Organizadores

Thiago Beltrami Dias Batista

Aline Cristina Batista Rodrigues Johann
Renata lani Werneck

Edvaldo Antonio Ribeiro Rosa

Luciana Reis Azevedo Alanis

Manual Técnico de
Processamento de Materiais em

Citologia Clinica




Organizadores

Thiago Beltrami Dias Batista

Aline Cristina Batista Rodrigues Johann
Renata lani Werneck

Edvaldo Antonio Ribeiro Rosa

Luciana Reis Azevedo Alanis

Manual Técnico de
Processamento de Materiais em

Citologia Clinica

SN
PUCPRESS

Curitiba
2019



©2019, Thiago Beltrami Dias Batista e outros
2019, PUCPRESS

Este livro, na totalidade ou em parte, ndo pode ser reproduzido por qualquer meio sem autorizagao

expressa por escrito da Editora.

Pontificia Universidade Catélica do Parana (PUCPR)

PUCPRESS

Reitor Coordenagdo

Walderniro Gremski Michele Marcos de Oliveira

Vice-reitor
Vidal Martins Edicao
Pré-Reitora de Pesquisa, Pés-Graduagdo e Inovagdo Susan Cristine Trevisani dos Reis

Paula Cristina Trevilatto .
Edicao de arte

Conselho Editorial Rafael Matta Carnasciali

Alex Villas Boas Oliveira Mariano
Aléxei Volaco Preparagao de texto
Carlos Alberto Engelhorn
Cesar Candiotto
Cilene da Silva Gomes Ribeiro Revisio
Cloves Antonio de Amissis Amorim
Criselli Maria Montipé
Eduardo Damido da Silva Projeto Gréfico
Evelyn de Almeida Orlando
Fabiano Borba Viana
Katya Kozicki Capa
Kung Darh Chi
Léo Peruzzo Jr.
Luis Salvador Petrucci Gnoato
Marcia Carla Pereira Ribeiro
Rafael Rodrigues Guimardes Wollmann
Rodrigo Moraes da Silveira
Ruy Indcio Neiva de Carvalho R )
Suyanne Tolentino de Souza Montagens a partir de foto
Vilmar Rodrigues Moreira cedida pelos autores

Susan Cristine Trevisani dos Reis

Camila Fernandes de Salvo

Ana Paula Vicentin Ferrarini

Ana Paula Vicentin Ferrarini

Diagramagao
Ana Paula Vicentin Ferrarini

Imagens da Capa e Miolo

PUCPRESS / Editora Universitaria Champagnat
Rua Imaculada Conceicdo, 1155 — Prédio da Administracdo — 6° andar
Campus Curitiba — CEP 80215-901 — Curitiba / PR
Tel. +55 (41) 3271-1701
pucpress@pucpr.br

Dados da catalogagdo na publicagdo
Pontificia Universidade Catdlica do Parand
Sistema Integrado de Bibliotecas — SIBI-PUCPR
Biblioteca Central
Edilene de Oliveira dos Santos CRB 9 /1636

Manual técnico de processamento de materiais em citologia clinica /

M294 organizadores, Thiago Beltrami Dias Batista ... [et al.].
2019 Curitiba : PUCPRESS, 2019
34p.; 23cm

Inclui bibliografias
ISBN 978-85-54945-42-8
ISBN 978-85-54945-41-1 (e-book)

1. Tecnologia de laboratérios médicos. 2. Imuno-histoquimica. 3. Diagndstico
de laboratdrio. 4. Citologia. 5. Cancer — Citodiagndstico. I. Batista, Thiago Beltrami Dias.

19-033 CDD 23. ed. - 616.075078




Sumario

1. Apresentacao 5

2. Coleta e processamento pela técnica de citologia esfoliativa...........ccceseenuenee. 6

2.1. Citologia convencional

2.2. Citologia em meio liquido 8
3. Coloragao Papanicolaou 10
3.1. Protocolo de coloragdo 11
3.2. Interpretagao 12
4. Citologia a fresco com KOH 13
4.1. Interpretacao 14
5. Coloragao por Acido Periédico de Schiff (PAS) 15
5.1. PAS sem digestao - procedimento 16
5.2. PAS com digestao - procedimento 17
5.3. Solugao de diastase 18
6. Coloragao de GRAM 19
6.1. Procedimento 20
6.2. Interpretagao 21
7. Coloragao AgNOR 22
7.1. Técnica 23
7.2. Interpretagao 24
8. Coloragao de Feulgen 25
8.1. Procedimento 26
8.2. Interpretagao 26
9. Imunocitoquimica 27
9.1. Método de deteccdo direta 28
9.2. Método de deteccdo indireta 29
9.3. Aplicagao da imunocitoquimica 29

