproteinas de elevada peso molecular, entre 180 a 220
quiloDalton (kDa), presentes na superficie da maioria dos leucocitos humanos (incluindo monocitos,

linfocitos e eosinofilos), mas ausente em eritrocitos e plaquetas (Fenu & Maracaja, n.d.; Rheinldnder et
al., 2018).

A imunoexpressao de CD45 esta associada processos patologicos e nao patologicos (S. Zheng
& Epstein, 2021). Permite identificar ganglios linfaticos, processos inflamatorios, quadros clinico-
patologicos de disfuncdo das células T e B, doencgas autoimunes infeciosas, leucemias e linfomas (Al
Barashdi et al., 2021; S. Zheng & Epstein, 2021).

Este antigénio assume uma localizagdo membranar, pelo que a sua expressao se confirma pela
presenca de cor castanha na membrana das células (Fenu & Maracaja, n.d.).
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2.3.2. Pan-citoqueratina (clones AE1/AE3)

A pan-citoqueratina AE1/AE3 marca um antigénio epitelial membranar e ¢ comumente
identificado como marcador epitelial (Thompson, 2013). E um filamento intermédio, essencial na
componente do citoesqueleto, que se encontra envolvido na manutengao da morfologia celular. Consiste
numa mistura de dois clones — AEl e AE3 — de anticorpos monoclonais anti-citoqueratina (Van
Bockstal, n.d.). Este soro permite a dete¢do de um conjunto de citoqueratinas de baixo e alto peso
molecular (Van Bockstal, n.d.). O clone AE1 deteta as citoqueratinas 10, 14, 15, 16 e 19, enquanto o
clone AE3 deteta as citoqueratinas 1,2,3,4,5,6, 7 ¢ 8 (Badzio, 2019). Nenhum dos clones ¢ capaz de
detetar a presencga de citoqueratinas 17 e 18 (Van Bockstal, n.d.).

O antigénio AEI/AE3 ¢ expresso em células epiteliais ndo neoplasicas do pulmdo, como as
células bronquicas, assim como nas células mesoteliais da pleura. Em lesdes neoplésicas, encontra-se
expresso em todos os tipos de carcinomas (neoplasias epiteliais malignas), incluindo em todos os
carcinomas do pulmao (Cell Marque, n.d.).

23.3. TTF-1

TTF-1 ou fator de transcri¢ao tiroideu 1 € um fator de transcri¢ao pertencente a familia de genes
Nkx-2 (Ulici & Wang, n.d.). Regula o desenvolvimento humano, crescimento celular e encontra-se
preferencialmente expresso na tiroide, pulmao e estruturas cerebrais (Messaritakis et al., 2017; Ulici &
Wang, n.d.). Este soro possui uma marcagao nuclear e, encontra-se expresso numa elevada percentagem
de adenocarcinomas pulmonares (Moldvay et al., 2004). Assim, a imunomarcagao positiva para TTF-1
torna possivel diferenciar adenocarcinomas de origem pulmonar de metastases de adenocarcinomas de
outras origens anatomicas, com exce¢ao de metastases de carcinomas primitivos da tiroide.

2.4. Validacao de protocolos imunocitoquimicos

Para qualquer metodologia utilizada a nivel laboratorial, devem ser garantidas as condi¢des
minimas de qualidade dos resultados obtidos, assim como a garantia da reprodutibilidade. Em cada
laboratdrio torna-se inerente a necessidade de validagao de protocolos, quer sejam estes de um método
de processamento de amostras, de uma coloragao ou de uma técnica imunocitoquimica.

O Colégio Americano de Patologistas (CAP) é uma entidade que integra uma equipa
multidisciplinar constituida por varios profissionais de saude que visam estabelecer guidelines para a
valida¢do de determinados métodos laboratoriais. As boas praticas laboratoriais exigem que sejam
estabelecidos protocolos otimizados para os diversos parametros, nomeadamente a concentracao do soro
primario, recuperacgao antigénica e método de detecdo, relativamente a ICQ (Satturwar et al., 2019). A
validagdo de um método requer uma otimizagdo prévia assim como uma analise da sensibilidade e
especificidade do mesmo (Satturwar et al., 2019). A sensibilidade, por defini¢do, ¢ a probabilidade
condicional de um teste ser positivo dado que o individuo ¢ doente (Cunha et al., 2011). Por oposigao,
a probabilidade condicional de um teste ser negativo dado que o individuo ¢ ndo-doente define-se por
especificidade (Cunha et al., 2011).

Relativamente as condigdes de validagdo de um soro primario (ou anticorpo), segundo as
normas implementadas pela CAP, torna-se necessario atingir pelo menos 90% de sensibilidade isto &,
existir pelo menos 90% de concordancia entre o novo protocolo e o padrao (Satturwar et al., 2019).
Caso esta percentagem nao seja atingida ¢ necessario investigar qual o possivel motivo para a baixa
percentagem de concordéncia (Satturwar et al., 2019). Para cada validacdo sdo necessarias pelo menos

13



10 amostras, sendo que na mesma amostra podem encontrar-se células-positivas e células-negativas
para um determinado anticorpo (College of American Pathologists, 2014).

3. Metodologia

3.1. Classificacao do estudo

O presente projeto de investigagdo pode ser classificado como sendo um estudo experimental
ndo randomizado, descritivo, nao probabilistico por conveniéncia (Nedel & Silveira, 2016).

Justificacao do tipo de estudo

o Experimental: o investigador assume controlo direto nas condigdes a que a populagdo
em estudo ¢ sujeita (Nedel & Silveira, 2016). Neste tipo de estudos existe um grupo
controlo (amostras padrao — citobloco € PEG — sujeitas a ICQ) e um grupo de estudo
(amostras coradas com MGG e posterior aplicacdo de ICQ).

e Nio randomizado: as amostras incluidas no estudo ndo sdo selecionadas
aleatoriamente, mas sim intencionalmente pelo investigador. As amostras selecionadas
para o presente estudo foram somente liquidos pleurais e peritoneais com presenca de
neoplasia pulmonar ou outros derrames das cavidades serosas com presenca de
metastases pulmonares;

3.2. Método de amostragem e critérios de inclusao e exclusio

Selecionamos 30 amostras de derrames provenientes de cavidades serosas. Cada uma das
amostras foi processada e foram verificados alguns parametros para a inclusdo ou exclusdo das mesmas
no estudo. Torna-se relevante mencionar que para todas as amostras incluidas no estudo foi tido em
consideragdo a eventual necessidade de recorrer as mesmas para a realizagdo de técnicas
complementares para o diagnostico do paciente. Foram excluidos os casos em que o volume das
amostras era reduzido ou perto do limite necessario para a atribui¢do do diagndstico.

Os critérios de inclusdo e exclusdo encontram-se descritos na tabela 3.1, abaixo apresentada.

Tabela 3.1. - Critérios de inclusdo e exclusdo do estudo.

Critérios Inclusdo Exclusao
Moderada a abundante Escassa
Percentagem celular
(> 10 células por campo) (< 10 células por campo)
Preservagdo morfologica Mantida Ausente
celular
Intervalo entre data de Igual ou inferior a dois dias Superior a dois dias

colheita e processamento

3.3. Identificacao de variaveis em estudo

Uma variavel de investigagdo consiste numa entidade que varia o seu valor e/ou significado
(Kaliyadan & Kulkarni, 2019). A existéncia de uma variavel num projeto de investigagdo € crucial, visto
que ¢ através desta que se torna possivel a operacionalizagdo de conceitos e tratamento estatistico dos
dados obtidos (Kaliyadan & Kulkarni, 2019).

A classificacdo das variaveis em estudo encontra-se na tabela abaixo apresentada — Tabela 3.2.
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Tabela 3.2. - Classificacdo das variaveis em estudo.

Tipo de variavel Descricdo da variavel Classificagdo Escala de medida
5 _Grii Nominal
Varidvel independente Culorcay May Slutals Qualitativa
Giemsa (booleana)
Preservag@o morfologica Qualitativa Ordinal
Intensidade de marcagao Qualitativa Ordinal
Varidveis dependentes ibili i
P Sensibilidade da qualidade Qualitativa Ordinal
(Grelha de 1CQ
classificacdo) T g
Especificidade da qualidade Qe Ordinal
ICQ
Contraste Qualitativa Ordinal
Varidveis dependentes Pontuacao global da ldmina Quantitativa Ordinal
(Avaliacio da Sensibilidade de diagnostico Quantitativa Continua
sensibilidade e Especificidade de fitati Conti
especificidade) Famis s Quantitativa ontinua

3.4. Consideracoes éticas e legais

Ao longo do desenvolvimento do presente estudo tivemos em consideracdo os valores €éticos,
que aplicamos em todos os momentos respeitantes ao trabalho em questdo. A ética assume uma
importancia crucial na investigagao cientifica, sendo que deve ser aplicada desde o inicio da elaboragdo
do projeto até ao cessar do mesmo (Yip et al., 2016).

Para a elaborac@o da presente investiga¢do foram utilizadas amostras de doentes, armazenadas
no Instituto Portugués de Oncologia de Lisboa Francisco Gentil (IPOLFG), ¢ em nenhum momento o
diagnoéstico citologico das amostras foi colocado em causa. Tivemos em consideracdo o volume
necessario para o diagnostico de cada amostra, individualmente, para a decisdo das amostras incluidas
ou ndo no estudo. E importante mencionar que ndo foi utilizada qualquer informagao dos doentes, além
do diagnostico. Toda a investigagdo foi acompanhada e orientada por profissionais qualificados na area
da Anatomia Patologica, que garantiam o cumprimento das normas e o trabalho foi submetido a
Comissdo de Etica do Instituto e aprovado pela mesma.

3.5. Planeamento do estudo
3.5.1. Desenho de estudo

O desenho de estudo tem como objetivo tornar claros todos os passos realizados desde a rececdo
das amostras no laboratdrio até a analise das laminas obtidas.

No Apéndice 1 encontra-se o cronograma das atividades realizadas, assim como o or¢gamento do
projeto.
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O projeto foi estruturado de forma a otimizar e validar a técnica ICQ em laminas coradas com MGG,
pelo que o mesmo se subdividiu em trés fases:

e Fase I: Recolha e preparacao de amostras citologicas
e Fase II: Otimizagao dos protocolos
o Fase III: Validacao dos protocolos e controlo de qualidade

3.5.2.  Fase I: Recolha e preparacio de amostras citoldogicas

Foram utilizadas amostras provenientes de derrames das cavidades serosas, incluindo liquidos
pleurais e peritoneais. Este tipo de amostras pode ser colhido para recipientes, podendo o seu volume
variar entre 60 até 2000 mililitros (mL). As amostras sdo sujeitas a um conjunto de etapas, como
demonstrado pelo esquema da figura 3.1. Depois da amostra ser recebida no laboratorio de
citopatologia, segue-se o seu processamento, sendo que este se pode subdividir em duas fases: fase pré-
analitica e fase analitica.

Amostra Processamento

* Preparagdo de * Aplicagdo da
cytospins e técnica ICQ
citoblocos

* Coloragdo MGG

Figura 3.1. — Fluxo de trabalho das amostras.

Fase pré-analitica

A fase pré-analitica inicia-se na rececdo da amostra e termina na aplicagdo da coloragdo MGG.

As amostras ao serem recebidas no laboratério seguiram um fluxo de trabalho consoante o resultado
pretendido, que pode ser a obtengdo de cytospins ou de citoblocos.

As amostras foram retiradas do saco ou contentor de colheita (Figura 3.2A ¢ 3.2B), filtradas e colocadas
em tubos de centrifuga devidamente identificados. A filtragdo foi realizada de modo a reter os possiveis
coagulos existentes nas amostras, que poderiam eventualmente interferir na citocentrifugacao. O volume
de amostra colocado em cada tubo de Falcon variou entre 30 mL e 50 mL, para a realizagdo de cytospins
e de citoblocos, respetivamente.

Figura 3.2. - (A) Amostra citologica em contentor estéril. (B) Amostra citoldgica em saco de colheita. Nota: Foram colocadas
barras pretas de modo a proteger a identidade do paciente (Imagem da autora).
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Preparacao de cytospins

Para a realizacdo das laminas por citocentrifugacao foram utilizados citofunis acoplados a uma
lamina de vidro (Figura 3.3). Em cada citofunil foram colocados até 500 pL (microlitros) de amostra
previamente centrifugada (325 g, 5 minutos). A amostra, ao ser citocentrifugada, permite que ocorra
uma deposi¢ao das células na ldmina de vidro, para que ao ser removido o citofunil, seja obtido o imprint
de células na lamina de vidro.

Figura 3.3 - Elaboragdo de uma lamina por cytospin e colocagido em citocentrifuga (L.-H. Zheng et al., 2016).

De modo a garantir a viabilidade da amostra foi realizada uma ldmina por cyfospin que foi
posteriormente corada com a coloragdo rapida de MGG. Esta ¢ uma coloracdo de aproximadamente 30
segundos constituida por quatro reagentes (Figura 3.4). Nesta lamina foram avaliados parametros como
a celularidade por campo assim como a morfologia celular. Este passo acabou por ser considerado uma
etapa de rastreamento das amostras, visto que s6 ap0s a observagado microscopica da lamina foi decidido
se a mesma seria ou ndo processada.

S

. May

Figura 3.4 - Coloragdo MGG BIO-DIFF Kit (Imagem da autora).

Nas figuras 3.5 e 3.6 observam-se duas amostras diferentes e de qualidade oposta. Na figura
3.5 observa-se uma amostra com escassa celularidade. Por vezes, a escassa celularidade pode advir da
lise celular. A lise celular pode ocorrer devido a fatores tais como a temperatura ¢ o tempo de
armazenamento das amostras. Alguns estudos mencionam que estes dois fatores podem ser considerados
como potenciais interferentes da fase pré-analitica no processamento destas amostras citologicas
(Antonangelo et al., 2012; Ikeda et al., 2020). Nos casos em que as amostras se encontravam nestas
condi¢des foram excluidas do estudo.
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Por oposigdo, na figura 3.6 observa-se uma amostra com elevada celularidade e com boa
preservacao morfologica celular. Por campo, s@o observadas células mesoteliais, assim como linfocitos.
Nestes casos, deu-se seguimento ao processamento destas amostras.

A B

Figura 3.5. — Amostra com escassa celularidade, corada com MGG rapida. (A): 40x; (B): 100x (Imagem da autora).

Figura 3.6. - Amostra com elevada celularidade e preservagdo morfoldgica mantida. Amostra corada com coloragio MGG
rapida. (A): 40x. (B): 100x; Legenda: Seta preta (linfocitos); Seta vermelha: (células mesoteliais) (Imagem da autora).

Ap0s ter sido realizado o controlo de qualidade das amostras, isto €, ap0s ter sido verificado se
as amostras cumpriam ou ndo os critérios de inclusdo no estudo seguiu-se o seu processamento. Para
cada amostra foram realizadas 16 laminas e um citobloco (Figura 3.7). Das 16 laminas, 12 foram
congeladas (apds o processo de fixacdo) e as restantes 4 foram preservadas com a solugdo PEG.
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12 laminas congeladas

4 laminas preservadas em PEG

Realizagdo do citobloco

Figura 3.7. - Distribui¢do das laminas por amostra.

As laminas obtidas que tiveram como destino a congelacao (denominadas na Figura 3.8 como
“Laminas congeladas”) foram submetidas a uma secagem ao ar, durante pelo menos 30 minutos a
temperatura ambiente. A temperatura ambiente durante o tempo de secagem nao foi controlada. Por
outro lado, as laminas preservadas em PEG, ndo foram secas ao ar, mas sim fixadas em metanol (a uma
temperatura de - 4°C) no frigorifico, durante pelo menos 30 minutos. Apos esta fixacao foi aplicada a
solugdo de PEG por cima de toda a lamina e, esta foi deixada a secar a temperatura ambiente.

Laminas congeladas ‘ Secagem ao ar (30 min.) = Congelar (-20°C) |

Laminas PEG ‘ Fixagdo em metanol (-4°C) - Aplicagdo do PEG |

Citobloco

Figura 3.8. - Protocolo-resumo de cada um dos tipos de cytospins.

Preparacao de citoblocos

O processamento dos citoblocos foi efetuado recorrendo ao kit HistoGel da casa comercial
Thermo Scientific (Apéndice 2 — Figura 8.1). Para a preparagdo dos citoblocos foi realizado um
protocolo diferente, quando comparado com o da preparacao dos cytospins porque este € processado
como uma amostra histologica.

Para a realizacdo dos citoblocos, retiramos do contentor ou saco de amostra, aproximadamente
50 mL para um tubo de Falcon e centrifugamos a 1300 g, durante 5 minutos. De seguida, o sobrenadante
foi descartado e, ao sedimento foram adicionados 30 mL de formol tamponado 10%, assim como duas
gotas de hematoxilina (corante de cor arroxeada). A adicdo de hematoxilina permitiu que o cone
posteriormente formado fosse mais facilmente visivel.

