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Resumo

O diagndstico de patologias do sistema nervoso central, sobretudo em casos de
suspeita de disseminacao leptomeningea, pode requerer a analise do liquido
cefalorraquidiano. Embora a citologia apresente limitacdes em amostras hipocelulares, a
imunocitoquimica surge como ferramenta complementar, permitindo a detecao de
biomarcadores especificos e a identificacao de metastases.

Este estudo avaliou o desempenho, o contributo diagndstico e a qualidade técnica
da imunocitoquimica em 257 amostras de liquido cefalorraquidiano, entre 2020 e 2023. A
qualidade foi aferida por critérios estruturados, o desempenho analisado por sensibilidade,
especificidade e concordancia global e o contributo classificado em quatro categorias
distintas.

Aimunocitoquimica apresentou elevada especificidade (99,5%) e hoa sensibilidade
(86,8%). Contribuiu diretamente para o diagndstico em 86,0% dos casos, ajudou em 6,6%,
nao contribuiu em 4,7% e foi discordante em 2,7%. O processamento por citocentrifugacao
revelou sensibilidade de 84,8% e especificidade de 99,5%, enquanto a preservacao em
polietilenoglicol atingiu 100,0% de sensibilidade, embora com menor especificidade
(97,0%). A qualidade técnica global foi elevada (22,8 em 27 pontos), destacando-se a
marcacao especifica e a intensidade de imunomarcacdao como parametros mais
consistentes.

Estes resultados, aliados a dimensao da amostra, reforcam a importancia da
imunocitoquimica como técnica complementar, essencial no diagndstico citopatoldgico em

amostras de liquido cefalorraquidiano.

Palavras-chave: liquido cefalorraquidiano, imunocitoquimica, citopatologia, sistema

nervoso central, metdstases.
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Abstract

The diagnosis of central nervous system pathologies, particularly in cases of
suspected leptomeningeal dissemination, may require analysis of cerebrospinal fluid.
Although cytology has limitations in hypocellular samples, immunocytochemistry emerges
as a complementary tool, allowing the detection of specific biomarkers and the
identification of metastases.

This study evaluated the performance, diagnostic contribution, and technical quality
of immunocytochemistry in 257 cerebrospinal fluid samples collected between 2020 and
2023. Quality was assessed using structured criteria, performance was analyzed by
sensitivity, specificity, and overall concordance, and contribution was classified into four
distinct categories.

Immunocytochemistry demonstrated high specificity (99.5%) and good sensitivity
(86.8%). It directly contributed to the diagnosis in 86.0% of cases, was helpful in 6.6%, did
not contribute in 4.7%, and was discordant in 2.7%. Cytocentrifugation processing revealed
a sensitivity of 84.8% and a specificity of 99.5%, while polyethylene glycol preservation
achieved 100.0% sensitivity, albeit with lower specificity (97.0%). Overall technical quality
was high (22.8 out of 27 points), with specific staining and immunostaining intensity
standing out as the most consistent parameters.

These results, combined with the sample size, reinforce the importance of
immunocytochemistry as a complementary technique, essential for cytopathological

diagnosis in cerebrospinal fluid samples.

Keywords: cerebrospinal fluid, immunocytochemistry, cytopathology, central nervous

system, metastases.
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1. Introducao

As doencas neuroldgicas representam uma das principais causas de morbilidade e
mortalidade a nivel mundial. Segundo dados da Organizacao Mundial da Satide (OMS), uma
em cada trés pessoas € afetada por alguma patologia neuroldgica ao longo da vida (1). Um
estudo recente de Steinmetz J. et al. estima que mais de trés milhdes de pessoas no mundo
sofrem de uma doenca neuroldgica, destacando-se os acidentes vasculares cerebrais,
epilepsias, enxaquecas, meningites e neoplasias do sistema nervoso (2).

O diagndstico de patologias cerebrais é um processo complexo e que requer
frequentemente uma abordagem multidisciplinar, com combinacao de multiplas avaliacoes
clinicas, exames laboratoriais e técnicas imagioldgicas. Embora métodos como a
ressonancia magnética nuclear (RMN) e a pesquisa de marcadores tumorais sejam
essenciais, a detecao de células neoplasicas no espaco subaracnoideu depende da analise
do liquido cefalorraquidiano (LCR) (3).