10. Bibliografia 31




Apresentacao

A citologia clinica é uma das formas de analise mais empregadas na prevengdo
ao desenvolvimento de lesGes neoplasicas. Sua principal atuagao reside no rastreio
de lesdes pré-malignas localizadas no colo do Utero feminino, auxiliando na detecgao
precoce e favorecendo o tratamento dessas alteragdes. Com menor frequéncia,
outros 6rgdos e tecidos também sdo alvos do rastreio pela técnica citolégica para
identificagdo de alteragoes celulares e lesGes potencialmente malignas, tais como:
mama, tireoide, pulmao, bexiga, mucosa bucal e mucosa anal. Novas ferramentas de
prevencao surgem a cada dia, porém a citologia continua sendo a mais importante
em se tratando de rastreio e detecgao precoce.

Para maior confiabilidade dos resultados obtidos na citologia, € imprescindivel
observar algumas regras de coloragdao e montagem do material. Este manual visa
direcionar as praticas de preparo do material, com foco em amostras da mucosa
bucal, abordando formas de coloragdo a serem empregadas na técnica citolégica na
rotina do laboratério de patologia.

Este manual foi desenvolvido por estudantes de pds-graduagao matriculados na
disciplina Interpreta¢ao de Exames Complementares, ofertada pelo Programa de
Pés-Graduagao em Odontologia da Pontificia Universidade Catdlica do Parana (PUCPR),
sob responsabilidade dos Professores Dra. Luciana Reis Azevedo Alanis, Dra. Aline
Cristina Batista Rodrigues Johann, Dra. Renata Iani Werneck e Dr. Edvaldo Antonio
Ribeiro Rosa. Um dos objetivos da disciplina era a elaboragao de material técnico em
areas correlatas com caréncia de informagao direcionada a pratica odontolégica.




2. Coleta e processamento
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-

A citologia esfoliativa é uma técnica utilizada para identificacdo de
células com alteragdes displdsicas, mas também serve como ferramenta
para identificagéo de microrganismos e descrigdo de processos fisioldgicos
e inflamatdrios dos tecidos. As amostras geralmente contém variados
tipos celulares representativos do local da coleta, assim como leucdcitos,
microrganismos e objetos estranhos. As principais vantagens da citologia séo
facilidade da coleta, rdpida execucdo e possibilidade de obteng¢do de mais de
uma amostra do mesmo local, caso necessdrio.*>

2.1. Citologia convencional

2.1.1. Materiais necessarios

*Gaze;

« Alcool 70%;

« Espatula de madeira, ago ou poliuretano, ou escova;
e Lamina de vidro com extremidade fosca;

« Lapis para identificacdo;

« Fixador celular (spray ou alcool a 95%);

« Recipiente apropriado para transporte das laminas.

2.1.2. Passo a Passo

I.  Identificar alamina com os dados do paciente;

II. Se a lamina de vidro estiver engordurada ou suja, ela deve ser limpa e
desinfetada com alcool a 70% com auxilio de uma gaze estéril. Residuos de
sujeira ou matéria aderida a lamina podem comprometer o exame;

III. Preparo do paciente;
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IV. Coleta destinada a andlise morfoldgica: realizar bochechos com soro
fisiolégico ou dgua por 1 minuto;

V. Coleta destinada para analise de microrganismos: ndo realizar bochechos;

VI. Raspar a drea de interesse com espatula ou escova, obter a amostra com
apoio firme contra a mucosa, vagarosamente;

VII. Fazer a aplicagao do material coletado na lamina;

VIII. Quando utilizar espatula: o material coletado deve ser estendido em unico
sentido na lamina de maneira uniforme, com suave pressao;