Apos esta etapa, a amostra existente no tubo de Falcon foi novamente centrifugada (1300 g, 5
minutos). De seguida, procedeu-se a decantacao e inversao do tubo, de modo a retirar a maior quantidade
de formol possivel. Para que a amostra tivesse consisténcia, foi necessario adicionar um composto
denominado HistoGel. Este composto a temperatura ambiente encontra-se so6lido, mas depois de
aquecido no micro-ondas, em banho-maria, durante 45 segundos a 750W (Watt), apresenta-se no estado
liquido. Foram adicionadas entre 2 a 3 gotas deste composto, conforme o tipo de amostra, de para que
este solidificasse. O processo de solidificacao ¢ acelerado ao colocar das amostras no congelador (-
20°C), durante 5 minutos. Por fim a amostra foi retirada do tubo e colocada numa cassete (Figura 3.9),
imersa em formol.
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As amostras foram fixadas em formol tamponado 10%, tendo sido posteriormente colocadas no
processador Leica Peloris ™ 111 (Apéndice 2 - Figuras 8.3 e 8.4), programado no protocolo detalhado
no Anexo 1 (Tabela 9.1).

Figura 3.9. - Citobloco em cassete histologica. (Nota: Foi colocada uma barra preta na identificagdo da amostra de forma a
proteger a identidade do paciente) (Imagem da autora).

No final da fase pré-analitica do citobloco, as amostras foram processadas (Apéndice 2 - Figura
8.2), de forma a seguirem a técnica histologica (Figura 3.10).

| - - - [ »
*  Formol * Desidratagdo * Parafina * Realizagdo de * Corar a amostra
tamponado 10% * Diafanizagdo * Colocar citobloco corte a 3um com coloragdo
* Impregnagdo em molde hematoxilina-

eosina

Figura 3.10. - Esquema-resumo das etapas da técnica histologica.

O processamento histologico integra trés fases: desidratacdo, diafanizacdo e impregnagdo. A
etapa da desidratagcdo, como o nome indica, consiste na remocao da dgua dos tecidos, através da imersao
das amostras em alcoois de concentragdo crescente — 70%, 95% e 100%.

Segue-se a etapa da diafanizacédo (ou clarificag@o), que se baseia essencialmente na remogao do
agente desidratante, visto que o meio de suporte — a parafina — ndo € miscivel com o mesmo (Suvarna
et al., 2013). O reagente utilizado nesta etapa € o xileno (ou xilol), visto que possui solubilidade com o
agente desidratante e, simultaneamente, com o meio de suporte (Suvarna et al., 2013).

A impregnacao consiste na penetracao de parafina no tecido para preencher os espagos vazios
anteriormente ocupados pelo xileno (Suvarna et al., 2013). A parafina ira impedir a distor¢do celular e
preservar a estrutura tecidular (Suvarna et al., 2013).

A inclusdo ¢ a fase que sucede o processamento histoldgico, e tem como principal objetivo a
inclusdo de um fragmento (neste caso, o cone previamente descrito) impregnado num bloco de parafina.
A inclusdo ¢ realizada num aparelho especifico para esse fim (Figura 3.11), que é composto por varios
componentes. Os cestos com cassetes encontram-se imersos em parafina (no estado liquido) enquanto ¢é
realizada a inclusdo de cada uma das cassetes.
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O processo inicia-se pela remog¢do da cassete do cesto e a sua abertura. Posteriormente ¢é
selecionado o molde adequado e neste ¢ colocada uma pequena quantidade de parafina até o fundo do
mesmo ficar coberto. O fragmento deve ser orientado da forma correta, visto que a orientagdo ¢ um
ponto-chave para que seja possivel observar a area de interesse. O fragmento, ap0s ter sido orientado,
deve ser calcado com o auxilio de uma pinga, aquando da colocag@o do molde na pequena superficie
fria para que a parafina solidifique. Quando terminada a inclusdo, a cassete referente ao fragmento
incluido devera ser colocada por cima do molde e, este devera ficar na placa fria até a parafina estar
totalmente solidificada. Apos a parafina se encontrar totalmente solidificada o molde pode ser retirado
e o bloco esta finalizado. Para tornar mais percetivel todas as etapas da inclusdo, encontram-se figuras
ilustrativas de todos os passos no Apéndice 2 — Figura 8.5.

Figura 3.11. - Centro de inclusdo Leica TM 1150. Legenda: (A) Deposito de parafina; (B) Deposito de parafina para cestos
com cassetes; (C) Deposito para moldes; (D) Placa quente; (E) Pequena superficie fria; (F) Placa fria; (G) Pontos quentes para
pingas; (H) Torneira de parafina; (I) Luz (Imagem da autora).

A etapa que se segue ¢ a microtomia que, por defini¢do, consiste na remogao de cortes finos e
regulares do bloco embebido em parafina (Apéndice 2 — Figura 8.6) (Suvarna et al., 2013). Os cortes
devem ser finos e translucidos e, para tal sdo necessarios equipamentos que permitam executar esta
operacao, que se designam por micrétomos. Podem destacar-se dois tipos de micrétomos: de corredica
(Apéndice 2 - Figura 8.7) e de Minot (Apéndice 2 - Figura 8.8). Os blocos ao serem submetidos ao
corte devem estar gelados, pelo que ¢ utilizada uma placa fria (Apéndice 2 - Figura 8.9). O corte,
idealmente, devera ter uma espessura compreendida entre 3-4 pum (Micrémetro) (Apéndice 2 — Figura
8.10) para que seja possivel observar corretamente as diferentes camadas celulares (Suvarna et al.,
2013). O corte ¢ colocado com o auxilio de uma pinga ou pincel num banho de agua fria e,
posteriormente num banho-maria (Figura 3.12), com uma temperatura entre os 53°C e os 60°C. Desta
forma, o corte fica entdo aderente a lamina de vidro e esta pronto para ser submetido a etapa de coloragao
e/ou ICQ.



Figura 3.12. — Banho frio e banho-Maria. Legenda: (A) Banho de agua fria (a frente) e banho Maria (atras). (B) Corte
histologico em banho de agua fria. (C) Colocagdo do corte na lamina adesivada. (D) Corte histologico adesivado a lamina apo6s
banho-Maria (Imagem da autora).

Assim como no processamento dos cytospins, também para as laminas do citobloco, foi
relevante avaliar a morfologia das células contidas no corte (Figura 3.13) e realizar uma lamina corada
com a coloragdo Hematoxilina-Eosina (H&E) (Anexo 2 — Tabela 9.2). Nos casos em que o corte ndo
estava devidamente realizado foi repetido. Nos casos em que a morfologia celular ndo se encontrava
devidamente mantida, foi utilizado como padrdo somente a lamina PEG.
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Figura 3.13. — Lamina obtida por citobloco corada com a coloragdo H&E (Imagem da autora).

Coloracao May-Griinwald Giemsa

A coloragdo MGG foi realizada no aparelho Sakura Tissue-Tek Prisma 6130 & Film 4740 Slide
Stainer Fil Coverslipper Workstation (Apéndice 3 — Figura 8.11). O protocolo de coloracido MGG
utilizado encontra-se em anexo (Anexo 3 — Tabela 9.3). As laminas, depois de coradas foram montadas,
recorrendo a uma pelicula de filme, de modo a preservar a amostra na lamina e evitar a sua degradacéo
ou perda.

Preparacao das laminas para ICQ

As amostras coradas necessitaram de uma preparacao prévia para poderem ser sujeitas a técnica
ICQ (Figura 4.14). Deste modo, o primeiro passo a ser realizado foi a remocao do fi/m, de forma a
expor a amostra. Esta remocdo foi realizada através da imersdo das ldminas numa tina de vidro com
acetona, durante 10 minutos, sendo que ao terceiro minuto o fi/m foi retirado com o auxilio de uma
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pinga. Posteriormente, as laminas foram imersas em PBS (phosphate buffered saline), uma solugio
salina que evita a lise e plasmolise celular, possivelmente causada por osmose. As laminas
permaneceram nesta solugdo até serem colocadas no equipamento automatizado para a realizagdo de

1CQ.
Ldmina corada . . .
com MGG — Acetona (10 minutos) - PBS (até ser aplicada ICQ)

Figura 3.14. - Método de preparagdo da lamina MGG para ICQ.

Fase analitica

A fase analitica englobou a aplicacdo da técnica ICQ em amostras previamente coradas pela
coloragdo MGG. A técnica ICQ foi realizada no equipamento automatizado Ventana Benchmark
(Apéndice 4 — Figura 8.12). O método de detecdo utilizado foi o ultraView Universal DAB Detection
Kit da casa comercial Roche. Foram utilizados os soros CD45, TTF-1 e citoqueratina AE1/AE3, de
modo a analisar a potencial interferéncia na coloragcdo MGG nas diferentes localiza¢des celulares:
membranar, nuclear e citoplasmatica, respetivamente (Figura 3.15).

Localiza¢ido morfolégica da imunomarcagio

® @ @

Nuclear Citoplasmatica Membranar

Soro primario

TTF-1 X

CD45 X

Citoqueratina
AE1/AE3 X

Figura 3.15. - Tabela-resumo da localizagdo da imunomarcagao de cada soro primario.

3.5.3. Fase II: Otimizacao de protocolos

Numa fase inicial da otimizagdo de protocolos, tornou-se relevante avaliar a influéncia da
coloracdo MGG na qualidade da técnica ICQ. Para compreender se os corantes constituintes da
coloracdo MGG possuiam alguma influéncia individual na qualidade dos resultados ICQ, foram
elaborados seis protocolos.

Dos seis protocolos, dois (Protocolos de citobloco e PEG) foram utilizados como protocolos-
padrdo, sendo eles o citobloco e a preservacdo em PEG, respetivamente. As diferengas entre os
protocolos numerados de 3 a 6 incidiu na remog¢ao dos corantes constituintes da coloragdo MGG, sendo
que o protocolo 3 incluiu a coloragdo MGG completa. Os protocolos testados foram os seguintes:
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e Protocolo 1 (Padrao 1): Fixacdo em formol + realizagdo de citobloco;

e Protocolo 2 (Padrao 2): Fixacdo imediata em metanol (pelo menos 30 minutos) +
preservacdo em PEG;

e Protocolo 3: Secagem ao ar (pelo menos 30 minutos) + pds-fixacdo em metanol (10
minutos) + coloracdo MGG;

e Protocolo 4: Secagem ao ar (pelo menos 30 minutos) + pds-fixacdo em metanol (10
minutos);

e Protocolo 5: Secagem ao ar (pelo menos 30 minutos) + pds-fixacdo em metanol (10
minutos) + coloragdo somente com o corante de May-Griinwald;

e Protocolo 6: Secagem ao ar (pelo menos 30 minutos) + pds-fixacdo em metanol (10
minutos) + coloracdo somente com o corante Giemsa.

Estas testagens foram realizadas utilizando o soro primario CD45, visto ser, de entre todos os
soros em estudo, o mais acessivel relativamente a disponibilidade de amostras, dado que todas as
amostras em estudo tinham células linfoides. As amostras foram coradas com a coloracdo MGG (através
da coloragdo rapida) para uma analise primaria da qualidade relativamente a percentagem de
celularidade, preservacdo morfologica e presenca de células-alvo. Apds esta analise realizaram-se 5
laminas e 1 citobloco, para cada uma das amostras. Cada uma das 5 ldminas correspondeu aos protocolos
numerados de 2 a 6, respetivamente. Por fim, foi aplicada a técnica ICQ com o protocolo detalhado no
Anexo 4 — Figura 9.2.

As amostras foram analisadas microscopicamente, por dois avaliadores, e tendo por base os
parametros da grelha de classificagdo mencionada na tabela 3.6, no entanto, foram somente realizadas
analises comparativas entre os protocolos. Os resultados obtidos nesta primeira fase de otimizagdo
encontram-se abaixo na tabela 3.3.

Tabela 3.3. - Tabela de resultados da comparagao.

Protocolo 3 Protocolo 5

A lamina correspondente ao
rotocolo 5 apresentou

Protocolo 5 P . P

maior percentagem de

marcagao

A lamina correspondente ao | A lamina correspondente ao

rotocolo 6 apresentou rotocolo 6 apresentou
Protocolo 6 P . p p ) P .
maior percentagem de ligeiramente uma maior
marcagao percentagem

As laminas obtidas pelos protocolos 1 e 2 apresentaram resultados ICQ satisfatorios, como seria
esperado, no entanto de entre os protocolos-teste (de 3 a 6), aquele que apresentou resultados ICQ de
melhor qualidade foi o protocolo 4. Apesar deste protocolo ter apresentado melhores resultados ICQ, o
mesmo nao pode ser utilizado na rotina laboratorial devido a necessidade de uma prévia avaliagdo
morfologica das células, avaliacdo essa, que s6 ¢ possivel através da coloragdo MGG. Dos restantes
protocolos (5 e 6), verificou-se uma maior percentagem de marcagdo (sensibilidade) quando foi retirado
um dos corantes. Entre os dois corantes constituintes da coloragdo MGG, aquele que permitiu uma maior
percentagem de marcagdo das células-alvo foi o corante Giemsa.
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Apesar de terem sido verificados melhores resultados ICQ, relativamente a percentagem de
marcagao, nos protocolos com apenas um dos corantes, foram considerados os restantes pardmetros da
grelha de classificacao e foi selecionado o protocolo 3 como aquele que permitia uma melhor avaliagao
morfologica das células e, simultancamente um melhor resultado ICQ. Torna-se relevante ter em
consideragdo ndo s6 a qualidade dos resultados ICQ, como também a propria avaliagdo morfologica das
células numa primeira fase. Deste modo a utilizagao do protocolo 3 permite obter resultados com maior
detalhe nuclear e citoplasmatico, acoplado a uma melhor interpretacdo de resultados ICQ ainda que com
menor qualidade quando comparados com os protocolos 5 e 6.

Estas testagem serviram apenas de orientagdo para a otimizacao detalhada dos protocolos para
cada um dos soros primarios e, para verificar a possivel interferéncia da coloragdo MGG na qualidade
dos resultados ICQ. Apds a analise destes resultados, o protocolo 3 foi utilizado tanto para a fase de
otimizagdo de cada um dos soros, como para a fase de validagdo dos mesmos.

A nomenclatura utilizada para os protocolos das otimizagdes de cada um dos soros foram
independentes entre si, pelo que para cada soro foram utilizadas

Otimizacao do soro CD45

O CD45 foi o primeiro soro a ser otimizado tendo em consideragao os resultados obtidos através
das testagens anteriormente descritas. O tempo de fixa¢do quimica (metanol, durante 10 minutos) foi
um dos parametros alterados relativamente ao protocolo inicial, porque na rotina laboratorial a fixacao
em metanol tinha a duracdo de 15 minutos. Também, para a garantir o controlo do tempo de fixacao, a
fixagdo passou a ser realizada numa tina de vidro ao invés de no colorador automatico. Relativamente
aos protocolos imunocitoquimicos nao foram realizadas alteracdes em relagdo aos que se encontram no
Anexo 4.

Otimizacao do soro TTF-1

O TTF-1 foi um soro consideravelmente mais complexo de ser otimizado comparativamente ao
soro CD45. Para esta otimizacao foram aplicadas as mesmas condi¢des de fixagdo do soro CD45, mas
foram aplicadas alteracdes nos protocolos imunocitoquimicos em varios parametros, como:

1. Tempo de recuperagao antigénica
2. Tempo de incubagdo do soro primario
3. Tempo de aplicacdo de hematoxilina e bluing

Foram elaboradas alteragdes tanto nos protocolos das laminas PEG como das laminas coradas
com MGG. Para as laminas PEG foram testados dois protocolos e para as laminas MGG foram testados
quatro protocolos, que se observam na tabela 3.4 e cuja descricdo se encontra no Anexo 5.

Esta otimizacdo foi realizada recorrendo somente a uma amostra, de modo a compreender os
efeitos de cada variavel sem alterar a componente celular.
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Tabela 3.4. - Protocolos imunocitoquimicos para otimiza¢ao do soro TTF-1.

Tempo de Tempo de
Tipo de | incubagdo poac | ipo de Tempo de
Protocolo recuperagdo ~ | Temperatura o .
amostra de soro . tampdo hematoxilina/bluing
L, antigenica
primadrio
1 PEG 20° 8’ CCl1 94°C 12°/8
2 PEG 16’ 8’ CCl1 94°C 12°/8
3 MGG 28’ 8 CCl1 96°C 4 /4
4 MGG 28’ 20° CCl1 96°C 4 /4
5 MGG 28’ 20° CCl1 96°C 8 /4
6 MGG 28’ 36° CCl1 96°C 8 /4

Nas figuras 3.16 — 3.21 encontram-se campos microscopicos das laminas resultantes de cada

uma das alteragdes realizadas, sendo possivel observar as diferencas consideraveis em cada uma delas.