As metdstases cerebrais sao mais frequentes do que qualquer tipo de tumor
primario do sistema nervoso central (SNC) e ocorrem em cerca de 25% dos 6bitos por
neoplasias malignas (3-7). 0 progndstico é reservado, com tempos de sobrevida de apenas
um més quando os pacientes nao sao sujeitos a qualquer tipo de tratamento (8). Ainda
assim, em pacientes sem historial oncoldgico a identificacdo de uma massa cerebral
isolada, visivel em RMN, mesmo que acidental, levanta maior suspeita de tumor primario do
que lesdao metastatica (5,6). As metdstases leptomeningeas, associadas a rdpida
progressao e mau prognostico, sao complicacao de tumores sdlidos, em estadios
avancados, sendo vistas como prioridades do ponto de vista terapéutico. Os tumores com
maior propensao para disseminacao leptomeningea incluem os melanomas e carcinomas
do pulmao e mama (3,5,6,9-15), enquanto que neoplasias da cabeca e pescoco, ovdrio e
tiroide raramente metastizam para o SNC (10).

Entre os tumores primarios do SNC, os astrocitomas sao os mais frequentes em
adultos, enquanto os meduloblastomas sao os tumores cerebrais mais frequentemente

diagnosticados em idade pedidtrica nesta localizacao (7,13) (Tabela 1).
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Tabela 1- Negplasias primdrias e secunddrias do SNC identificadas pela andlise citopatologica

deLCR
Neoplasias primarias do SNC \ Neoplasias secundarias
Tumores neuroepiteliais Tumores metastaticos
Tumores Astrocitomas Mama
gliais Oligodendrogliomas Pulmao
(gliomas) Ependiomas Sistema Gastrointestinal
Tumores Meduloblastomas Melanomas

embrionarios

Tumores meningeais Neoplasias hematoldgicas

. Leucemias (LLA e LMA)
Meningiomas :
Linfomas

Abreviaturas: LLA: Leucemia linfobldstica aguda; L MA: Leucemia mieloide aguda

Estudos reportam que entre 80 a 85% das metastases cerebrais estao localizadas
no cérebro, 10 a 15% no cerebelo e menos de 5% no tronco cerebral (5).

A disseminacao tumoral para o SNC pode ocorrer por extensao direta, migracao
perineural ou perivascular, sendo uma condicdao grave que conduz a diversos sintomas
neuroldgicos e a rapida mortalidade (6,16,17).

O exame citopatologico de uma amostra de LCR para pesquisa de células
neopldsicas pode configurar duas hipdteses diagndsticas: a primeira, quando o tumor
primario ja estd identificado, mas hd necessidade de confirmacdao de disseminacao
leptomeningea; a segunda, rege-se por evidéncias clinicas ou neurorradioldgicas
sugestivas de disseminacao tumoral para o espaco subaracnoide, mas sem tumor primario
identificado (18). No primeiro caso, a andlise de LCR visa estadiamento do tumor ou
monitorizacao terapéutica, enquanto na segunda situacao o exame vai servir para
caracterizar o tipo de células malignas e posterior informacgao sobre o tumor primdrio (18).

Neste contexto, o recurso a técnicas complementares contribui para diagndstico e
identificacdo de marcadores de progndstico e terapias direcionadas (19,20). A
imunocitoquimica (ICQ) é uma técnica de elevada exatidao, frequentemente utilizada para
classificacao de neoplasias, determinacao do local de origem de metdstases e ainda na
detecao de pequenos focos de células tumorais impercetiveis com as coloracdoes
laboratoriais de rotina (20). Na versao mais recente do sistema de classificacdo dos

tumores do SNC da OMS, existe uma divisao em duas seccoes, uma sobre tumores
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metastaticos que preferencialmente afetam o cérebro e o parénquima medular e os que
favorecem as meninges. Para tal, da especial énfase a marcadores imuno-histoquimicos e
moleculares que auxiliam no diagndstico e orientam o processo terapéutico (21).