IX. Quando utilizar escova: a escova deve ser rolada pela Iamina com
suave pressdo para deposi¢do do material de forma homogénea em um
Unico sentido;

X. Realizar fixacdo imediata em alcool absoluto (ou alcool 50% + éter 50%) ou
spray fixador. O spray fixador deve ser aplicado a uma distancia de 15-20 cm
com quantidade suficiente para cobrir o material;

XI. Apos afixacdo, esperar a lamina secar em posicdo horizontal;

XII. A lamina deve ser acondicionada em embalagem adequada (porta laminas
individuais ou laminarios).

2.2. Citologia em meio liquido

A citologia em meio liquido foi desenvolvida com o intuito de melhorar a
sensibilidade das andlises citolégicas. O método permite o preparo de laminas com
menor sobreposicao de material, além de testes moleculares, geralmente utilizados
para a identificacdo do HPV.*3

Existem diversas marcas comerciais de kits para o preparo da citologia em
meio liquido. A escolha da metodologia mais adequada ira proporcionar melhor
experiéncia com esse tipo de material. Este manual visa descrever de forma genérica
como sdo realizadas as coletas e preparos de citologia em meio liquido, sem focar
em marcas especificas.
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2.2.1. Materiais necessarios

« Espatula de madeira, aco ou poliuretano, ou escova;
« Lapis para identificacao;

« Frasco com liquido preservativo.

2.2.2. Passo a Passo

I. Identificacdo do frasco com liquido preservativo;
II. Preparo do paciente;

III. Coleta destinada a andlise morfoldgica: realizar bochechos com soro
fisiolégico ou dgua por 1 minuto;

IV. Coleta destinada para andlise de microrganismos: ndo realizar bochechos;

V. Raspar a drea de interesse com espatula ou escova, obter a amostra com
apoio firme contra a mucosa, vagarosamente;

VI. Armazenamentodaamostra. Aamostra deve seracondicionadadiretamente
no frasco contendo a solugdo preservativa por, no minimo, 1 hora antes do
processamento;

VII. Quando utilizar escova: a cabeca da escova deve ser destacada e inserida no
frasco com liquido preservativo;

VIIL. Quando utilizar espdtula: o coletor das células deve ser agitado dentro
do frasco com liquido preservativo por 10 a 15 vezes para que as células
se soltem.

O preparo do material em lamina devera ser realizado de acordo com a bula do
produto adquirido. Em meios de conservacdo preparados manualmente, podem
ser utilizadas técnicas de centrifugacdo para concentracdo e deposicao do material
em lamina.

[9]
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A coloragdo de Papanicolaou foi desenvolvida e adaptada posteriormente
para a identificacdo de alteragbes nucleares indicativas de displasia. Permite
a defini¢do de detalhes estruturais do nucleo, determina a transparéncia
celular, diferencia elementos celulares ciandfilos e eosindfilos, possibilitando
melhor identificagdo dos tipos celulares, além de permitir a identificagdo de
microrganismos e a visualizagdo de alteragbes citopdticas causadas por virus.*?

3.1.

II.
III.
Iv.

VL.
VIIL.
VIIIL.
IX.

XI.
XII.
XIII.
XIV.

Protocolo de coloracao’

Mergulhar em alcool etilico absoluto por 1 minuto;
Mergulhar em dgua destilada por 1 minuto;
Mergulhar em hematoxilina de Harris por 1 a 3 minutos;
Lavar em dgua corrente por 5 minutos;

Mergulhar em alcool etilico a 70%;

Mergulhar em alcool etilico a 95%;

Mergulhar em alcool etilico absoluto;

Mergulhar em Orange G por 2 minutos;

Mergulhar 3 vezes em alcool etilico absoluto;
Mergulhar em EA-65 por 3 minutos;

Mergulhar em alcool etilico a 95%;

Mergulhar em alcool etilico absoluto;

Mergulhar em alcool etilico absoluto;

Dar 3 banhos consecutivos em xilol por 1 minuto cada (o xilol pode ser
substituido por secagem em estufa por 20 minutos a 60 °C);

Montar com meio de montagem entre Iamina e laminula.

“Tendo em vista a variedade de marcas existentes de corantes para coloragdo de Papanicolaou, o laboratério
pode e deve ajustar os tempos de coloragdo de acordo com a aprovagao do patologista/citologista.