No protocolo inicial para as laminas PEG, o tempo de incubagdo do soro primario era de 20
minutos, no entanto, ao analisar varios campos da lamina, verificaram-se diversos grupos celulares com
aspeto semelhante aos que se encontram na figura 3.16. Os agregados celulares (identificados com as
setas pretas) apresentaram imunomarcacdo de intensidade forte. Apesar de a intensidade ter sido
considerada como forte esta comprometia de certa forma a analise individual das células.
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Figura 3.16. - Otimizagdo TTF-1 (Protocolo 1: Tempo de incubagdo de soro primario = 20’). Legenda: Setas pretas
(Agregados celulares de intensidade forte) (Imagem da autora).

Tendo em conta este facto, foi colocada a hipétese a reducdo do tempo de incubagdo do soro
primario de 20 para 16 minutos, tendo sido obtida a lamina da figura 3.17.

Foi possivel observar uma diminuicdo ligeira da intensidade de marcagdo e, consequentemente uma
melhor individualizagdo celular. Verificaram-se alguns agregados celulares, sendo que nestes foi
possivel identificar os contornos nucleares, o que ndo acontecia na lamina anteriormente analisada.
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Figura 3.17. - Otimiza¢do TTF-1 (Protocolo 2: Tempo de incubagdo de soro primario = 16’) (Imagem da autora).

Na figura 3.18 observa-se o resultado imunocitoquimico do protocolo inicial para laminas
MGG. Observamos que a intensidade dos nucleos variava entre fraca a moderada, sendo possivel
confirmar a expressdo de TTF-1 nas células presentes. Constatimos que o contraste estava fraco (quanto
a sua intensidade), pelo que a diferenciagdo entre as células positivas e negativas para TTF-1 poderia

ser mais dificil, quando as primeiras apresentavam intensidade mais fraca.
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Figura 3.18 - Otimizagao TTF-1 (Protocolo 3: Protocolo 3: RA = 8’; Hemat. = 4'; Bluing = 4') (Imagem da autora).

Tendo estes fatores em conta foi alterado o tempo de recuperacdo antigénica, de modo a
compreender se a intensidade da imunomarcagao se alterava. Ao observar a figura 3.19 verificou-se, de

facto, um aumento consideravel relativamente a intensidade da imunomarcagao.
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Figura 3.19 - Otimizagdo TTF-1 (Protocolo 4: RA = 20’; Hemat. = 4'; Bluing = 4'). Legenda: Setas pretas (Grupos celulares
com intensidade de marcagdo mais forte); Seta vermelha (Grupo celular com intensidade mais fraca) (Imagem da autora).

Apesar de a imunomarcagdo nao ser homogénea por campo (existiam grupos celulares com
intensidade mais fraca e outros com intensidade mais forte), por campo, existiu um aumento na
percentagem de células com intensidade mais forte comparativamente ao protocolo anterior. Mais uma
vez, o contraste foi considerado fraco (relativamente a sua intensidade), pelo que se colocou em hipotese
efetuar alteracdes quanto ao tempo de incubacao de hematoxilina. Torna-se relevante mencionar que o
tempo de recuperacao antigénica foi mantido devido aos resultados acima apresentados.

Ap6s a alteragao no tempo de incubagao de hematoxilina foi obtida a 1amina representada pela
figura 3.20. O tempo de hematoxilina foi aumentado para o dobro (passando de 4 para 8 minutos) e,
verificou-se um aumento da intensidade do contraste. O facto de o contraste ter ficado mais forte,
permitiu evidenciar a intensidade de marcagao dos nucleos castanhos.

Sabendo que o protocolo PEG apresenta melhores resultados imunocitoquimicos que o
protocolo MGG, neste caso, os resultados dos dois protocolos quase se assemelham. A intensidade de
marcagao tornou-se muito evidente ¢ mais homogénea e, as alteragdes no contraste permitiram, de facto,
um resultado imunocitoquimico muito melhor. Torna-se ainda relevante mencionar que dentro da
propria célula, a imunomarcagdo ¢ heterogénea, visto que € possivel destacar alguns nicleos com
marcagdo mais intensa (assinalado com setas vermelhas) em determinadas zonas do que outras
(assinalados com setas pretas).
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Figura 3.20. - Otimizagdo TTF-1 (Protocolo 5: RA =20’; Hemat. = 8'; Bluing = 4'). Legenda: Setas pretas (Zonas nucleares
com imunomarcagio de intensidade mais fraca); Setas vermelhas (Zonas nucleares com imunomarcagio de intensidade mais
forte) (Imagem da autora).

Como forma de avaliar qual a tolerancia maxima das células, relativamente ao tempo de
recuperagdo antigénica, foi elaborado mais um protocolo em que se mantiveram as condi¢cdes acima
mencionadas (relativamente ao tempo de hematoxilina), tendo sido somente alterado o tempo de
recuperagdo antigénica de 20 para 36 minutos. Os resultados obtidos encontram-se na figura 3.21.
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Figura 3.21. - Otimizagdo TTF-1 (Protocolo 6: RA = 36’; Hemat. = 8'; Bluing = 4'). Legenda: Setas pretas (Marcas da perda
da morfologia nuclear) (Imagem da autora).

Foram obtidos resultados razoaveis para a avaliagdo e interpretagdo do resultado
imunocitoquimico, no entanto, verificou-se a presenga de pequenas inclusdes em alguns dos nucleos
(entenda-se por inclusdes, os pequenos espagos brancos arredondados em alguns dos nucleos,
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assinalados pelas setas pretas), derivadas da perda da morfologia nuclear. Apesar de se ter verificado
imunomarcagao, a percentagem de células positivas foi relativamente menor comparada com a lamina
submetida ao protocolo anterior.

Avaliando estes resultados, assim como os parametros avaliados na qualidade da técnica foi
escolhido o protocolo 5 como o que obteve melhores resultados.

Otimizac¢ao do soro pan-citoqueratina AE1/AE3

O soro pan-citoqueratina AE1/AE3, assim como o soro TTF-1, também sofreu algumas
alteragdes no protocolo. Mais uma vez, foram realizadas alteragdes nas ldminas PEG como nas laminas
MGG. Os protocolos utilizados na rotina sofreram algumas modificacdes nomeadamente:

e Temperatura;
e Tempo de incubagio de soro primario;
o Tempo de incubagdo do reagente option;

A descrigao dos protocolos encontra-se no Anexo 6.

3.5.4. Fase III: Validacao de protocolos e controlo de qualidade

Nesta fase foram aplicados os protocolos otimizados na fase anterior as amostras previamente

processadas e armazenadas. Para cada soro foram utilizadas dez amostras, cada uma com trés tipos de
laminas: citobloco, PEG e MGG (Tabela 3.5).

Foram reunidas pelo menos 10 amostras para cada soro de modo aos protocolos poderem ser
validados pelas normas do CAP (Fitzgibbons et al., 2014). Como mencionado anteriormente, em
algumas das amostras ndo foi possivel a realiza¢do de citobloco, pelo que foi utilizado como padrao
alternativo, as amostras conservadas em PEG.

Tabela 3.5. - Tabela-resumo das amostras validadas.

Nimero Tipo de amostras Total de
Soro de JAmi
amostras | Citobloco PEG MGG aminas
CD45 10 n=>5 n=10 n=10 25
TTF-1 10 n=4 n=10 n=10 24
Pan-citoqueratina _ _ _
AE1/AE3 10 n=7 n=10 n=10 27
Total de laminas analisadas 76

3.6. Avaliacao das laminas

As laminas obtidas foram avaliadas em relagdo a qualidade técnica. Para proceder a esta
avaliagdo, todas as laminas foram observadas microscopicamente por trés avaliadores independentes,
que se regeram por uma grelha de classificagdo (Ferro, 2019) com os seguintes parametros (Tabela 3.6):
preservacdo morfoldgica, intensidade de marcacao, sensibilidade, especificidade e contraste.
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A cada uma das laminas foi atribuida uma pontuagao final, de modo a avaliar a qualidade da
lamina a nivel quantitativo e cada um dos parametros em estudo assumiu um fator de ponderagdo
diferente.

No entanto, como ¢é possivel observar através da grelha de avaliagdo abaixo apresentada, a cada
pontuacdo corresponde uma classificagdo qualitativa, pelo que a avaliagdo global serd baseada na
conversao das pontuagdes numéricas nas classificagdes qualitativas.

Tabela 3.6. - Grelha de avaliagdo utilizada para analisar os resultados da técnica ICQ (Ferro, 2019).

Preservacido | Intensidade R e e
Pontos a¢ ~ | Sensibilidade | Especificidade Contraste
morfologica | de marcacio
~ Marcaca ~
Amostra ndo ~ cagao d~e Colorag¢do com
A Marcagao de estruturas nao .
preservada, | Auséncia de o o deficiéncias
0 ; . - 0% a 10% do alvo que . )
invalidada a marcagao . . que invalidam
N alvo invalida a .
avaliagdo o a avaliagdo
avaliagdo
Auséncia Marcacao ~
~ Colorag¢do com
moderada de Marcacgao ~ moderada de S
reservacao com Marcagdo de estruturas nao deficiéncias
1 p 1620, | . 11% a 50% ~ moderadas que
que ndo intensidade alvo que ndo . .
. . do alvo . . ndo invalidam
invalida a fraca invalida a .
- o a avaliagdo
avaliagdo avaliagdo
Auséncia Marcacao ~
. N o Colorag¢do com
ligeira de Marcagao ~ ligeira de S
reservacao com Marcagdo de estruturas nao deficiéncias
2 P 1640, | . 51% a 90% ~ ligeiras que
que ndo intensidade alvo que ndo L2 .
. . do alvo . . ndo invalidam
invalida a moderada invalida a I
- o a avaliagdo
avaliagdo avaliagdo
~ Marcagao ~ Auséncia de Coloragao que
Preservacdo ¢ Marcagao de ~ . §30 q
L com o o marcagdo de incrementa a
3 morfologica | . . 91% a 100% ~ T
. intensidade estruturas nao visualizagao
mantida do alvo ~
forte alvo da marcagdo
Fator de
~ 1 2 2 1
ponderacio 3

Para cada um dos soros foi verificada a interferéncia da coloragdo MGG na sensibilidade e
especificidade do soro primario utilizado. Esta avaliagdo tornou-se possivel pela utilizagdo de laminas-
padrdo que permitiram verificar a concordancia e/ou discordancia entre as laminas-teste (coradas com
MGG) e as laminas-padréo (citobloco e PEG).

3.7. Tratamento Estatistico

A analise estatistica englobou a realizagdo de estatistica descritiva dos dados de cada um dos
soros individualmente e a realizagdo de testes ndo paramétricos. Primeiramente foi calculada uma
pontuacdo final para cada uma das laminas, tendo por base os pontos atribuidos relativamente a
qualidade técnica, com a aplicacdo dos fatores de ponderagdo. As pontuagdes foram organizadas por
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soro primario, assim como por protocolo (citobloco, PEG ¢ MGQG) e foi avaliada a normalidade da
distribuicao dos dados, através do teste Shapiro-Wilk.

Para que fosse possivel o calculo da sensibilidade e especificidade de cada um dos soros foi
necessario comparar as amostras coradas com MGG com o padrio (citobloco e PEG). De modo a
verificar a auséncia de diferencas significativas entre os protocolos “citobloco” e “PEG” foi aplicado
um teste ndo-paramétrico — teste de Wilcoxon. Tendo em conta a dimensdo da amostra e, de forma a
tornar os resultados mais robustos foi aplicado um fator de corre¢ao — fator de corre¢do de FDR (razdo
de falsos positivos) - aos valores de p-value obtidos pelo teste de Wilcoxon. Deste modo foi possivel
compreender a influéncia da coloracdo MGG na imunomarcagdo através do calculo da sensibilidade e
especificidade de cada um dos soros.

A andlise estatistica do projeto foi realizada recorrendo ao software R Studio 2021.09.0 e os
graficos recorrendo ao software Microsoft Office Excel. Os scripts elaborados encontram-se no Anexo
7.

4. Resultados

Os resultados sdo apresentados por soro primario (CD45, TTF-1 e pan-citoqueratina AE1/AE3),
segundo a seguinte ordem:

1. Avaliagdo da qualidade técnica
2. Validagao dos protocolos imunocitoquimicos
3. Auvaliacdo da sensibilidade e especificidade do soro primério aplicado

4.1. CDA45

4.1.1. Avaliacio da qualidade técnica

Foram realizadas 25 laminas para o soro primario CD45, cuja distribui¢do se encontra na tabela
abaixo (Tabela 4.1).

Tabela 4.1 - Distribuicdo das ldminas pertencentes ao soro CD45 por protocolo.

N

Citobloco 5
PEG 10
MGG 10
Total 25

As laminas obtidas foram observadas microscopicamente por trés avaliadores independentes e
foram atribuidos pontos, numa escala de 0 a 3, segundo a grelha de classificacdo (Ferro, 2019) acima
mencionada. No final, foi aplicado um fator de ponderacdo a cada um dos somatdrios e foi obtido uma
pontuagao final (0-27), de modo a avaliar a qualidade técnica geral de cada uma das laminas. Para cada
um dos parametros analisados na grelha de classificacdo foi elaborado um grafico de barras em que se
observa a distribui¢do das laminas pelas diferentes pontuacdes.

Na figura 4.1 ¢ possivel verificar que nenhuma das amostras apresentou auséncia total de
preservacdo morfologica. Analisando por protocolo, é possivel inferir que o protocolo que apresentou
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melhores resultados de preservacdo morfologica foi o PEG, visto que as suas classificacdes se cingiram
as duas pontuagdes mais elevadas da grelha de classificacao.

Preservacao Morfologica

100%

90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

Nao preservada Auséncia moderada de Auséncia ligeira de Preservagdo mantida

preservagao preservacao

Preservagdo morfologica

CB = PEG mMGG

Figura 4.1 - Preservacdo morfoldgica das laminas pertencentes ao soro CD45.

Através da figura 4.2 verifica-se que todas as laminas obtidas através do citobloco apresentaram
intensidade forte. Por outro lado, as laminas MGG variaram entre intensidade fraca, moderada e forte,
sendo que somente 10% (N = 1) das amostras apresentaram intensidade forte.

Intensidade de Marcacao

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%
Auséncia de marcacao Intensidade fraca Intensidade moderada Intensidade forte

Intensidade de marcagdo

CB = PEG mMGG

Figura 4.2. — Intensidade de marcacao das laminas pertencentes ao soro CD45.
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Relativamente a sensibilidade da qualidade da técnica ICQ (Figura 4.3) € possivel verificar que
ndo se obteve nenhuma amostra com marcacao de células alvo igual ou inferior a 10%. Mais de 50%
das amostras totais apresentaram marcacao de células alvo entre 91 e 100%.

Sensibilidade da qualidade da técnica ICQ

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

Marcagao de 0-10% do alvo Marcagdo de 11-50% do  Marcagdo de 51-90% do  Marcagao de 91-100% do
alvo alvo alvo

Sensibilidade
CB « PEG s MGG

Figura 4.3. — Sensibilidade de marcacdo das laminas pertencentes ao soro CD45, relativo a qualidade da técnica
imunocitoquimica.

Tanto as laminas PEG como MGG apresentaram pontuacdo maxima para a especificidade de
marcagdo, nao apresentando marcagdo de estruturas nao alvo (Figura 4.4).
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Especificidade da qualidade da técnica ICQ

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%
Marcagao de estruturas ndo  Marcagao moderada de Marcacao ligeira de Auséncia de marcagao de
alvo que invalida a estruturas nao alvo que ndo estruturas ndo alvo que nao estruturas nao alvo
avaliagdo invalida a avaliagdo invalida a avaliagdo

Especificidade
CB ©PEG mMGG
Figura 4.4 - Especificidade de marca¢do das ldminas pertencentes ao soro CD45, relativo a qualidade da técnica

imunocitoquimica.

Por fim, analisando o parametro “contraste” ¢ possivel inferir que 100% das laminas de todos
os protocolos apresentaram pontuagdo maxima (Figura 4.5).

Contraste
100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%
0%

Coloragao com deficiéncias Coloragdo com deficiéncias Coloragao com deficiéncias Colorag@o que incrementa a
que invalidam a avaliagao moderadas que nao ligeiras que ndo invalidam a visualizagdo da marcagao
invalidam a avaliacdo avaliagdo
Contraste

CB =PEG =mMGG

Figura 4.5. - Contraste das laminas pertencentes ao soro CD45.

De forma a avaliar a distribuicdo das pontuacdes finais (ap6s a aplicagdo do fator de
ponderacdo), foi realizado um grafico de distribuicdo em caixa para cada um dos protocolos (Figura
4.6).
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Pontos Pontuacdes finais por protocolo
30

27

27

26
25 25 245 X 25.5
% 24 23.75
235 23
23 2
21 X

20

6=10.7071 c=2.1833 L 21.1
15 15
6=3.2472

10

5

0

CB PEG MGG
Protocolo

Figura 4.6. — Distribui¢do em caixa de cada um dos protocolos — soro CD45.