Tal como em outras neoplasias, os tumores cerebrais surgem como resultado de
alteracdes genéticas, como € o caso da perda de genes supressores tumorais (ex. TP53), ou
pela sobre expressao de proto-oncogenes (ex. EGFR). A acumulacdo destas alteracoes
resulta num crescimento descontrolado e na formacao de tumores (6). Posto isto, a OMS
atualizou a classificacao de tumores do SNC, incorporando parametros moleculares além
dos aspetos histopatoldgicos no diagndstico de tumores cerebrais (6).

Apesar do reconhecimento da importancia da ICQ em citologia de LCR, a literatura
carece de estudos quanto a efetiva utilidade desta técnica no diagndstico de rotina. Sao
escassos os dados sistematizados sobre a qualidade técnica da ICQ em amostras de LCR,
bem como sobre a sua sensibilidade e especificidade em comparacao com a coloracao
convencional e o seu verdadeiro contributo para o diagndstico final em contexto clinico real.

Neste enquadramento, torna-se pertinente a realizacao de estudos que permitam
caracterizar o desempenho técnico da ICQ em amostras de LCR, com especial foco na
utilidade para detecao de metastases leptomeningeas e na relevancia para a definicao do

diagndstico final.

11.  Liquido cefalorraquidiano

O sistema nervoso é composto pelo SNC e o sistema nervoso periférico. 0 SNC
incluiu o encéfalo e a medula espinal, estruturas protegidas pela caixa craniana e pela
coluna vertebral, respetivamente, e envolvidas por trés finas membranas — as meninges
(22). 0 espaco subaracnoideu, localizado entre duas dessas membranas (a aracndide e a
pia-mater), é uma cavidade preenchida por liquido — o LCR - e que se estende desde o
encéfalo até a medula espinal, com comunicacao direta aos ventriculos cerebrais (18,23).

O LCR é produzido por células do plexo coroideu, localizadas nas cavidades
ventriculares do cérebro e atua como barreira protetora, impedindo a entrada livre de
sangue e de outras substancias potencialmente nocivas ao SNC (15,17,18,22,23). Para além
disso, desempenha fun¢oes essenciais na protecao e manutencao da homeostase do SNC
(23-25).
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Eum liquido translucido, rico em nutrientes, hormonas e moléculas de sinalizacao;
fundamentais para o adequado funcionamento cerebral (17,22,25-27). Em condicdes
fisioldgicas, no LCR apenas estao presentes linfdcitos e mondcitos, no qual usualmente nao
existem populagdes de células aberrantes, monoclonais ou imaturas (28).

Num adulto, o volume total de LCR é de aproximadamente 150 mL, dos quais 125
mL se distribuem pelos espacos subaracnoideus cranianos e espinais, e 25 mL pelos
ventriculos cerebrais. A sua producao diaria varia entre os 400 e os 600 mL; contudo, hd
variacdes inter-individuais significativas (3,17,22,24,26,27). O equilibrio entre a producao e
aabsorcao de LCR é o que permite manter a pressao intracraniana estavel, em torno de 10
mmHg (22,23).

A circulacao do LCR €, um processo ativo e cuidadosamente regulado, responsavel
pela homeostase cerebral. Resumidamente, o LCR circula dos locais de secrecao para 0s
locais de absorcao de acordo com um fluxo rostro-caudal unidirecional nos ventriculos e

com um fluxo multidirecional nos espacos subaracnoideus (Figura 1) (24).

Superior sagittal
sinus

Arachnoid granulation
Subarachnoid space

Meningeal dura mater

Choroid plexus / v
¥ l
N f — Right lateral ventricle

Interventricular \ l\

foramen
Third ventricle /
3
Cerebral aqueduct
5 e
Lateral aperture/ ——————Median aperture
Fourth ventricle \ \
Central canal

Figura 1- Representagdo da circulacao do LCR, no espago subaracnoideu

0 LCR produzido nos plexos coroides dos ventriculos laterais flui para o terceiro ventriculo, passando
pelo aqueduto cerebral até o quarto ventriculo. E ai que o LCR é libertado no espaco subaracnoideu,
circulando ao redor do cérebro e da medula espinal. Depois é reabsorvido pelas granulagdes aracndideias,
retornando a corrente sanguinea.