[11]
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O ndmero de cubas com alcool ou corante pode variar de acordo com o kit de
coloragdo de Papanicolaou utilizado, bem como o tempo necessdrio em cada um
dos corantes.

Alguns kits apresentam cubas em concentragdes decrescentes de dlcool
para promover a hidratacdo do material no passo que antecede a coloragao pela
Hematoxilina de Harris.

Deve ser feita uma avaliagdo da necessidade de realizar a filtragem dos corantes
e a troca das cubas com alcool em periodos pré-definidos. Esse tempo ira variar de
acordo com a frequéncia de utilizagao e as condicdes de armazenamento do material.

A utilizacdo do xilol nos ultimos passos da coloracdo fica a critério do laboratério,
lembrando que deve serfeita sempre dentro da capela de exaustdo devido ao potencial
téxico do xilol.

3.2. Interpretacao

O escrutinio da lamina deve contemplar toda sua area e deve ser realizado em
objetiva de 10x ao microscépio de luz. Sempre que for necessaria a identificacdo de
qualquer estrutura, ampliar com a objetiva de 40x.

As estruturas serao coradas de acordo com as seguintes propriedades:

Hematoxilina: corante basico de solucdo aquosa que cora estruturas acidas
(basofilicas/ciandfilas), interagindo com acidos nucleicos. Resulta em coloragdo azul
escura do nucleo celular; reage com citoplasma de células escamosas.

Orange G: corante acido, de base alcodlica, com dois grupamentos sulfénicos.
Resulta em coloracdo amarela ou alaranjada dos componentes basicos (acidéfilos/
eosinofilicos) do citoplasma de células escamosas maduras. Cora parcialmente
hifas fungicas.

EA-65: corante de base alcodlica, com afinidade por estruturas basofilicas/acidas
(cianofilicas) e aciddfilas/bdsicas (eosinofilicas). Cora de verde-luz granulos oxifilicos
do citoplasma de células escamosas menos maduras e de células glandulares.

[12]
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Método de coloragdo utilizado para identificar estruturas fingicas
filamentosas ou leveduriformes presentes em material biolégico. Essa técnica
é utilizada para facilitar a visualizagdo dessas estruturas, promovendo a
dissolucdo de queratina e muco presentes na amostra.*

I. Colocar uma porcao da amostra a ser examinada em uma lamina de
microscopia;

II. Colocar 1ou 2 gotas de KOH (10 ou 20%) sobre a lamina;
III. Cobrir a preparagao com uma laminula;

IV. Aquecer ligeiramente sobre a chama sem deixar ferver a mistura, para
intensificar a clarificacao;

V. Examinar a preparacao apés 20 minutos com microscopio éptico comum,
inicialmente com a objetiva de 10x seguida por objetiva de 40x, com o
diafragma fechado;

VI. Uma releitura pode ser realizada apds algumas horas. Nesse caso, guardar a
amostra em camara Umida.

Obs.: a concentracao do KOH a ser utilizada varia de acordo com o material a
ser observado. Quanto maior a quantidade de queratina e muco, recomendam-se
maiores concentragdes.

4.1. Interpretacao

Observar o material em microscépio de luz com intensidade luminosa baixa
e condensador afastado da lamina. A regulagem do diafragma também deve ser
ajustada para melhor observagdo. As estruturas fungicas se apresentam refringentes.
Confirmar a identificagdo com objetiva de 40x.

[14]
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Método de coloragdo utilizado para observagdo de estruturas com alta
proporgdo de carboidratos, como glicogénio, glicoproteinas, proteoglicanos,
geralmente encontrados em tecidos conjuntivos, muco e membranas basais.
Assim, essa coloragdio é utilizada para detecgéio de glicogénio, mucinas neutras,
membranas basais e, principalmente, para evidenciar fungos e parasitas.>®

A coloragdo PAS pode ser classificada em:

« PAS sem digestdo: na presencga do glicogénio a coloragdo torna-se purpura
brilhante. Na presenca somente de mucina a coloragdo serd purpura escura.