Analisando o grafico acima verifica-se que o protocolo que apresentou maior valor de pontuacéo
média foi o PEG, seguindo-se o citobloco e por fim 0o MGG. O protocolo MGG foi aquele que apresentou
maior valor de desvio padrio, o que traduz a presenca de resultados heterogéneos, relativamente a sua
distribuicdo. Por oposicao, as pontuacdes finais obtidas no protocolo do citobloco apresentaram menor
variagdo entre elas. Relativamente as pontuagdes minimas ¢ maximas atingidas, o protocolo MGG
apresentou o menor valor minimo e, por outro lado, o protocolo PEG apresentou o maior valor maximo.

Foi testada a normalidade da distribui¢ao dos dados, recorrendo ao teste Shapiro-Wilk (Tabela
4.2), sendo que se recorreu a este teste — teste ndo paramétrico — devido a dimensdo da amostra (N =
25). Os valores de p-value permitem rejeitar a hipotese nula nas laminas pertencentes aos protocolos
“Citobloco” e “MGG” (p-value > 0.05), mas nao nas laminas sujeitas ao protocolo “PEG”.

Tabela 4.2 - Teste de Shapiro-Wilk para os trés protocolos utilizados.

w p-value

Citobloco 0.88349 0.3254
PEG 0.80863 0.01846
MGG 0.92184 0.3726

Na tabela 4.3 encontram-se os resultados dos testes de Wilcoxon, que permitem avaliar se ha
diferengas significativas entre as pontuagdes obtidas por cada par de protocolos (“Citobloco ¢ PEG”;
“Citobloco ¢ MGG”; “PEG ¢ MGG”). Analisando os valores de p-value verificam-se diferencas
significativas entre os protocolos “Citobloco e MGG” assim como entre os protocolos “PEG e MGG”.
Por oposicdo, nao foram verificadas diferencas estatisticamente significativas entre os protocolos
“Citobloco e PEG”.
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Tabela 4.3. — Teste de Wilcoxon e aplicagao de fator de correcdo FDR nos valores de p-value.

Protocolos em p-value apés fator de
~ w p-value ~
comparacio correcio
Citobloco/PEG 17 0.3329 0.332900
Citobloco/MGG 43 0.02817 0.042255
PEG/MGG 12 0.003872 0.011616

4.1.2.  Validacao dos protocolos imunocitoquimicos — CD45

A figura 4.7 retine trés (4.7A, 4.7B e 4.7C) campos microscopicos representativos de cada um
dos protocolos, respetivamente, citobloco, PEG e MGG. Todas as figuras sdo representativas de um dos
liquidos pleurais utilizados — amostra 1.

Na figura 4.7A observa-se uma percentagem relativa de células que apresentaram
imunomarcacao de intensidade forte. Apesar de a intensidade de marcacao ser forte, torna-se relevante
referir que algumas células pareceram apresentar nao s6 marcacdo membranar, como também marcagio
citoplasmatica. Isto podera ser justificado por se tratar de amostras citologicas, nas quais as c€lulas ndo
estdo seccionadas (como na histologia), assim toda a superficie da célula marca.

Pode ainda verificar-se que em alguns grupos —nomeadamente o grupo central —nao foi possivel
observar com clareza os limites de algumas das células que apresentam imunomarcagao, pelo facto das
células se encontrarem demasiado agrupadas, havendo assim sobreposicao celular.

Relativamente a sensibilidade, verificou-se que todos os linfocitos apresentaram
imunomarcacdo. Quanto a especificidade, observaram-se células mesoteliais que ndo expressaram
CD45, o que esta de acordo com o expectavel. Por fim, relativamente ao contraste, € possivel concluir
que este se encontrou adequado, visto ser possivel diferenciar as células positivas das negativas.

Analisando a lamina PEG da mesma amostra (Figura 4.7B), verificou-se uma melhoria
consideravel relativamente a preservacdo morfologica. As células encontraram-se consideravelmente
mais dispersas quando comparadas com o citobloco, no entanto a imunomarcacdo foi menos intensa.
Por outro lado, nesta lamina foi possivel verificar com mais clareza a marcagdo membranar,
contrariamente a ldmina correspondente ao citobloco.

Verificam-se duas células mesoteliais neste campo (assinaladas com as setas pretas) que nao
expressaram CD45, o que mais uma vez, se encontra de acordo com o expectavel. Desta forma, atribuiu-
se ao parametro “especificidade” o valor maximo. O mesmo aconteceu para o parametro “sensibilidade”,
visto haver expressdo em todos os linfocitos presentes. Torna-se relevante mencionar que alguns
linfocitos apresentaram imunomarcacdo mais fraca (célula representada pela seta vermelha) do que
outros (c¢lulas representadas pela seta azul). Pode assim afirmar-se que apesar de sensivel, a
imunomarcagao para CD45 ndo ¢ homogénea para todas as células.

Relativamente a lamina MGG (Figura 4.7C) da amostra 1 é possivel inferir que esta, das trés,
foi a que apresentou menor pontuagdo. Uma das particularidades que se destacou foi a presenga de um
fundo hematico mais evidente, quando comparado com as duas laminas acima descritas. No entanto, a
presenca deste ndao invalidou a avaliagdo da ldmina nem a interpretacdo dos resultados
imunocitoquimicos.

Verificaram-se varios grupos de células mesoteliais com auséncia de imunomarcagdo, o que
permitiu atribuir o valor maximo no parametro “especificidade”. Por outro lado, as células positivas —
linfécitos — apresentaram expressdo para CD45 sendo que, mais uma vez, a imunomarcacdo foi
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considerada heterogénea. Como mencionado anteriormente, considera-se a imunomarcacdo heterogénea
visto que existiram células com imunomarcagao mais forte do que outras.

Por fim, analisando a preservacdo morfologica, as células encontraram-se menos bem
preservadas quando comparadas com as da lamina PEG. Isto porque algumas das células (assinaladas
com setas pretas) se encontravam lisadas ou com perda da morfologia original.

L 4
2
o
®
&

Figura 4.7. —Amostra 1: Liquido pleural. 4.7A: Lamina citobloco (Pontuagdo = 24); 4.7B: Lamina PEG (Pontuagdo = 27);
4.7C: Lamina MGG (Pontuagdo = 23). Legenda: 4.7B (Setas pretas: células mesoteliais; Seta vermelha: linfocito com
intensidade de marcagdo mais fraca; Seta azul: conjunto de linfocitos com intensidade de marcagdo mais forte); 4.7C (Setas
pretas: células lisadas ou com perda da morfologia original) (Imagem da autora).

A semelhanga da amostra 1, também na lamina obtida a partir do citobloco (Figura 4.8A) da
amostra 2 se observou uma elevada percentagem de células com imunomarcagao de intensidade forte.
Quanto a preservagdo morfologica, também na amostra 2, as células apresentaram uma auséncia
moderada da preservagdo que ndo invalidou a avaliagdo. Por fim, verificou-se que as células alvo
(linfécitos) apresentaram marcacdo, contrariamente as células ndo alvo (células de nucleo azul no
interior do grupo central — assinalado com setas vermelhas). Deste modo, tanto a sensibilidade como a

especificidade nesta lamina obtiveram pontuagdo maxima.

A lamina PEG da amostra 2 (Figura 4.8B) apresentou células-alvo com imunomarcacdo de
intensidade moderada (assinaladas pela seta vermelha) e células ndo-alvo com auséncia de marcagdo
(células mesoteliais — assinaladas pelas setas pretas). As células apresentaram auséncia ligeira de
preservacdo morfologica no entanto, comparativamente & amostra A, apresentaram uma melhor
preservacdo morfoldgica.

Por fim, a lamina MGG da amostra 2 encontra-se representada na figura 4.8C. As células
encontram-se com auséncia ligeira de preservacdo morfologica, no entanto, com marcacdo de
intensidade moderada. Os parametros “sensibilidade”, “especificidade” e “contraste” apresentaram
pontuacdo maxima. A pontuagdo global da ldamina MGG foi a mesma que a lamina PEG.
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Figura 4.8. — Amostra 2: Liquido pleural. 4.8A: Lamina citobloco (Pontuagdo = 25); 4.8B: Lamina PEG (Pontuagado = 23);
4.8C: Lamina MGG (Pontuagdo = 23). Legenda: 4.8A (Setas amarelas: células ndo alvo); 4.8B (Setas pretas: células ndo
alvo; Setas vermelhas: células alvo) (Imagem da autora).

4.1.3. Avaliacio da sensibilidade e especificidade de diagndstico — CD45

A avaliagdo da sensibilidade e especificidade foi realizada através da observagao microscopica
das laminas por trés avaliadores independentes, sendo que o diagndstico foi validado por uma médica
anatomopatologista. Foram analisadas todas as laminas, sendo que os pontos fulcrais da analise
incidiram nas células positivas e negativas para o antigénio. Desta forma foi possivel calcular tanto a
sensibilidade como a especificidade.

Analisando a tabela abaixo apresentada (Tabela 4.4), é possivel inferir que 100% das laminas
foram consideradas como positivas para CD45.

Tabela 4.4. - Avaliacdo dos controlos positivos e negativos da lamina e respetivo diagnostico.

Controlo Positivo Controlo Negativo Diagnéstico
Protocolo
Positivo Negativo Positivo Negativo Positivo Negativo
CB 5 0 0 5 5 0
PEG 10 0 0 10 10 0
MGG 10 0 0 10 10 0

De modo a comparar o impacto da coloragio MGG nas laminas sujeitas a ICQ, foram
comparados os protocolos “MGG” com os protocolos padrio (citobloco € PEG). Foram utilizados como
padrdo os protocolos citobloco e PEG, visto ndo ter havido diferengas significativas entre as pontuagoes
globais de ambos, nem discrepancias entre os resultados de cada amostra. Assim, foi possivel o célculo
da sensibilidade e especificidade, isto ¢, foi possivel avaliar o impacto que a coloragdo MGG possui na
sensibilidade e especificidade no soro CD45.

Através da tabela 4.5 verifica-se que tanto a sensibilidade como a especificidade do soro CD45
foram de 100%, uma vez que todas as laminas coradas com MGG positivas, foram positivas nas laminas-
padrdo, assim como todas as ldminas negativas (MGG) foram negativas nas laminas-padrao.
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Tabela 4.5 - Tabela de calculo de sensibilidade e especificidade de diagndstico do soro CD45.

Padrao (Citobloco e PEG)
Positivos Negativos
Resultado ICQ das Positivo 10 0
lAminas coradas
com MGG Negativo 0 10

4.2. TTF-1

Foram realizadas 24 laminas para o soro primario TTF-1, cuja distribui¢@o se encontra na tabela
abaixo (Tabela 4.6).

Tabela 4.6 - Distribuicdo das ldminas pertencentes ao soro TTF-1 por protocolo.

N

Citobloco 4
PEG 10
MGG 10
Total 24

4.2.1. Avaliacio da qualidade técnica — TTF-1

As laminas obtidas foram observadas microscopicamente e a cada uma delas foram atribuidas
pontuacgdes finais. Para cada um dos parametros analisados na grelha de classificagdo foi elaborado um
grafico de barras em que se observa a distribuicao das laminas pelas diferentes pontuagdes.

Na figura 4.9 estdo representados os resultados obtidos relativamente ao pardmetro
“preservagdo morfologica”. Das 24 laminas totais, 87.5% foram classificadas como “auséncia ligeira de
preservacao morfologica”.
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Preservacao morfologica

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%
Nao preservada Auséncia moderada de  Auséncia ligeira de Preservagao mantida
preservagao preservagao

CB ©PEG mMGG

Figura 4.9. — Preservagdo morfologica das laminas pertencentes ao soro TTF-1.

Relativamente a intensidade (Figura 4.10), verificou-se uma ampla distribuigdo das
classificagdes deste parametro. O protocolo MGG enquadrou-se em todas as classificagdes, sendo que
atingiu a classificagdo maxima em 10% das laminas (N = 1) e 40% delas (N = 4) ndo apresentaram
marcagao.

Intensidade de marcacio

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%
Auséncia de marcacao Intensidade fraca Intensidade moderada Intensidade forte

CB " PEG mMGG
Figura 4.10. - Intensidade de marcagao das laminas pertencentes ao soro TTF-1.
O parametro sensibilidade (Figura 4.11) foi um dos mais afetados na avalia¢do da qualidade
técnica das laminas MGG. Neste protocolo verificou-se uma percentagem de células-alvo marcadas

inferior a 10%, em 50% das ldminas totais (N = 5). Os restantes protocolos assumiram pontuagido
maxima em todas as laminas.
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Sensibilidade da qualidade da técnica ICQ

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%
0%
Marcagao de 0-10% do Marcacdo de 11-50%  Marcagdo de 51-90% Marcagdo de 91-100%
alvo do alvo do alvo do alvo

CB ©PEG mMGG

Figura 4.11. — Sensibilidade das laminas pertencentes ao soro TTF-1, relativo a qualidade da técnica imunocitoquimica.

Analisando o pardmetro da especificidade (Figura 4.12), verificou-se que 95.8% das laminas
foram avaliadas com a classificacdo maxima.

Especificidade da qualidade da técnica ICQ

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%
Marcacgao de estruturas Marca¢do moderada de  Marcagdo ligeirade  Auséncia de marcagao

nao alvo que invalida a estruturas ndo alvo que estruturas nao alvo que de estruturas ndo alvo
avaliacdo ndo invalida a avaliagdo ndo invalida a avalia¢do

CB = PEG mMGG

Figura 4.12. - Especificidade das laminas pertencentes ao soro TTF-1, relativo a qualidade da técnica imunocitoquimica.

Por fim, analisando o parametro do contraste (Figura 4.13), 100% das laminas obtidas pelo
citobloco foram avaliadas com a classificagdo maxima.
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Contraste

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%
0%
Coloragdo com Coloragdo com Coloragdo com Coloragao que
deficiéncias que deficiéncias moderadas deficiéncias ligeiras que incrementa a visualizagao
invalidam a avaliagdo que ndo invalidama  ndo invalidam a avaliagao da marcagdo
avaliacdo

CB ©PEG mMGG

Figura 4.13. — Contraste das laminas pertencentes ao soro TTF-1.

A figura 4.14 permite inferir que protocolo que apresentou maior valor de pontuagao média foi
o PEG (25.3 pontos), seguindo-se o citobloco (com uma diferenga de somente 0.05 pontos) e, por fim o
MGG (16.1 pontos). Mais uma vez, o protocolo MGG foi aquele que apresentou maior valor de desvio
padrdo, o que retrata a presenga de resultados heterogéneos, relativamente a sua distribui¢do. Por
oposigdo, as pontuagdes finais obtidas no citobloco foram as que apresentaram menor variagdo entre
elas. Relativamente as pontuagdes minimas € maximas atingidos, o protocolo MGG apresentou o menor
valor minimo e, por outro lado, o PEG apresentou o maior valor maximo, assim como sucedeu no soro
primario CD45.

Pontos Pontuagdes globais de cada lamina por protocolo
30
26 44 27 5 2
2 2525 253
23 23.75 23 245
20 21.25
15 15
—1
10 10
6 =15.801
5
0
CB PEG MGG
Protocolos

Figura 4.14. - Distribui¢do em caixa de cada um dos protocolos - Soro TTF-1.
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Foi analisada a distribuicio dos dados, recorrendo ao teste Shapiro-Wilk (Tabela 4.7).
Analisando os valores de p-value é possivel inferir que as pontuagdes obtidas com o protocolo MGG
ndo diferem significativamente de uma distribuicdo normal (p-value > 0.05), contrariamente ao
protocolo do citobloco ¢ PEG.

Tabela 4.7 - Teste de Shapiro-Wilk para os trés protocolos utilizados.

w p-value

Citobloco 0.6298 0.001241
PEG 0.8134 0.0211
MGG 0.8940 0.1881

Na tabela 4.8 encontram-se os resultados dos testes de Wilcoxon, usados para testar se existem
diferengas significativas entre cada par de pontuagdes globais obtidas para cada protocolo (“Citobloco
e PEG”; “Citobloco e MGG”; “PEG ¢ MGG”). Analisando os valores de p-value verificaram-se
diferencas significativas entre os protocolos “Citobloco e MGG” assim como entre os protocolos “PEG
e MGG”. Por oposi¢do, ndo foram verificadas diferencas estatisticamente significativas entre os
protocolos “Citobloco e PEG”.

Tabela 4.8. — Teste de Wilcoxon e aplicagdo de fator de corregdo nos valores de p-value.