Fonte: Adaptado de Betts JG et al. (22)

O exame microscopico do LCR é de maxima importancia, em pacientes
sintomaticos e assintomaticos, em que haja envolvimento do SNC, quer por processos
malignos, quer infeciosos (3,29). Sabe-se que a producao e a composicao do LCR pode

sofrer alteracoes significativas na presenca de infegdes, traumas ou neoplasias (27,30).
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Além dessas alteracdes morfoldgicas, no LCR podem também ser identificadas
células TCD4+ e TCD8+ especificas de um tumor, assim como acido
desoxirribonucleico (DNA) livre em circulacao, que na presenca de malignidade faz derivar
uma fracdo do DNA do tumor (25,31).

1.2.  Exame citopatoldgico do liquido cefalorraquidiano

1.2.1. Colheita e processamento

A colheita de amostras de LCR é um procedimento relativamente comum na prética
clinica, sobretudo para diagndstico de patologias neuroldgicas (29,32). Embora seja um
procedimento mais invasivo do que uma colheita de sangue usada para a bidpsia liquida, a
proximidade do LCR ao SNC e eventual contacto direto com lesdes tumorais aumentam
significativamente a probabilidade de detecao de células neopldsicas (33).

Normalmente sao colhidos quatro tubos de amostra de LCR destinados a analise
laboratorial: quimica clinica e hematologia, imunologia, microbiologia e citologia (34,35).
Esta divisao permite uma abordagem diagndstica abrangente e evita a contaminacao
cruzada entre andlises.

O exame citopatoldgico do LCR baseia-se na avaliacao morfoldgica das células
presentes na amostra. No entanto, esta avaliagdo nem sempre é conclusiva, sendo
frequentemente necessario recorrer a técnicas complementares que permitam a
caracterizacao celular (18).

0 sucesso do diagndstico citopatoldgico depende, em grande medida, da fase pré-
analitica — desde a colheita, preservacao, manuseamento e transporte da amostra, os quais
influenciam diretamente a fase analitica (processamento técnico e observagao
microscdpica). Um controlo rigoroso destas fases é essencial para garantir resultados
laboratoriais fidveis (36).

Diversos fatores influenciam a qualidade da amostra e a fiabilidade dos resultados,
nomeadamente o volume de amostra colhido, local da colheita, temperatura de
armazenamento, e tempo decorrido até ao processamento. Idealmente, o LCR deve ser
colhido e transportado “a fresco”, ou seja, sem adicao de nenhum tipo de agente fixador, de

modo a preservar as caracteristicas celulares (3). Contudo, alguns estudos sugerem que a
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adicao de solucoes fixadoras pode contribuir para a preservacao da integridade
morfoldgica, permitindo também realizacao de testes subsequentes (9).

As células presentes no LCR degradam-se rapidamente, apos colheita. Estima-se
que até 90% das células tumorais se deteriorem nos primeiros 90 minutos apds a colheita
(37). Por este motivo, é recomendado que o processamento da amostra ocorra 0 mais
rapidamente possivel. Quando o envio imediato nao é vidvel, a adicao de um fixador pode
ajudar a prevenir autdlise e a preservar a morfologia celular (18,28,29).

Outro fator critico é a temperatura de armazenamento da amostra, devendo
manter-se entre 0os 5 2C e os 12 2C. Temperaturas demasiado baixas podem induzir lise
celular por frio, enquanto que temperaturas elevadas aceleram a degradacao celular
(18,23,26).

O pH da amostra é outro fator determinante para a viabilidade celular. Valores fora
do intervalo fisioldgico do LCR (pH entre 7,32 e 7,36) podem comprometer a integridade
morfoldgica, podendo originar resultados falsos-negativos ou falsos-positivos (18,27).
Devido a baixa composicao proteica e celular do LCR, o pH tende a baixar rapidamente apds

colheita, favorecendo a lise celular precoce (26).

1.2.2. Analise microscdpica

A anadlise citoldgica constitui frequentemente a base de decisdes terapéuticas,
permitindo diagndsticos precisos em diversas condi¢des clinicas (38).