PAS com digestdo (PAS-D): indicada quando se pretende eliminar o
glicogénio para observar apenas mucinas neutras epiteliais. Uma solugdo
de amilase é utilizada; a amilase hidrolisa essencialmente o amido e o
glicogénio no material analisado. Apresenta coloragdo purpura escura.

5.1. PAS sem digestao - procedimento

I. Colocar acido periédico, que fica na geladeira, sobre as laminas por
20 minutos;

II. Lavarem agua destilada;
III. Deixar escorrer bem a dgua;

IV. Colocar o reativo de Schiff, que fica na geladeira, sobre as laminas por
40 minutos;

V. Lavarem dgua sulfurosa, 3 banhos de 5 minutos cada;
VI. Lavarem dgua corrente;

VII. Corar com Hematoxilina de Harris de 30 segundos a 1 minuto, dependendo
da qualidade do corante;

VIII. Lavar em agua corrente;

IX. Deixar secar e prosseguir com a desidratagdo e a diafanizagao do material,
Caso necessario;

X.  Montar alamina com laminula e meio de montagem.

|16
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. Interpretacao

Os nucleos apresentam cor azul-arroxeado, devido a coloragao pela hematoxilina

de Harris

.Reagao Positiva: vermelho-purpura, para fungos, glicogénio, mucina, fibrina,

gotas de coloide, depdsitos hialinos, membranas basais, etc.

5.2.

IL.
III.
Iv.

VL.
VIIL.
VIIIL.
IX.
X.
XI.

XIIL.

5.2.1

PAS com digestao - procedimento

Deixar na solugdo de digestdo pela diastase, previamente aquecida a 37 °C,
por 1 horg;

Lavar as laminas em agua corrente;

Mergulhar as Iaminas em acido periddico por 20 minutos;
Deixar escorrer bem o corante e lavar em dgua destilada;
Escorrer toda a dgua da lamina;

Mergulhar as [aminas no reativo de Schiff por 40 minutos;
Lavar em dgua sulfurosa, 3 banhos de 5 minutos cada;

Lavar em dgua corrente;

Corar com Hematoxilina de Harris de 30 segundos a 1 minuto;
Lavar em dgua corrente;

Colocar as laminas na bandeja e deixar secar o material. Proceder com a
desidratacdo e a diafanizacao, caso necessario;

Montar a lamina com laminula e meio de montagem.

. Interpretacao

Os nucleos apresentam cor azul-arroxeado, devido a coloracdo pela hematoxilina
de Harris. Reagdo Positiva: vermelho-purpura, para fungos, mucina, fibrina, gotas de
coloide, depdsitos hialinos, membranas basais, etc.

Obs.:

Nesse PAS, o glicogénio € digerido; portanto, ndo cora na cor purpura brilhante.

[17]



Manual Técnico de Processamento de Materiais em Citologia Clinica

5.3. Solucao de diastase

A concentragdo da solugao de diastase a ser utilizada deve ser de 1 g/L de diastase
do malte diluida em tampé&o fosfato (pH 6,0).

[18]
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Método de coloragdo, originalmente proposto por Gram, utilizado para
identificar grupos bacterianos por meio da sua estrutura, os quais se coram de
maneira diferente, de acordo com a composig¢do da sua parede celular.®*°

Ap6s algumas adaptagbées da técnica, o violeta-de-metila vem sendo
empregado ao invés do violeta-de-genciana. Por ja conter um fixador quimico
em sua composi¢do, o uso do violeta-de-metila torna desnecessdria a fixagdo por
chama, que poderia causar desestruturagdo da membrana e, consequentemente,
coloragdo incorreta do material. O dlcool acetona foi substituido por dlcool etilico.
Eventuais descoloragées exacerbadas do material eram detectadas com o uso do
dlcool acetona. Outra alteragdo foi a substituigdo da fucsina pela safranina, que
possui coloragdo mais diferenciada que o violeta, assumindo a cor vermelha clara.*

6.1. Procedimento

I.  Cobrir o esfregaco com violeta-de-metila e deixar por 15 segundos;

II. Adicionar dgua ao violeta-de-metila na mesma proporgdo e deixar por mais
45 segundos;

ITI. Escorrer o corante e lavar em dgua corrente delicadamente;
IV. Cobriralamina com lugol 5% e deixar agir por 1 minuto;
V. Escorrer olugol e lavar em dgua corrente delicadamente;