Protocolos em p-value apés fator de
~ w p-value ~
comparacio correcio
Citobloco/PEG 20.5 1.000 1.000
Citobloco/MGG 37.5 0.01483 0.02224
PEG/MGG 6.5 0.0009695 0.002908

4.2.2. Validacao dos protocolos imunocitoquimicos — TTF-1

A figura 4.15 ilustra uma das amostras obtidas com o soro TTF-1, mais especificamente a
lamina do citobloco. Como ¢ possivel observar, existe um fundo hemorragico acompanhado da presenca
de alguns linfocitos (células azuis). No centro de cada uma das figuras (4.15A, 4.15B, 4.15C ¢ 4.15D)
verificam-se agregados celulares com a presenca de imunomarcacédo de intensidade forte.
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Figura 4.15. - Amostra 1: Lamina citobloco (Pontuagdo = 26) (Imagem da autora).

Na figura 4.16 ¢ possivel observar os resultados obtidos na ldmina PEG da amostra 1.
Verificaram-se pequenos agrupamentos celulares com presenga de marcagdo ao longo de toda a lamina,
semelhantes ao apresentado neste campo. A intensidade de marcacao era forte a semelhanga da lamina
do citobloco.

“¢

w

Figura 4.16 - Amostra 1: Lamina PEG (Pontuagdo = 26) (Imagem da autora).

A figura 4.17 ilustra a heterogeneidade da imunomarcagao no protocolo MGG. Todos os grupos
celulares representados na figura (4.17A, 4.17B, 4.17C e 4.17D) sdo representativos de células com
aspetos citologicos compativeis com malignidade. Esta amostra possuia como diagndstico
adenocarcinoma do pulmido, que possui como caracteristicas celulares a formagdo de agregados
celulares e um aumento da relagdo nticleo/citoplasma.

Tanto na figura 4.17A como na figura 4.17B, observa-se um agregado celular com auséncia de
imunomarcagdo, no entanto, como foi mencionado anteriormente, as células sdo consideradas como
sendo células-alvo, pelo que deveriam apresentar imunomarcagdo. Na figura 4.17A verifica-se a
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presenca de um nucleo (assinalado com a seta preta) que parece apresentar imunomarcagao focal, no
entanto, ao observar microscopicamente e utilizando o parafuso micrométrico ¢ percetivel que se trata
de uma sobreposicao nuclear. A figura 4.17B também ndo apresenta qualquer marcacdo, sendo que ¢
visivel que se trata de um agregado celular que deveria expressar TTF-1, devido as suas caracteristicas
celulares.

Nas figuras 4.17C e 4.17D observa-se imunomarcacao, apesar de as percentagens ¢ intensidades
de marcacao serem diferentes. Na figura 4.17C verifica-se imunomarcagdo num pequeno grupo de
células (assinalado com a seta preta), sendo esta focal. Por outro lado, no mesmo agregado celular existe
uma zona de marcagdo inespecifica (assinalado com a seta vermelha) que se pode confundir com
marcagdo especifica devido as caracteristicas celulares, no entanto, o facto de ndo ser uma marcagao
nuclear permite diferenciar este tipo de marcagdo. Por fim, analisando a figura 4.17D, verifica-se
também nesta um agregado celular com células que expressam TTF-1, existindo nucleos centrais que
apresentam marcacao focal e, por outro lado, nucleos que se moldam a periferia do agregado celular.

Nesta amostra € possivel verificar a heterogeneidade de marcacdo do soro TTF-1 na mesma
lamina, tendo sido verificado grupos celulares com presenga e auséncia de imunomarcagao. Desta forma
¢ possivel inferir que na mesma lamina o tipo de imunomarcacdo difere entre grupos celulares. Os
resultados imunocitoquimicos no soro TTF-1 foram heterogéneos, como foi possivel verificar na
amostra anteriormente apresentada. No entanto, nem todas as amostras se comportaram da mesma
forma, pelo que foi selecionada mais uma amostra para demonstrar a diversidade de resultados.

4 o : c | B D

Figura 4.17. - Amostra 1: Lamina MGG (Pontuagdo = 14). Legenda: 4.17A (Seta preta: sobreposi¢do nuclear que se
assemelha a imunomarcagao focal); 4.17C (Seta preta: conjunto de células que apresenta imunomarcacdo; Seta vermelha:
marcacdo inespecifica) (Imagem da autora).
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A figura 4.18 representa mais uma das amostras obtidas para o soro TTF-1, mais concretamente
a lamina obtida pelo citobloco. A intensidade de marcagdo apresentou-se forte. O contraste permitiu
uma avalia¢@o adequada da lamina em estudo.

Figura 4.18. - Amostra 2: Lamina citobloco (Pontuagido = 26) (Imagem da autora).

A figura 4.19 representa a lamina PEG da amostra 2, que obteve a pontuagdo global maxima.
Verificou-se a presenga de preservacdo morfologica das células, acompanhada de intensidade de
marcagdo forte. Observaram-se células nao-alvo com auséncia de expressao de TTF-1, como expectavel,
e, por outro lado uma percentagem elevada de células-alvo com imunomarcagao. Esta foi a amostra em
que a lamina PEG obteve a melhor avalia¢ao global.
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Figura 4.19. - Amostra 2: Lamina PEG (Pontuagdo = 27) (Imagem da autora).

Por fim, analisando a lamina MGG da amostra 2, verificou-se através da figura 4.20 que os
resultados diferiram da amostra anteriormente apresentada. Nesta amostra verificou-se uma
percentagem de células-alvo que expressam o antigénio TTF-1 mais elevada (entre 51% a 90%)
comparativamente & amostra 1.
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Figura 4.20. - Amostra 2: Lamina MGG (Pontuagao = 20) (Imagem da autora).

Em resumo, verificou-se que as laminas obtidas no soro TTF-1 apresentaram diversidade de
resultados imunocitoquimicos, no entanto as altera¢des realizadas no protocolo das laminas PEG foi
homogéneo em todas as amostras. O mesmo ndo aconteceu no protocolo MGG.

4.2.3. Avaliacio da sensibilidade e especificidade de diagnostico — TTF-1

Analisando a tabela 4.9, ¢ possivel inferir que para o soro TTF-1 foram obtidas amostras com
discrepancias entre protocolos. Foram verificadas 6 discrepancias entre protocolos, sendo que existiu
marcagao nos protocolos citobloco ¢ PEG e, auséncia de marcagao no protocolo MGG.

Tabela 4.9 - Avaliagdo da sensibilidade, especificidade e diagnostico das laminas.

Controlo Positivo Controlo Negativo Diagnéstico
Protocolo
Positivo Negativo Positivo Negativo Positivo Negativo
CB 4 0 0 4 4 0
PEG 10 0 0 10 10 0
MGG 4 6 0 10 4 6

Para verificar o impacto da coloragdo MGG na ICQ, comparamos os protocolos MGG com os
protocolos-padrio (citobloco e PEG). Foram utilizados como padrao os protocolos citobloco e/ou PEG,
visto ndo ter havido diferencas significativas entre as pontuagdes globais de ambos. Assim, foi possivel
o calculo da sensibilidade e especificidade, isto ¢, foi possivel avaliar o impacto que a coloragdo MGG
possui na sensibilidade e especificidade.

Através da tabela 4.10 verificou-se que a sensibilidade do soro TTF-1 foi de 40% ¢ a
especificidade de 100%. Verificou-se que a coloragio MGG afeta de forma significativa a sensibilidade
do soro TTF-1, no entanto, a especificidade ndo ¢ afetada.
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Tabela 4.10. - Tabela de célculo de sensibilidade e especificidade de diagnoéstico do soro TTF-1.

Padrao (Citobloco e PEG)
Positivos Negativos
Resultado ICQ das Positivo 4 0
lAminas coradas
com MGG Negativo 6 10

4.3. Pan-citoqueratina AE1/AE3
4.3.1. Avaliacio da qualidade técnica — Pan-citoqueratina AE1/AE3

Foram realizadas 27 laminas para o soro primario pan-citoqueratina AE1/AE3, sendo que a
distribui¢ao das mesmas se encontra na tabela abaixo (Tabela 4.11).

Tabela 4.11. - Distribuicdo das laminas pertencentes ao soro pan-citoqueratina AE1/AE3 por protocolo.

N

Citobloco 7
PEG 10
MGG 10
Total 27

Os resultados da qualidade técnica das laminas obtidas pelo soro pan-citoqueratina AE1/AE3
foram avaliados e devidamente organizados, de modo a compreender se a coloracdo MGG poderia afetar
de algum modo algum dos parametros considerados na grelha de avaliacdo.

A figura 4.21 apresenta os resultados referentes a preservagao morfologica. E possivel observar
que os trés protocolos atingiram a pontua¢do maxima, sendo que as ldminas PEG atingiram a pontuagao
maxima em 90% das laminas totais.
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Preservacao morfologica

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%
0%
Nao preservada  Auséncia moderada de  Auséncia ligeira de  Preservagdo mantida
preservagao preservacao

Preservagdo morfologica

CB = PEG mMGG

Figura 4.21. - Preservacdo morfologica das laminas pertencentes ao soro pan-citoqueratina AE1/AE3.

A intensidade de marcag¢@o das laminas obtidas pelo soro pan-citoqueratina AE1/AE3 esta
representada na figura 4.22. Todas as laminas apresentaram imunomarcagdo, sendo que as ldminas
obtidas pelo citobloco apresentaram intensidade forte em todas as amostras.

Intensidade de marcacao

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%
Auséncia de marcacao Intensidade fraca Intensidade moderada Intensidade forte

Intensidade de marcagdo

CB = PEG mMGG

Figura 4.22. - Intensidade de marcagdo das laminas pertencentes ao soro pan-citoqueratina AE1/AE3.

A sensibilidade de todas as laminas foi superior a 50%, podendo esta ser verificada através da
figura 4.23. Todas as laminas obtidas pelo citobloco apresentaram sensibilidade maxima, assim como
90% das laminas MGG.
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Sensibilidade da qualidade da técnica ICQ

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
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0%
Marcagao de 0-10% do Marcagdo de 11-50% Marcagdo de 51-90% Marcagdo de 91-100%
alvo do alvo do alvo do alvo

CB = PEG mMGG

Figura 4.23. - Sensibilidade das ldminas pertencentes ao soro pan-citoqueratina AE1/AE3, relativo a qualidade da técnica
imunocitoquimica.

A figura 4.24 representa o pardmetro “especificidade”. No grafico verificamos que o protocolo
MGG foi aquele em que 10% dos resultados apresentaram uma menor pontuagao.

Especificidade da qualidade da técnica ICQ

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%
0%

Marcagao de estruturas Marcagdo moderada de Marcacdo ligeira de  Auséncia de marcagao

ndo alvo que invalida a estruturas ndo alvo que estruturas nao alvo que de estruturas nao alvo

avaliacdo ndo invalida a ndo invalida a
avalia¢do avaliacdo

CB = PEG mMGG

Figura 4.24. - Especificidade das laminas pertencentes ao soro pan-citoqueratina AE1/AE3, relativo a qualidade da técnica
imunocitoquimica.

Por fim, através da figura 4.25 verificou-se que 100% das ladminas totais apresentaram
pontuacdo maxima para o parametro “contraste”.
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Contraste
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a avaliagdo que ndo invalidama  ndo invalidam a avaliacao marcagao
avaliacdo

Contraste

CB = PEG mMGG

Figura 4.25. - Contraste das laminas pertencentes ao soro pan-citoqueratina AE1/AE3.

A aplicacdo de estatistica descritiva dos dados permitiu retirar algumas conclusdes (Figura
4.26). Para o soro pan-citoqueratina AE1/AE3, o protocolo que apresentou uma pontuagdo global média
mais elevada foi o citobloco (média = 25.43), seguido do PEG (média =24.50) e, por fim 0 MGG (média
= 22.20). Assim como nos soros anteriores, o protocolo MGG foi aquele que apresentou uma maior
distribuicdo dos dados, pelo que apresentou um maior valor de desvio padrdo. Tanto os protocolos do
citobloco, como do PEG apresentaram o maior valor maximo possivel, sendo que o MGG apresentou o
menor valor minimo de entre todos.

Pontos Pontuacées globais de cada lAmina por protocolo
30
27
27
26 27 25 26
25 24.428 25 25
24 22‘;'6
23 22 22.2 215
20 20.5
18
15
oc=1.5112 c=1.2649
10
6 =2.6998
5
0
CB PEG MGG

Figura 4.26. - Distribui¢do em caixa de cada um dos protocolos — soro pan-citoqueratina AE1/AE3.

De um modo geral, todas as avaliagdes globais das laminas para este soro foram superiores a 20
pontos, a exce¢do de duas laminas (ambas laminas obtidas pelo protocolo MGG). Também para este
soro foi analisada a distribui¢do normal dos dados, recorrendo ao teste Shapiro-Wilk (Tabela 4.12).
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Analisando os valores de p-value é possivel inferir que as laminas pertencentes todos os protocolos
assumem uma distribuicdo normal (p-value > 0.05).

Tabela 4.12 - Teste de Shapiro-Wilk para os trés protocolos utilizados.

w p-value

Citobloco 0.9151 0.4324
PEG 0.8676 0.09382
MGG 0.9344 0.4930

Na tabela 4.13 verificamos a presenca de diferencas significativas entre as pontuagoes globais
obtidas na comparagao dos protocolos “Citobloco e MGG”. Por oposi¢ao, tanto o protocolo “Citobloco
e PEG” como “PEG e MGG” ndo apresentaram diferencas estatisticamente significativas entre eles.
Concluimos que também no soro citoqueratina AE1/AE3 nao existem diferengas consideraveis entre a
utilizagao do protocolo “PEG” como padrao.

Tabela 4.13. — Teste de Wilcoxon e aplicagdo de fator de corre¢do nos valores de p-value.

Protocolos em p-value apés fator de

comparacio W p-value correcio
Citobloco/PEG 47 0.2467 0.2467
Citobloco/MGG 59.5 0.01815 0.05445

PEG/MGG 25 0.05697 0.08546

4.3.2. Validacdo dos protocolos imunocitoquimicos — Pan-citoqueratina
AE1/AE3

A figura 4.27 ilustra a ldmina obtida pelo citobloco para o soro pan-citoqueratina AE1/AE3.
Verificaram-se mais de 91% das células com imunomarcacdo, apresentando intensidade forte e
preservacdo morfologica mantida. O facto desta marcagdo ser citoplasmatica e de intensidade forte faz
com que o nucleo ndo seja visivel e individualizado. Além das células-alvo, encontra-se ainda uma
toalha de linfocitos sem imunomarcacdo nas zonas circundantes.
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Figura 4.27. - Amostra 1: Lamina Citobloco (Pontuagdo = 27) (Imagem da autora).

Na figura 4.28 verificam-se algumas células individualizadas e pequenos agregados celulares
que expressam o antigénio pan-citoqueratina AE1/AE3. Comparativamente a lamina anteriormente
apresentada, verifica-se a presenca de alguma marcacao inespecifica, designada como “fundo” (zonas
assinaladas com setas pretas). Esta marcacdo inespecifica fez com que a pontuacdo no critério
“especificidade” fosse mais reduzido.

Figura 4.28. - Amostra 1: Lamina PEG (Pontuagdo = 25). Legenda: Setas pretas (zonas de marcagdo inespecifica) (Imagem
da autora).
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Por fim, a figura 4.29 representa a lamina MGG da amostra 1 relativa ao soro pan-citoqueratina
AE1/AE3. Nesta lamina verificamos a presenga de uma ligeira diminui¢do na intensidade de marcagao,
comparativamente as ldminas anteriormente apresentadas. Observou-se uma elevada percentagem de
células-alvo com imunomarcagdo, assim como a preservagao morfologica também se revelou mantida.
E relevante mencionar que pelo facto de a intensidade de marcacio ser mais fraca comparativamente as
laminas anteriores, permite uma melhor individualizagdo do nucleo (exemplificado pelas setas pretas).

Figura 4.29. - Amostra 1: Lamina MGG (Pontuagdo = 24). Legenda: Setas pretas (células em que ¢ possivel individualizar
os nucleos, pela presenca de uma coloracdo mais ténue) (Imagem da autora).

A figura 4.30 ilustra a lamina obtida pelo citobloco da amostra 2 para o soro pan-citoqueratina
AE1/AE3. Neste campo verificam-se algumas células com individualizagdo nuclear, sendo visiveis os
contornos nucleares (assinalados com setas pretas) e, consequentemente, a marcagao citoplasmatica.
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Figura 4.30. - Amostra 2: Lamina Citobloco (Pontuagdo = 26) (Imagem da autora).

Através das figuras 4.31A ¢ 4.31B foi possivel observar grupos celulares com imunomarcagao
especifica. As células presentes tanto na figura 4.31A como na figura 4.31B, apresentaram uma clara
distingdo dos contornos nucleares relativamente a marcagdo citoplasmatica especifica. Em redor das

células-alvo, verificaram-se diversos agregados celulares com auséncia de imunomarcagdo, como seria
expectavel.
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Figura 4.31. - Amostra 2: Lamina PEG (Pontuagdo = 25) (Imagem da autora).