VI. Lavar a lamina com alcool etilico (99,5° GL); este processo ird descorar o
material. Parar o procedimento quando ndo for mais visualizada a remogao
do corante;

VII. Lavarem agua corrente delicadamente;
VIII. Cobrir a lamina com safranina e deixar agir por 30 segundos;
IX. Lavarem agua corrente delicadamente;

X.  Secar o material ao ar livre, podendo utilizar papel absorvente nas bordas e
na parte inferior da lamina;

XI. Colocar uma gota de 6leo de imersdo sobre o esfregaco;

XII. Lerem objetiva de imersao.

[20]
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6.2. Interpretacao

« Bactérias com parede celular espessa (gram-positivas) coram-se em roxo.

* Bactérias com parede celular delgada (gram-negativas) coram-se em vermelho.

[21]
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7.1. Técnica

As Regides Organizadoras de Nucléolos (NORs) s3o componentes nucleolares
que contém um conjunto de proteinas argirofilicas, seletivamente coradas por prata,
responsavel pela sintese de ribossomos. Apds a coloragao de prata, as NORs podem
ser facilmente identificadas como pontos negros exclusivamente localizados em toda
a drea nucleolar e sdo chamados de "AgNORs" 1112

7.1.1. Passo a passo

Protocolo de coloragao de prata proposto pelo Comité Internacional para a
quantificacdo de AgNOR.*®

I.  Fixar os esfregagos em etanol 95%;

II. Pdés-fixar a amostra por 30 minutos na solucdo de Carnoy (etanol absoluto:
acido acético glacial 3:1 v/v);

ITI. Hidratar por meio de alcoois graduados em agua destilada;

IV. Preparar uma solugdo de gelatina a 0,66% dissolvida em dgua ultrapura.
Adicionar a essa solugdo acido férmico, de modo a formar uma solugao final
de 0,33%;

V. Aquecer até 37 °C;

VI. Dissolver o nitrato de prata na solugdo de acido gelatino-férmico para fazer
uma solucao final de 33%;

VII. Imediatamente mergulhar as Iaminas na solugao obtida;
VIII. Corar no escuro em temperatura constante de 37 °C por 12 minutos;

IX. Descartar a solugdo e lavar as laminas em vdrios banhos seguidos de
dgua destilada;

X. Desidratar o material e seguir com a montagem da lamina com laminula.

[23]
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7.2. Interpretacao

Observar o material corado em microscépio de luz. As proteinas NORs aparecem
como pontos negros bem definidos dentro dos nticleos.

[24]
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Esta técnica é destinada a coloragdo de DNA dupla fita para visualizagdo de
ntcleos e microntcleos.*

8.1. Procedimento

I.  Colocaras amostras em HCl 1M pré-aquecido a 60 °C durante 10 minutos;
II. Mergulhar as amostras no reagente de Schiff por 10 minutos;

III. Lavarasamostras em 3 banhos de metabissulfito 0,05M por um periodo de 2
minutos em cada banho;

Lavar as amostras por 5 minutos em dgua corrente;

V.  Contra corar por alguns segundos em 0,01% fast-green FCF C.I. n° 42053 em
95% etanol. Caso fique muito forte, lavar ligeiramente em agua corrente;

VI. Completar a desidratagao com etanol e xilol e prosseguir com a montagem
do material.

8.2. Interpretacao

Realizar a leitura em objetiva de 40x. A cromatina nuclear aparece corada em
vermelho-roxo intenso.
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O método da imunocitoquimica tem como objetivo identificar antigenos
(proteinas e moléculas presentes nas células e tecidos) de forma especifica,
por meio da fixagdo de anticorpos com substdncias marcadoras, para posterior
leitura em microscépio. Nesta técnica, os anticorpos especificos se ligam as
proteinas por intermédio de uma sequéncia tnica de aminodcidos, formando
um complexo antigeno-anticorpo.