Por fim, analisando os campos microscopicos representados pelas figuras 4.32A e 4.32B,
verificou-se mais uma vez a presenca de imunomarcacao das células-alvo. Em algumas das amostras
observamos a presenca de zonas de marcagdo inespecifica, semelhantes a pequenos depositos
(representados pelas setas pretas), tendo estas sido somente verificadas em laminas MGG. Nao
conseguimos apurar o motivo pelo qual isto sucedeu, mas torna-se relevante mencionar que este facto
fez com que a pontuagao do critério “especificidade” fosse mais baixa nestes casos.
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Figura 4.32. - Amostra 2: Lamina MGG (Pontuacdo = 21). Legenda: Setas pretas (zonas de marcacdo inespecifica) (Imagem
da autora).

4.3.3. Avaliacdo da sensibilidade e especificidade de diagnostico — Pan-

citoqueratina AE1/AE3

Através da tabela 4.14 infere-se que 100% das laminas foram consideradas como positivas para
o soro citoqueratina AE1/3.

Tabela 4.14. - Avaliagdo da sensibilidade, especificidade e diagnodstico das laminas.

Controlo Positivo Controlo Negativo Diagnéstico
Protocolo
Positivo Negativo Positivo Negativo Positivo Negativo
CB 7 0 0 7 7 0
PEG 10 0 0 10 10 0
MGG 10 0 0 10 10 0

De modo a avaliar o impacto da coloragdo MGG nas laminas sujeitas a ICQ, foram comparados
os resultados do protocolo MGG com os dos protocolos-padrao. Foram utilizados como padrao o
citobloco e PEG, por nao ter havido diferengas significativas entre as pontuagdes globais de ambos.
Assim, foi possivel o calculo da sensibilidade e especificidade no soro pan-citoqueratina AE1/AE3.

Através da tabela 4.15 verifica-se que tanto a sensibilidade como a especificidade do soro foi
de 100%, pelo que a presenga da coloracdo MGG nio afeta a sensibilidade nem a especificidade do soro
pan-citoqueratina AE1/AE3.
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Tabela 4.15. - Tabela de célculo de sensibilidade e especificidade de diagnostico do soro pan-citoqueratina AE1/AE3.

Padrao (Citobloco e PEG)
Positivos Negativos
Resultado ICQ das Positivo 10 0
lAminas coradas
com MGG Negativo 0 10

5. Discussao

Neste projeto foi possivel obter diversas informagdes e resultados cruciais para a melhor
compreensdo dos potenciais fatores interferentes na imunomarcagdo de laminas previamente coradas
com a coloragdo MGG. De modo a tornar a interpretagdo dos resultados mais percetiveis, dividimos a
discussdo em fase pré-analitica e fase analitica (por soro primario).

Uma das metodologias utilizadas para o armazenamento de laminas foi a congelagdo, que
segundo a literatura, permite preservar os antigénios em amostras citologicas (Pinheiro et al., 2015). Os
resultados obtidos na investigagdo estdo em acordo com os resultados de alguns estudos mencionados
na secc¢do “Contextualizaco tedrica”. Num estudo realizado em 2022, foi mencionado que os antigénios
cromogranina A, p40 e TTF-1 eram preservados ao submeter as laminas a congelacdo (Santos et al.,
2022).

Os dados referidos num estudo comparativo de 2015, mostraram que a antigenicidade se
mantinha preservada quando as laminas eram congeladas em temperaturas entre os -20°C e os -70°C
(Pinheiro et al., 2015). As laminas sujeitas ao processo de congelagdo foram somente as destinadas ao
protocolo MGG. Considerando os resultados obtidos no soro TTF-1, podemos concluir que a
antigenicidade podera ndo ter sido preservada, visto que existiram seis amostras discrepantes (entre os
protocolos PEG e/ou citobloco e o protocolo MGG). Por oposicao, as amostras reservadas para os soros
CD45 e pan-citoqueratina AE1/AE3 mantiveram a antigenicidade preservada, dado que todas as
amostras foram concordantes.

Deste modo, torna-se relevante avaliar se eventualmente o método de congelagdo podera
interferir na preservacdo antigénica de TTF-1. Apesar de terem existido amostras concordantes entre
protocolos, a sensibilidade da técnica (comparando os protocolos padrdo com o MGG) foi de 40%.
Assim, avaliar este ponto e verificar se existe uma relacdo de causa-efeito entre os fatores “qualidade
da ICQ” e “método de congelagdo” podera ser benéfico para uma melhor compreensdo desta perda de
antigenicidade.

E reconhecido por diversos autores que a coloragdio MGG interfere na imunomarcagao, no
entanto as suas causas ndo s@o totalmente conhecidas. Dos poucos estudos existentes acerca desta
tematica, existem opinides distintas. Alguns autores mencionam que a coloragdo MGG nao possui efeito
negativo nos resultados imunocitoquimicos (Raskin et al., 2019) (Dorfelt et al., 2019), outros afirmam
o contrario (Santos et al., 2022). Através do presente estudo foi possivel confirmar este efeito negativo,
visto que as pontuacdes globais dos protocolos citobloco e PEG foram superiores ao MGG em todos os
SOTOS Primarios.

Assim, os resultados desta investigagdo coincidem com os obtidos pelos autores, apesar de nao
ter sido possivel realizar uma associacao direta entre as variaveis responsaveis por este efeito negativo
(Santos et al., 2022). No entanto, existem alguns pontos que merecem ser discutidos e tidos em
consideragdo para eventuais estudos futuros.
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Alguns autores mencionam que as alteragdes de pH e a percentagem de saturagdo dos corantes
podem ser potenciais causas para a inconsisténcia de resultados na coloragdio MGG, no entanto ndo
existe uma associagdo direta com a inconsisténcia de resultados imunocitoquimicos (Boon & Drijver,
1986; R. W. Horobin & Walter, 1987). O efeito Romanowsky ocorre em valores de pH compreendidos
entre 0s 6.0 ¢ 8.5 (Boon & Drijver, 1986). Durante a rotina laboratorial, a utilizacdo dos corantes podera
eventualmente fazer variar os valores de pH dos corantes, pelo que a instabilidade dos mesmos aumenta.
O facto de existir esta variagdo de pH podera constituir um fator interferente na posterior aplicagdo da
técnica ICQ. Isto €, o facto da propria coloragdo MGG nao ser estavel podera interferir na reagdo quimica
entre os reagentes da ICQ e os antigénios da amostra.

Ao longo do desenvolvimento da investigagdo foi realizada a troca dos corantes semanalmente,
pelo que a possibilidade de variacao da saturacdo dos mesmos foi elevada. Deste modo, foram tidos em
conta quais os dias em que as trocas foram realizadas e, simultaneamente, os dias em que os casos
discrepantes foram corados. No entanto, ndo foi possivel encontrar uma associacdo entre estes dois
fatores, visto que num conjunto de amostras coradas no mesmo dia, umas apresentaram imunomarcagao
e outras ndo. Deste modo, também este topico € importante ser reconhecido para eventuais estudos
futuros visto que, ao controlar com mais detalhe este fator poderdo eventualmente estabelecer-se
relagdes de associacgdo e/ou correlagdo.

A quantidade de corantes (pertencentes a coloragio MGG) aplicados numa amostra citologica
pode interferir na qualidade dos resultados imunocitoquimicos. Na fase da otimizacao foram testados
protocolos que diferiram na quantidade de corantes aplicados nas amostras MGG. O protocolo 3, de
entre os quatro protocolos-teste (3,4,5 e 6), foi aquele que apresentou melhores resultados, ainda que
nao 6timos.

Ao analisar os resultados obtidos nos protocolos 4, 5 e 6 foi possivel verificar uma perda ligeira
da preservagdo morfologica das células coradas acompanhada de uma coloragdo enfraquecida. Estas
duas caracteristicas, em conjunto, poderiam eventualmente condicionar a interpretagao morfologica das
células. A auséncia de uma analise morfologica adequada podera comprometer a atribuicdo de um
diagnostico fiavel e, inclusive condicionar a eventual necessidade de aplicagdo de técnicas
complementares como a ICQ.

Em suma, apesar de terem sido verificados resultados imunocitoquimicos com uma qualidade
ndo otima aplicando o protocolo 3, este foi o selecionado visto que € o Unico que permite uma melhor
analise morfologica das células. Foi possivel compreender que quantos mais reagentes estdo em contacto
com a amostra, menor ¢ a sua qualidade imunocitoquimica. Pensamos que seria relevante realizar a
repeti¢do do presente estudo mas aplicando a coloragao rapida (de 30 segundos) ao invés da coloragdo
definitiva MGG (coloragdo de rotina), visto que o tempo de contacto da amostra com os corantes ¢
inferior comparativamente a colora¢do definitiva. Seria, assim, expectavel que fossem obtidos
resultados imunocitoquimicos consideravelmente melhores, visto que os antigénios presentes na
amostra seriam sujeitos e um menor nimero de interagdes moleculares.

A avaliacdo da qualidade técnica das laminas tornou-se um ponto crucial neste estudo, visto que
através desta foi possivel estabelecer algumas relagdes entre a presenca e/ou auséncia da coloragdo
MGG e a imunomarcagdo. Um dos pontos limitantes da discuss@o dos resultados obtidos incide no facto
de ser escassa a informagao acerca desta tematica. Isto é, existem estudos que abordam os fatores de
forma individual, mas em conjunto (coloragdo MGG e qualidade dos resultados ICQ) s@o escassos.

De um modo geral, os resultados obtidos para o soro CD45 foram satisfatorios visto que foi
possivel verificar imunomarcagdo em todas as amostras e ndo existiu discrepancias entre os protocolos-
padrdo e o protocolo MGG. Num estudo referente a 2022, somente 80% (N = 25) das amostras sujeitas
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a fixagdo fisica obtiveram imunomarcacao (Kushwaha et al., 2022). No presente estudo foi verificada
positividade em 100% das amostras. No estudo citado ndo ¢ disponibilizado o protocolo detalhado, pelo
que ndo ¢ possivel afirmar que as amostras tenham sido sujeitas as mesmas condi¢des. Os autores
referem ainda que relativamente a intensidade de marcacdo, foram obtidos resultados heterogéneos
tendo a intensidade variado entre fraca e 6tima, em acordo com os resultados obtidos na presente
investigacdo. O mesmo sucedeu no parametro “contraste”, em que 100% das amostras obtiveram a
melhor classificagdo para este parametro.

Os antigénios membranares, como o CD45, sdo referidos como sendo menos suscetiveis a
variagdo de fixadores utilizados na fase pré-analitica (Skoog & Tani, 2011). Deste modo, o facto de
terem sido verificados resultados consistentes tanto nos trés protocolos (citobloco, PEG ¢ MGGQG),
demonstra que este antigénio nao sofreu variagdes consoante o fixador utilizado na fase pré-analitica.
Os trés protocolos foram sujeitos a diferentes tipos de fixacdo e/ou fixadores e os resultados
imunocitoquimicos foram concordantes entre si. Pode concluir-se que o tipo de fixador utilizado na fase
pré-analitica ndo afeta a qualidade dos resultados imunocitoquimicos para a dete¢do do antigénio CD45.

Através dos dados apresentados na secgdo dos resultados verificou-se que tanto a sensibilidade
como a especificidade de diagnostico do soro CD45 foi de 100%, pelo que todas as amostras positivas
apresentaram marcacdo nos trés protocolos existentes. Concluimos, assim, que o CD45 pode ser
validado com a coloragdo MGG segundo as normas da CAP (College of American Pathologists, 2014).

Outro dos pontos fulcrais deste estudo relativamente a sensibilidade dos protocolos utilizados
foi o facto de nao terem sido verificadas diferencas estatisticamente significativas entre os protocolos
PEG e citobloco (p-value = 0.3329). As laminas PEG apresentaram inclusive uma pontuagdo média
geral mais elevada (média = 25.1) que as laminas obtidas pelo citobloco (média = 24.0). Assim, foi
possivel confirmar a fiabilidade da utilizagdo deste método como padrdo, na auséncia do citobloco
(Srebotnik Kirbis et al., 2021).

Apesar destes resultados, torna-se relevante mencionar que o nimero de laminas nao foi
equitativo para os trés protocolos. Desta forma, a diferenca das pontuagdes globais médias entre o
citobloco e o PEG poderao dever-se a este facto. O modo de ser realizada uma comparagao fidedigna
seria a realizag@o do estudo com igual niumero de laminas para todos os protocolos em estudo.

O soro TTF-1, contrariamente aos outros soros em estudo, apresentou resultados discrepantes
entre protocolos. A expressdo de TTF-1 ocorre essencialmente em adenocarcinomas de origem
pulmonar e permite a diferenciagdo dos adenocarcinomas de outros tumores pulmonares (Yan et al.,
2014). Segundo alguns autores, a imunoexpressdo de TTF-1 pode ser considerada util para a
identifica¢do adenocarcinomas primarios do pulmao entre 60% e 100% dos casos (Klebe et al., 2016).
Esta descrito que os antigénios nucleares possuem maior suscetibilidade a pequenas variagdes, como o
tipo de fixadores utilizados e a interagdo molecular com reagentes (Skoog & Tani, 2011).

A literatura acerca da qualidade dos resultados imunocitoquimicos pos-coloragdo MGG ¢
escassa, pelo que a discussdo sera baseada na informacao existente acerca de amostras histologicas.

A intensidade de marcag@o foi um dos pardmetros que melhor retratou a interferéncia da
coloracio MGG nos resultados imunocitoquimicos. Verificaram-se 6 (60%) discrepancias em 10
amostras, sendo que o resultado dos protocolos-padrao diferiu do protocolo MGG. Para compreender a
possivel causa destas discrepancias foi analisado o dia em que as laminas foram coradas e realizada a
ICQ. Sabendo os dias em que foram realizadas as trocas dos corantes foi realizado um cruzamento de
dados de modo a verificar a existéncia de alguma associac¢ao. No entanto, no dia em que foram realizadas
as laminas discrepantes foram juntamente realizadas outras laminas que foram concordantes, pelo que
nao € possivel estabelecer uma associagao.
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A imunomarcagdo deste antigénio apresentou diferentes graus de intensidade quer na mesma
célula, quer entre grupos celulares diferentes. Deste modo ¢ possivel realizar um paralelismo com um
estudo realizado em 2005, em foi analisada a sensibilidade e especificidade do soro TTF-1 (dois clones
diferentes) de duas casas comerciais diferentes (Compérat et al., 2005). Neste estudo foram utilizadas
amostras histologicas ao invés de amostras citologicas e, também nestas foi verificada imunomarcagao
focal.

Na mesma lamina foram analisados diversos grupos com auséncia de marcagdo e alguns
micrémetros ao lado outro grupo com imunomarcagdo. Esta heterogeneidade ndo foi possivel de
explicar através do presente estudo e torna-se um fator importante a investigar em estudos futuros.
Concluimos que a coloragdo MGG afeta negativamente a imunomarcagdo do soro TTF-1, mais
especificamente diminuindo a sua intensidade de marcagdo ou provocando a auséncia total da mesma.

Os resultados obtidos permitem concluir que a sensibilidade do soro TTF-1 foi afetada. Foram
obtidas 6 laminas discrepantes, pelo que a sensibilidade do soro foi de 40%. Como havia sido referido
anteriormente, segundo as normas da CAP, para a validagdo de um soro primario é necessario que a
sensibilidade de diagnostico atingida seja superior a 90%, o que ndo ocorreu neste soro (College of
American Pathologists, 2014). Deste modo, ndo ¢ possivel validar o protocolo otimizado para o soro
TTF-1.

Relativamente a especificidade, nao foram obtidos falsos positivos, pelo que a especificidade
foi de 100%. Assim, verifica-se que a especificidade de diagnostico do soro ndo ¢ afetada pela presenca
da coloragao MGG, contrariamente a sensibilidade de diagnostico.

Durante a etapa de otimizagdo do protocolo TTF-1 foram ajustados pardmetros no protocolo
imunocitoquimico tais como o tempo de recuperag@o antigénica e o tempo de incubacao da hematoxilina
(coloragdo de contraste). Na amostra utilizada para a otimizagdo, os resultados obtidos foram
satisfatorios, ndo tendo sido reprodutiveis nas restantes amostras. As condi¢Oes tanto pré-analiticas
como analiticas foram as mesmas, pelo que ndo foi possivel realizar associagdes ou justificar este facto.
No entanto, uma das possibilidades podera incidir no facto de se tratar de amostras com componente
celular diferente que possa afetar a sua capacidade de imunomarcagdo. Por outro lado, o facto de a
marcagdo ser nuclear torna-a consideravelmente mais sensivel.