Sdo os anticorpos que, quando fixados em marcadores, oferecem a visdo
da presencga desses antigenos nas células e tecidos. Essa ligagdo pode ocorrer
através da conjugagdo de substdncia fluorescente, formando um complexo
antigeno-anticorpo identificado por fluorescéncia; da conjugagdo de uma
enzima como a peroxidase, que é amplamente utilizada, ou da conjugagdo por
substdncias elétron-densas, como a ferritina e o ouro coloidal.**

A imunocitoquimica tem aplicagdo na detecgdo de doencgas infecciosas,
na avaliagdo de biomarcadores em neoplasias e na detecgdo de diferenciagdo
celular em neoplasias.*®

9.1. Método de deteccao direta

A técnica consiste em utilizar um anticorpo (anticorpo primario) para se ligar
diretamente ao antigeno da célula. Cada anticorpo com um marcador ja fixado a
sua estrutura, que pode ser uma enzima ou fluorocromo, liga-se em um epitopo de
um antigeno.*

O método direto é mais utilizado em casos de imunofluorescéncia e na deteccdo
de antigenos altamente expressos. As principais vantagens da técnica sdo rapidez e
especificidade, pois ndo é necessario o passo da adicdo dos anticorpos secunddrios.

A principal desvantagem ¢é a baixa sensibilidade. Como apenas um anticorpo
liga-se em cada antigeno, ocorre baixa amplificagdo de sinal, o que pode ser agravado
se a quantidade de antigenos na célula for limitada, acarretando na dificuldade
de identificacdo.'
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9.2. Método de deteccao indireta

E realizado quando a lamina com o tecido ou células é exposta ao anticorpo
especifico ndo marcado, originado em uma espécie de mamifero determinada. O
material é lavado e o antigeno sé pode ser observado ao microscépio apds uma
segunda imersao do material em solugdo contendo um segundo anticorpo marcado
por fluorescéncia. Esse segundo anticorpo deve ser originado em uma espécie
diferente de mamifero, geralmente coelhos, camundongos ou ratos, ao qual é
destinada a primeira imunoglobulina utilizada. A técnica indireta torna-se mais
sensivel do que a técnica direta, pois cada molécula de anticorpo pode fixar cinco
moléculas de anticorpo fluorescente.**

9.3. Aplicacdo da imunocitoquimica

Ha possibilidade de utilizagdo de alguns anticorpos (Tabela 1), tais como TOP2A,
Ki-67, p16, CINtec® PLUS (P16 INK4a e Ki-67) e ProExomo (TOP2 A e MCM2), para o
rastreamento de carcinoma cérvico-vaginal em ensaios de imunocitoquimica.’®2?
No entanto, para o carcinoma de células escamosas bucal, relata-se apenas a
imunocitoquimica para deteccdo de displasia e estdgios precoces dessa lesdo.®
Assim, os ensaios de imunoistoquimica com marcadores, como antigeno nuclear de
proliferacdo celular (PCNA), Ki-67 e p53 (Tabela 2), tém sido amplamente utilizados
em lesdes bucais.?*%
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Tabela 1 - Marcadores para carcinoma cérvico-vaginal por meio da técnica
imunocitoquimica.

Enzima de DNA. Marcador tardio da carcinogénese cervical (lesdo

TOP2 A
de alto grau).
Proteina nuclear e nucleolar detectada em células em proliferacao.
Ki-67 Em displasia e carcinoma, a expressao estende-se além de um
5 s ) . -
terco do epitélio. Marcador relacionado ao risco de progressao de
lesBes precursoras para carcinoma.
Inibidor da cinase ciclino-dependente superexpresso em quase
P16 INK4a A e pefed g
todas as lesdes precursoras e carcinoma.
MCM2 Proteinas de manutencdo do minicromossoma, aparecendo

durante a replicagao do DNA. Superexpressas na neoplasia cervical.

Fonte: TOP2 A?:%2; Ki-67°21; P16 INK4a'®; MCM222.

Tabela 2 — Marcadores para carcinoma de células escamosas por meio da técnica
imunoistoquimica.

Marcador Fungdo

Proteina nuclear ndo histénica que permite verificar a verdadeira

PCNA N ) . .
fragdo proliferativa da entidade estudada.

KiG7 Marcador de proliferacao celular associado ao ciclo celular.
Marcador progndstico.

pc3 Proteina citoplasmatica. Quando uma célula é exposta a agentes

carcinogénicos, ha aumento dos niveis de proteina p53.

Fonte: PCNA?*; Ki67%; P532°.
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