No soro TTF-1 foi verificada a auséncia de diferencas estatisticamente significativas entre os
protocolos do citobloco ¢ PEG (p-value = 1.000), pelo que na impossibilidade da realizagdo do
citobloco, as ldminas PEG podem ser utilizadas como padrdo para o soro TTF-1. Apesar destes
resultados, torna-se relevante mencionar que foram somente obtidas 5 laminas pelo citobloco e 10
laminas PEG e MGG, pelo que a diferenca de médias entre os dois primeiros protocolos podera dever-
se a esse mesmo facto. Para ser realizada uma comparacdo fidedigna seria importante a realizagdo do
estudo com igual niumero de ldminas em todos os protocolos em estudo.

O soro pan-citoqueratina AE1/AE3 apresentou resultados satisfatorios visto ndo terem existido
amostras com resultados discrepantes. Todas as amostras apresentaram imunomarcagao contrariamente
aos dados obtidos num estudo de 2022 em que foram analisados os soros CD45 e pan-citoqueratina
(Kushwaha et al., 2022). Como referido anteriormente, relativo a discussao dos resultados do soro
CD45, ndo foi detalhado o protocolo utilizado, pelo que ndo ¢é possivel estabelecer afirmar que as
amostras dos estudos foram sujeitas as mesmas condigoes.

As amostras apresentaram intensidade de marcagdo entre moderada a forte, com excecdo de
uma das laminas MGG, que apresentou intensidade fraca. Contrariamente, no estudo acima mencionado,
as amostras com pan-citoqueratina AE1/AE3, apresentaram uma maior heterogeneidade de resultados
relativamente a intensidade de marcagdo (Kushwaha et al., 2022). Tanto as laminas PEG como as
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laminas obtidas através do citobloco apresentaram intensidade de marcag@o mais forte que as laminas
MGG.

Os resultados deste soro no parametro relativo a especificidade foram consideravelmente mais
heterogéneos do que os restantes soros em estudo. Uma grande percentagem das amostras apresentou
uma ligeira marca¢ao de fundo que se assemelhava a pequenos depodsitos de coloragdo castanha. O
mesmo foi reportado no estudo citado (Kushwaha et al., 2022). Nao foi possivel estabelecer uma causa-
raiz para este facto, no entanto, verificou-se que este soro assume uma maior tendéncia de apresentar
fundo. O facto deste soro também ser expresso em células como os macrofagos, poderd ser um dos
motivos pelos quais existe esta marca¢do de fundo, por as particulas antes de serem fagocitadas se
encontrarem fora das células.

Apesar dos resultados obtidos ndo foi possivel estabelecer uma associagdo de causa entre a
presenca da coloragdo MGG e uma menor pontuagdo da qualidade técnica. A avaliagdo da origem destes
pequenos depositos € um ponto relevante a ter em conta para estudos futuros. O soro citoqueratina
AEI1/AE3 apresentou uma sensibilidade e especificidade de 100%, dado que todas as amostras
apresentaram concordancia entre os protocolos-padrao e o MGG.

Foi verificada a auséncia de diferencas estatisticamente significativas entre as laminas obtidas
pelo citobloco e as laminas PEG (p-value = 0.2467), pelo que na impossibilidade da realizagdo do
citobloco, as laminas PEG podem ser utilizadas como padrdo para o soro pan-citoqueratina AE1/AE3.
No entanto, foram somente obtidas 7 laminas pelo citobloco ¢ 10 ldminas PEG e MGG, pelo que a
diferenga de médias entre os dois primeiros protocolos podera dever-se a esse facto. De facto a ser
realizada uma comparacdo fidedigna seria importante a realizacdo do estudo com igual niimero de
laminas para todos os protocolos em estudo.

E importante referir que, num estudo retrospetivo realizado em 2023, foram analisadas as
discrepancias entre as amostras MGG e os exames de follow-up (histoldgicos e/ou citoldgicos) em todas
amostras processadas durante o ano de 2022, no IPOLFG (Maciel et al., 2023). Foram analisados 16
antigénios, tendo sido o soro citoqueratina AE1/AE3 o mais utilizado (N = 45). Os resultados mostraram
que o soro que apresentou maior numero de discrepancias entre as laminas MGG e os exames de follow-
up foi precisamente a citoqueratina AE1/AE3. A utilizagdo de maior nimero de amostras em trabalhos
de investigacao futuros ¢ indispensavel para avaliar a aparente discordancia entre estes dois estudos.
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6. Conclusoes

A presente investigagdo assumiu uma relevancia consideravel na area da Citopatologia, com
énfase no diagnostico do carcinoma do pulmao, ao permitir compreender melhor as possiveis interagdes
entre a coloragdo MGG e a imunomarcagdo e, adicionalmente, ao confirmar a fixagdo com PEG com
alternativa ao citobloco para uma imunocitoquimica de qualidade.

Os resultados obtidos permitiram inferir que a coloragdo MGG assume um efeito negativo
relativamente a antigénios com imunomarca¢ao nuclear (TTF-1), contrariamente aos antigénios com
imunomarcacdo citoplasmatica (pan-citoqueratina AEI/AE3) e membranar (CD45). Conclui-se que
presenca de coloragdo interfere na qualidade da ICQ consoante a localizagdo celular da imunomarcacao.

A otimizagdo dos protocolos imunocitoquimicos foi realizada para os trés anticorpos propostos
no estudo, sendo que em todos eles foram obtidos resultados imunocitoquimicos satisfatorios para a
atribuicdo de diagnostico. Foram realizadas testagens para os trés anticorpos, recorrendo a protocolos-
teste que permitiram selecionar as melhores condigdes para o protocolo otimizado. Apesar de ter sido
realizada a otimizacao de protocolos dos tré€s anticorpos, nao foi possivel validar o anticorpo TTF-1
perante as normas estabelecidas pela CAP.

A qualidade da técnica imunocitoquimica foi avaliada em todas as amostras, o que permitiu
retirar conclusdes acerca da sensibilidade e especificidade dos anticorpos em estudo, mas ndo foi
possivel avaliar uma causa-raiz para as discrepancias observadas no anticorpo TTF-1.

A auséncia de diferengas significativas entre o citobloco ¢ o PEG para os trés soros primarios
em estudo, permitem concluir que nos casos em que ndo seja possivel a realizacdo de citobloco, o
protocolo PEG podera ser utilizado sem qualquer comprometimento dos resultados.

No presente estudo foi possivel destacar algumas limitagdes, nomeadamente a utilizagdo de um
numero de ldminas ndo equitativo para cada um dos protocolos e para cada um dos soros. Num estudo
futuro seria expectavel a igual distribuicao de laminas quer por soro, quer por protocolo. O facto de ndo
terem sido realizadas algumas associacdes entre variaveis, poder-se-a dever ndo s6 a nao distribuigdo
equitativa de laminas, como também a propria dimensao da amostra. Deste modo, ao aumentar a amostra
(N > 30) poderia permitir a realizacdo de associa¢des ndo possiveis no presente estudo.

E de ressalvar a importancia que esta tematica assume na rotina laboratorial de um laboratério
de Citopatologia, pelo que o investimento em investigacdo desta area ¢ crucial. Seria interessante
realizar o estudo novamente com as alteracdes acima mencionadas (dimensdo e distribuicdo de
amostras), como também alterando algumas particularidades. De forma a compreender se os resultados
ICQ assumiam uma melhor qualidade com a aplicagdo da coloracdo MGG, poderiam ser repetidos os
passos realizados nesta investigacdo, com a realizacdo de uma ldmina extra (corada com a coloragdo
MGG rapida, ao invés da coloragdo definitiva). Por esta coloragdo ser de menor duragdo seria
interessante analisar o eventual impacto da coloragdo MGG rapida na qualidade dos resultados ICQ.
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8. Apéndices
8.1. Apéndice 1

8.1.1.  Cronograma das tarefas

Tabela 8.1. - Cronograma das tarefas realizadas para o projeto de investigagao.

Set | Out | Nov | Dez [ Jan | Fev | Mar | Abr | Mai | Jun | Jul | Ago | Set

Revisdo

bibliografica

Organizagao do plano
de trabalho

Entrega do formulério
de projeto de
investigacao

Realizagdo da fase |

Realizagdo da fase 11

Realizagdo da fase 111

Estatistica e
organizagdo de dados
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8.1.2.  Orc¢amento do projeto

Tabela 8.2. - Orcamento do projeto.

Custo Mensal (€) Meses Custo Total (€)
Bolsa de Investigagdo de Licenciado 745,00 € 14 10 430,00 €|
Seguro Social Voluntério 115,00 €] 14 1 610,00 €
Seguro de acidentes pessoal 150,00 €] 12 1 800,00 €|
Deslocacdes 40,00 € 14 560,00 €|
Total Recursos Humanos 14 400,00 €|

Materiais e Reagentes de Laboratério Custo Unitario (€) Quantidade Custo Total (€)
Caneta de acetato 2,10€ 2 4,20 €
Borracha 1,17 € 1 1,17 €

Geral " =
Ldpis de carvdo 0,40 € 1 0,40 €
Papel absorvente (caixa = 180 unidades) 1,33 € 1 1,33 €
Tubo de Falcon 50 mL 0,13 € 1 0,13 €
N L Pipeta de Pasteur 0,01 € 4 0,04 €
Material de Laboratério Lamina de vidro 027 ¢€ 6 162€
Lamelas 0,01 € 12 0,12 €
Pr histoldgi 28,90 € 20 578,00 €
Técnicas Laboratoriais Técnica de coloragdo MGG 31,30 € 40 1252,00 €
Técnica de ICQ 27,80 € 40 3 336,00 €
Total de Material e Técnicas de L 5167,91 €
Total do O do Projeto | 19 567,91 €

Nota: Nesta analise consta somente 0 custo com reagentes e materiais. Serdo utilizados equipamentos do IPO de Lisboa
(citocentrifuga, aparelho de coloragdo e aparelho de ICQ), mas a sua utilizagdo para este projeto ndo altera os intervalos de
manuten¢do nem acarretam custos extra para o IPO de Lisboa.

8.2. Apéndice 2: Preparacio do citobloco

Figura 8.1. - HistoGel (Imagem da autora).

71



Figura 8.2. — Cesto de cassetes para processamento histologico. Nota: foram colocadas barras pretas na identificagdo das
amostras de modo a proteger a identidade do paciente (Imagem da autora).

PELORIS Iil

-BIOP. 2H
-BIOP. 8H

Figura 8.3. - Processador Leica ™ PELORIS 3 (Imagem da autora).
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Figura 8.5. - Etapas da inclusdo de um citobloco. Legenda: (A) Cassete com citobloco. (B) Colocacao de parafina no molde
e orientagdo de citobloco. (C) Colocagdo do molde na pequena superficie fria e realizagao do calque. (D) Colocagdo da cassete
identificadora. (E) Enchimento do molde com parafina. (F) Bloco na placa fria para gelar (Imagem da autora).
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Figura 8.6. - Bloco de parafina (Imagem da autora).

Figura 8.7. - Micrétomo de corrediga LEICA SM 2000R (Imagem da autora).
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Figura 8.8. - Micrétomo de Minot LEICA RM 2255 (Imagem da autora).

Figura 8.9. - Placa fria (Imagem da autora).
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Figura 8.10. - Realizacdo de um corte histologico. Legenda: (A) Micrétomo com suporte de facas; (B) Suporte de microtomo
para blocos; (C) Corte histologico com 3 um - seta preta; (D) Corte histologico em pincel (Imagem da autora).

8.3. Apéndice 2: Coloracao MGG

Figura 8.11. - Colorador Sakura Tissue-Tek Prisma 6130 (Imagem da autora).
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8.4. Apéndice 3: Técnica ICQ

BenchMark \
ULTRA

Figura 8.12. - Ventana Benchmark (Imagem da autora).
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9. Anexos
9.1. Anexo 1: Protocolo Processamento Histologico dos Citoblocos

Tabela 9.1. - Protocolo do processamento histoldgico dos citoblocos.

Reagente (lrrl;ie;Illllt):s) Tem?°%;tura pre;rsgjo(;\(/lzcuo Agitador
1 Formalina 10% 20 45°C Ambiente Meédio
2 Etanol 70% 20 45°C Ambiente Meédio
3 Etanol 95% 20 45°C Ambiente Meédio
4 Etanol Absoluto 20 45°C Ambiente Meédio
5 Etanol Absoluto 20 45°C Ambiente Meédio
6 Etanol Absoluto 40 45°C Ambiente Meédio
7 Etanol Absoluto 60 45°C Ambiente Meédio
8 Xileno 30 45°C Ambiente Meédio
9 Xileno 30 45°C Ambiente Meédio
10 Xileno 60 45°C Ambiente Meédio
11 Parafina 40 65°C Vacuo Meédio
12 Parafina 40 65°C Vacuo Meédio
13 Parafina 60 65°C Vacuo Meédio
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9.2. Anexo 2: Protocolo da coloracao Hematoxilina-Eosina

Tabela 9.2. — Protocolo da coloragdo Hematoxilina-Eosina.

Reagente Duracéo Tempo maximo

1 Xilol 3’307 3’30
2 Xilol 3’307 3’30
3 Alcool 96% 0°15”

4 Alcool 96% 2°00”

5 Alcool 70% 2°00”

6 Agua corrente 2°00” -
7 Hematoxilina DAKO 045> 0’45’
8 Agua destilada 2’00’ 2’00’
9 Bluing Buffer DAKO 1’00 1’00’
10 Agua corrente 2’00’ 2’00’
11 Alcool 70% 1’00 1’00’
12 Eosina DAKO 3°00” 3’00
13 Alcool 96% 1’00 1’00’
14 Alcool 100% 1’00 1’00’
15 Alcool 100% 1’00 1’00’
16 Alcool 100% 1’00 1’00’
17 Xilol 1’00 -

9.3. Anexo 3: Protocolo da coloracao MGG

Tabela 9.3 — Protocolo da coloragdio MGG.

Etapa Nome da solucgio Duracéo Agitacio
1 May-Griinwald 10 minutos Sim
2 Solucgdo de lavagem 1 minuto Sim
3 Giemsa 15 minutos Sim
4 Solugdo de lavagem 1 minuto Sim
5 Estagdo de secagem 20 minutos Sim (Intensiva)
6 Montagem - -
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9.4. Anexo 4: Protocolos ICQ - CD45

Protocol Summary
Procedure: U ultraView DAB (v1.02.0018)

BenchMark ULTRA IHC/ISH
Ventana Medical Systems, Inc., 1910 Innovation Park Drive Tucson, Arizona USA

Ab Incubation Temperatures [Selected]
Warmup Slide to [37 Deg C], and Incubate for 4 Minutes ( Antibody )

Antibody [Selected]

Apply One Drop of [ANTI-LCA] ( Antibody ), Apply Coverslip, and Incubate for [0 Hr 20 Min]

ultraBlock [Selected]

Apply One Drop of [OPTION 3] ( 2nd Option ), Apply Coverslip, and Incubate for [8 Minutes]

Counterstain [Selected]

Apply One Drop of [HEMATOXYLIN II] ( Counterstain ), Apply Coverslip, and Incubate for [12 Minutes]

Post Counterstain [Selected]

Apply One Drop of [BLUING REAGENT] ( Post Counterstain ), Apply Coverslip, and Incubate for [8 Minutes]

O © ©® N O O » W N =

N

Figura 9.1. - Protocolo ICQ do soro primario CD45 para 1aminas PEG.

Protocol Summary
Procedure: U ultraView DAB (v1.02.0018 )

BenchMark ULTRA IHC/ISH
Ventana Medical Systems, Inc., 1910 Innovation Park Drive Tucson, Arizona USA

1 Cell Conditioning [Selected]
2 ULTRA Conditioner #1 [Selected]
3 Warmup Slide to [95 Deg C], and Incubate for 8 Minutes ( Cell Conditioner #1 )
4 Ab Incubation Temperatures [Selected]
5 Warmup Slide to [37 Deg C], and Incubate for 4 Minutes ( Antibody )
6 Antibody [Selected]
7 Apply One Drop of [ANTI-LCA] ( Antibody ), Apply Coverslip, and Incubate for [0 Hr 20 Min]
8 ultraBlock [Selected]
9 Apply One Drop of [OPTION 3] ( 2nd Option ), Apply Coverslip, and Incubate for [8 Minutes]
10 Counterstain [Selected]
11 Apply One Drop of [HEMATOXYLIN I1] ( Counterstain ), Apply Coverslip, and Incubate for [12 Minutes]
12 Post Counterstain [Selected]
13 Apply One Drop of [BLUING REAGENT] ( Post Counterstain ), Apply Coverslip, and Incubate for [8 Minutes]

Figura 9.2. - Protocolo ICQ do soro primario CD45 para laminas MGG.



Protocol Summary
Procedure: U OptiView DAB IHC v6 (v1.00.0136)

BenchMark ULTRA IHC/ISH
Ventana Medical Systems, Inc., 1910 Innovation Park Drive Tucson, Arizona USA

Paraffin [Selected]
Baking [Selected]
Warmup Slide to [72 Deg C], and Incubate for [4 Minutes] ( Baking )

Deparaffinization [Selected]

Warmup Slide to [72 Deg C] from Medium Temperatures ( Deparaffinization )

Extended Depar [Selected]

Cell Conditioning [Selected]

Ultra CC1 [Selected]

Warmup Slide to [98 Deg C], and Incubate for 4 Minutes ( Cell Conditioner #1 )

CC1 8 Min [Selected]

CC1 16 Min [Selected]

CC1 24 Min [Selected]

CC1 32 Min [Selected]

CC1 40 Min [Selected]

Pre Primary Peroxidase Inhibit. [Selected]

Primary Antibody [Selected]

Primary Antibody Temperature [Selected]

Warmup Slide to [37 Deg C] ( Primary Antibody )

Apply Coverslip, One Drop of [ANTI-LCA] ( Antibody ), and Incubate for [0 Hr 32 Min]

OptiView HQ Linker [Selected]

OptiView HQ Universal Linker [Selected]

Apply Coverslip, One Drop of OV HQ UNIV LINKR, and Incubate for [8 Minutes]

OptiView HRP Multimer [Selected]

HRP Multimer Incubation Time [Selected]

Apply Coverslip, One Drop of OV HRP MULTIMER, and Incubate for [8 Minutes]

Counterstain [Selected]

Apply One Drop of [HEMATOXYLIN I1] ( Counterstain ), Apply Coverslip, and Incubate for [8 Minutes]

Post Counterstain [Selected]

Apply One Drop of [BLUING REAGENT] ( Post Counterstain ), Apply Coverslip, and Incubate for [4 Minutes]

- o
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Figura 9.3. - Protocolo ICQ do soro primario CD45 para laminas realizadas a partir de citobloco.
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9.5. Anexo 5: Protocolos ICQ — TTF-1

Protocol Summary
Procedure: U ultraView DAB (v1.02.0018)

BenchMark ULTRA IHC/ISH
Ventana Medical Systems, Inc., 1910 Innovation Park Drive Tucson, Arizona USA

Cell Conditioning [Selected]
ULTRA Conditioner #1 [Selected]

Warmup Slide to [94 Deg C], and Incubate for 8 Minutes ( Cell Conditioner #1 )
Ab Incubation Temperatures [Selected]

Warmup Slide to [37 Deg C], and Incubate for 4 Minutes ( Antibody )

Antibody [Selected]

Apply One Drop of [TTF-1 (SP141)] ( Antibody ), Apply Coverslip, and Incubate for [0 Hr 16 Min] «<— ge'Tr?odJiL"CUb395° inicial:
Amplify [Selected]

Mouse Antibody Amp [Selected]

ultraBlock [Selected]

Apply One Drop of [OPTION 3] ( 2nd Option ), Apply Coverslip, and Incubate for [8 Minutes]

12 Counterstain [Selected]

13  Apply One Drop of [HEMATOXYLIN II] ( Counterstain ), Apply Coverslip, and Incubate for [12 Minutes]

14 Post Counterstain [Selected]

15 Apply One Drop of [BLUING REAGENT] ( Post Counterstain ), Apply Coverslip, and Incubate for [8 Minutes]

- A
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Figura 9.4. - Protocolo ICQ do soro TTF-1 para laminas PEG. Nota: a caixa de texto representa o tempo de incubagdo antes
das alteragdes; o sublinhado vermelho representa alteragdes efetuadas no protocolo.

Protocol Summary
Procedure: U ultraView DAB (v1.02.0018 )

BenchMark ULTRA IHC/ISH
Ventana Medical Systems, Inc., 1910 Innovation Park Drive Tucson, Arizona USA

Cell Conditioning [Selected]
ULTRA Conditioner #1 [Selected] _ S—
Warmup Slide to [96 Deg C], and Incubate for 8 Minutes ( Cell Conditioner #1) <—|gi|’:"2’g ‘:ﬂ‘?n'm“ba‘?“ inicial:
20 minutes of ULTRA CC1 [Selected]

Ab Incubation Temperatures [Selected]

Warmup Slide to [37 Deg C], and Incubate for 4 Minutes ( Antibody )

Antibody [Selected]

Apply One Drop of [TTF-1 (SP141)] ( Antibody ), Apply Coverslip, and Incubate for [0 Hr 28 Min]
Amplify [Selected]

Mouse Antibody Amp [Selected]

ultraBlock [Selected]

Apply One Drop of [OPTION 3] ( 2nd Option ), Apply Coverslip, and Incubate for [8 Minutes]
Counterstain [Selected]

Apply One Drop of [HEMATOXYLIN II] ( Counterstain ), Apply Coverslip, and Incubate for [8 Minutes] <—|
Post Counterstain [Selected]

Apply One Drop of [BLUING REAGENT] ( Post Counterstain ), Apply Coverslip, and Incubate for [4 Minutes]

PN
= O © ® N O O H» WN =
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Tempo de incubagao inicial:
OHr 4 Min

N
D
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Figura 9.5. - Protocolo ICQ do soro primario TTF-1 para 1dminas MGG. Nota: as caixas de texto representam o tempo de
incubagdo antes das alteragdes; o sublinhado vermelho representa altera¢des efetuadas no protocolo.



Protocol Summary
Procedure: U OptiView DAB IHC v6 (v1.00.0136)

BenchMark ULTRA IHC/ISH
Ventana Medical Systems, Inc., 1910 Innovation Park Drive Tucson, Arizona USA

Paraffin [Selected]
Baking [Selected]
Warmup Slide to [72 Deg C], and Incubate for [4 Minutes] ( Baking )

Deparaffinization [Selected]

Warmup Slide to [72 Deg C] from Medium Temperatures ( Deparaffinization )

Extended Depar [Selected]

Cell Conditioning [Selected]

Ultra CC1 [Selected]

Warmup Slide to [95 Deg C], and Incubate for 4 Minutes ( Cell Conditioner #1 )

CC1 8 Min [Selected]

CC1 16 Min [Selected]

CC1 24 Min [Selected]

CC1 32 Min [Selected]

CC1 40 Min [Selected]

CC1 48 Min [Selected]

CC1 56 Min [Selected]

CC1 64 Min [Selected]

Pre Primary Peroxidase Inhibit. [Selected]

Primary Antibody [Selected]

Apply Coverslip, One Drop of [TTF-1 (SP141)] ( Antibody ), and Incubate for [0 Hr 12 Min]

OptiView HQ Linker [Selected]

OptiView HQ Universal Linker [Selected]

Apply Coverslip, One Drop of OV HQ UNIV LINKR, and Incubate for [8 Minutes]

OptiView HRP Multimer [Selected]

HRP Multimer Incubation Time [Selected]

Apply Coverslip, One Drop of OV HRP MULTIMER, and Incubate for [8 Minutes]

Counterstain [Selected]

Apply One Drop of [HEMATOXYLIN 1] ( Counterstain ), Apply Coverslip, and Incubate for [12 Minutes]
Post Counterstain [Selected]

Apply One Drop of [BLUING REAGENT] ( Post Counterstain ), Apply Coverslip, and Incubate for [8 Minutes]
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Figura 9.6. - Protocolo ICQ do soro primario TTF-1 para laminas realizadas a partir de citobloco.
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9.6. Anexo 6: Protocolos ICQ — Citoqueratina AE1/AE3

Protocol Summary
Procedure: U ultraView DAB (v1.02.0018)

BenchMark ULTRA IHC/ISH
Ventana Medical Systems, Inc., 1910 Innovation Park Drive Tucson, Arizona USA

Ab Incubation Temperatures [Selected]
Warmup Slide to [37 Deg C], and Incubate for 4 Minutes ( Antibody )

Antibody [Selected]

Apply One Drop of [ANTI-PAN KERATIN] ( Antibody ), Apply Coverslip, and Incubate for [0 Hr 28 Min]
ultraBlock [Selected]

Apply One Drop of [OPTION 3] ( 2nd Option ), Apply Coverslip, and Incubate for [4 Minutes]

Counterstain [Selected]

Apply One Drop of [HEMATOXYLIN I1] ( Counterstain ), Apply Coverslip, and Incubate for [12 Minutes]

Post Counterstain [Selected]

Apply One Drop of [BLUING REAGENT] ( Post Counterstain ), Apply Coverslip, and Incubate for [8 Minutes]

© O N O g~ WN =
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o

Figura 9.7. - Protocolo ICQ do soro primario citoqueratina AE1/AE3 para laminas PEG.

Protocol Summary
Procedure: U ultraView DAB (v1.02.0018)

BenchMark ULTRA IHC/ISH
Ventana Medical Systems, Inc., 1910 Innovation Park Drive Tucson, Arizona USA

Cell Conditioning [Selected]
ULTRA Conditioner #1 [Selected]

Warmup Slide to [95 Deg C], and Incubate for 8 Minutes ( Cell Conditioner #1 )

Ab Incubation Temperatures [Selected]

Warmup Slide to [37 Deg C], and Incubate for 4 Minutes ( Antibody )

Antibody [Selected]

Apply One Drop of [ANTI-PAN KERATIN] ( Antibody ), Apply Coverslip, and Incubate for [0 Hr 32 Min] «—
ultraBlock [Selected]

Apply One Drop of [OPTION 3] ( 2nd Option ), Apply Coverslip, and Incubate for [4 Minutes] - Tempo de incubagao incial:
Counterstain [Selected] 0 Hr 8 Min

Apply One Drop of [HEMATOXYLIN I1] ( Counterstain ), Apply Coverslip, and Incubate for [12 Minutes]

Post Counterstain [Selected]

Apply One Drop of [BLUING REAGENT] ( Post Counterstain ), Apply Coverslip, and Incubate for [8 Minutes]

‘Tempo de incubagéo incial:
0 Hr 28 Min
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Figura 9.8. - Protocolo ICQ do soro primario citoqueratina AE1/AE3. Nota: as caixas de texto representam o tempo de
incubagdo antes das alteragdes; o sublinhado vermelho representa altera¢des efetuadas no protocolo.



Protocol Summary
Procedure: U OptiView DAB IHC v6 (v1.00.0136)

BenchMark ULTRA IHC/ISH
Ventana Medical Systems, Inc., 1910 Innovation Park Drive Tucson, Arizona USA

1 Paraffin [Selected]
2 Baking [Selected]
3 Warmup Slide to [72 Deg C], and Incubate for [4 Minutes] ( Baking )
4 Deparaffinization [Selected]
5 Warmup Slide to [72 Deg C] from Medium Temperatures ( Deparaffinization )
6 Extended Depar [Selected]
7 Cell Conditioning [Selected]
8 Ultra CC1 [Selected]
9 Warmup Slide to [98 Deg C], and Incubate for 4 Minutes ( Cell Conditioner #1 )
10 CC1 8 Min [Selected]
11 CC1 16 Min [Selected]
12 CC1 24 Min [Selected]
13 Post Cell Conditioning Enzyme [Selected]
14  Apply One Drop of [PROTEASE 3] ( Enzyme ), Apply Coverslip, and Incubate for [4 Minutes]
15 Pre Primary Peroxidase Inhibit. [Selected)]
16 Primary Antibody [Selected]
17 Apply Coverslip, One Drop of [ANTI-PAN KERATIN] ( Antibody ), and Incubate for [0 Hr 4 Min]
18 OptiView HQ Linker [Selected]
19 OptiView HQ Universal Linker [Selected]
20 Apply Coverslip, One Drop of OV HQ UNIV LINKR, and Incubate for [8 Minutes]
21 OptiView HRP Multimer [Selected]
22 HRP Multimer Incubation Time [Selected]
23 Apply Coverslip, One Drop of OV HRP MULTIMER, and Incubate for [8 Minutes]
24 Counterstain [Selected]
25 Apply One Drop of [HEMATOXYLIN II] ( Counterstain ), Apply Coverslip, and Incubate for [12 Minutes]
26 Post Counterstain [Selected]
27 Apply One Drop of [BLUING REAGENT] ( Post Counterstain ), Apply Coverslip, and Incubate for [8 Minutes]

Figura 9.9. - Protocolo ICQ do soro primario citoqueratina AE1/AE3 para laminas realizadas a partir de citobloco.

9.7. Anexo 7: Scripts R Studio
9.7.1. Analise Estatistica Soro CD45

#Andlise estatistica: Soro primdrio CD45

protocolos = read.table ("/Users/catarina.maciel/Desktop/tabela.csv",
header = TRUE, sep = ";", dec = ", ")

summary (protocolos)
MGG = protocolos|[, 3]

PEG protocolos [, 2]
CB = protocolos|[, 1]

shapiro.test (MGG) #p-value > 0,05 = 0s dados assumem uma distribuicdo
normal

shapiro.test (PEG) #p-value < 0,05 = 0Os dados ndo assumem uma
distribuicdo normal
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shapiro.test (CB)
normal

#p-value > 0,05 =

wilcox.test (x MGG, vy PEG)
#0 valor de p-value < 0,05 pelo que
sdo estatisticamente diferentes

wilcox.test (x CB, vy PEG)
#0 valor de p-value > 0,05 pelo que
ndo sdo estatisticamente diferentes

wilcox.test (x CB, vy MGG)
#0 valor de p-value < 0,05 pelo que
sdo estatisticamente diferentes

pvalues 0.028

c(0.003872, 0.3329,

p.adjust (pvalues, method = "fdr")

#p-values apdés aplicacdo do fator d

#MGG vs. PEG: p-value = 0,011616
#CB vs. PEG: p-value = 0,332900
#CB vs. MGG: p-value = 0,042255

9.7.2.

#Andlise estatistica: Soro primdrio

protocolos = read.table

header = TRUE, sep = ";", dec = ","
MGG = protocolos[, 3]

PEG = protocolos [, 2]

CB = protocolos|[, 1]

shapiro.test (MGG)
normal
shapiro.test (PEG) #p-value < 0,05
distribuicdo normal
shapiro.test (CB) #p-value < 0,05
distribuicdo normal

#p-value > 0,05

wilcox.test (x MGG, vy PEG)
#0 valor de p-value < 0,05 pelo que
sdo estatisticamente diferentes

wilcox.test (x CB, y = PEG)
#0 valor de p-value > 0,05 pelo que
ndo sdo estatisticamente diferentes

wilcox.test (x CB, vy MGG)
#0 valor de p-value < 0,05 pelo que
sdo estatisticamente diferentes

pvalues c(0.0009695, 1, 0.01483)

p.adjust (pvalues, method "fdr")

Os dados assumem uma distribuicdo

a hipotese nula é rejeitada --> HIl:
é aceite --> HO:

a hipotese nula

a hipotese nula é rejeitada --> HIl:

17)

e correcdo

Analise Estatistica Soro TTF-1

TTF-1

("/Users/catarina.maciel/Desktop/ttfl.csv",

)

Os dados assumem uma distribuicdo

Os dados ndo assumem uma

Os dados ndo assumem uma

a hipotese nula é rejeitada --> HIl:

a hipotese nula é aceite --> HO:

a hipotese nula é rejeitada --> HIl:
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#p-values apds aplicacdo do fator de correcdo

#MGG vs. PEG: p-value = 0,085455
#CB vs. PEG: p-value = 0,246700
#CB vs. MGG: p-value = 0,054450

9.7.3.  Analise Estatistica Soro Citoqueratina AE1/AE3

#Andlise estatistica: Soro primdrio Citoqueratina AE1/3

protocolos = read.table
("/Users/catarina.maciel/Desktop/tabela ael3.csv", header = TRUE, sep =
";"’ dec — ",")

CB = protocolos|[, 1]
PEG = protocolos [, 2]
MGG = protocolos[, 3]

shapiro.test (CB) #p-value > 0,05 = 0Os dados assumem uma distribuicdo
normal

shapiro.test (PEG) #p-value > 0,05 = 0Os dados assumem uma distribuicdo
normal

shapiro.test (MGG) #p-value > 0,05 = 0s dados assumem uma distribuicdo
normal
wilcox.test (x = MGG, y = PEG) #0,05697

#0 valor de p-value > 0,05 pelo que a hipdtese nula é rejeitada —--> HIl:
ndo sdo estatisticamente diferentes

wilcox.test (x CB, y = PEG)
#0 valor de p-value > 0,05 pelo que a hipdtese nula é aceite —--> HO:
ndo sdo estatisticamente diferentes

wilcox.test (x CB, y = MGG)

#0 valor de p-value < 0,05 pelo que a hipdtese nula é rejeitada —--> HIl:
sdo estatisticamente diferentes

pvalues = c(0.05697, 0.2467, 0.01815)

p.adjust (pvalues, method = "fdr")

#p-values apds aplicacdo do fator de correcdo

#MGG vs. PEG: p-value = 0,085455

#CB vs. PEG: p-value = 0,246700
#CB vs. MGG: p-value = 0,054450
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