Em condi¢oes normais, o LCR é uma amostra paucicelular ou mesmo acelular.
Quando presentes, as células correspondem a linfécitos maduros e ocasionalmente a
mondcitos, ou mais raramente células mesoteliais (Figura 2) (7,23,29,39). A presenca de
um numero aumentado de células inflamatdrias estd habitualmente associada a processos
inflamatorios. E importante salientar que a auséncia de células tumorais numa amostra de
LCR nao exclui a presenca de neoplasias primdrias ou metastaticas do SNC (30,40). Este
dado é particularmente relevante na interpretacao de resultados negativos, que podem
ocorrer em casos confirmados de malignidade.

Contudo, em casos de amostras de recém-nascidos e criancas pequenas, é

frequente observar grupos de células com elevada taxa de proliferacao, sem que tal seja
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indicador de neoplasia (18). Células imaturas, semelhantes a blastos, com origem na matriz
germinativa, sao comuns encontrar-se em bebés com histéria de prematuridade (18).

As amostras positivas para malignidade sao caracterizadas, microscopicamente,
por células de grandes dimensoes, com nucleos aumentados, hipercromatico e
polimdrficos, cromatina heterogénea, presenca de diferentes nimeros de nucléolos,
relacao nucleo-citoplasma aumentada, vacuolizacao citoplasmatica e elevada atividade
mitdtica (Figura 3) (18,26). Estas caracteristicas citomorfoldgicas justificam a realizagao de

técnicas complementares para confirmacao diagndstica.

2 A B
Figura 2 - Representacao microscapica de células numa amostra de LCR normal
(A) - Linfécitos normais (1) e ativados (2); (B) — mondcito normal; Coloracdo de May-Grunwald Giemsa (MGG),
400x
Em amostras de LCR normais, a citologia revela predominantemente linfécitos e mondcitos, com nicleos
regulares e citoplasma escasso. Estas células apresentam-se dispersas, sem agrupamentos anormais ou

caracteristicas atipicas.
Fonte: Adaptado de Torzewski M. e LaCkner K. (39)
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Figura 3 — Imagem microscdpica gue evidéncia a presenga de células malignas no LCR

(A) - Células mononucleadas discretamente dispersas, algumas das quais ligadas por pontes citoplasmaticas, num doente com
carcinoma metastatico da mama. Observa-se ainda uma mitose atipica (seta); (B) - células tumorais com nicleos a periferia e abundante
citoplasma hipercromdtico, num doente com adenocarcinoma do pulmao; (C) — aglomerado de células tumorais pleomdrficas e a
presenca de vactolos com mucina intracitoplasmdtica, num doente com adenocarcinoma colorretal metastizado; Coloragao MGG, 400x.
Fonte: Adaptado de Mahindra et al. (47)
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1.2.3. Desempenho diagndstico

A andlise citopatoldgica, centrada na avaliagao da composicao celular, constituiuma
parte fundamental do exame do LCR (28,30). E uma ferramenta essencial para as mais
diversas condicoes patoldgicas do SNC, incluindo infeces como a meningite e encefalite
mas com especial relevancia para a detecao de tumores primdrios e metdstases cerebrais
(41,42).

Em 1998, Glantz et a/ definiram que uma citologia positiva de LCR é indicativa da
presenca de células malignas e, consequentemente, existéncia de neoplasia maligna do
SNC. Além disso, os autores referem que a probabilidade de detecao de células malignas é
superior quando a puncao lombar é realizada perto do local da doenca anteriormente
conhecida (43).

Embora o nidmero de células presentes no LCR possa fornecer indicacoes
importantes em processos patologicos do SNC; a citologia tem um caracter essencialmente
qualitativano que respeita a detecao de células tumorais, nao permitindo uma quantificacao
exata das mesmas (37). A morfologia das células malignas detetadas pode variar
consoante o tipo de tumor primario ou local de metastizacao. Frequentemente, estas
células encontram-se acompanhadas por linfdcitos reativos e macrdéfagos, o que também
pode dificultar a interpretacao morfoldgica (17).

A andlise citoldgica do LCR, quando complementada por técnicas como a
imunofenotipagem por citometria de fluxo (CF) oferece uma caracterizacdo mais completa
das alteracoes patoldgicas na amostra (28,43). Apesar da especificidade diagnéstica da
citologia do LCR rondar os 90%, podem ocorrer resultados falsos-positivos que requerem
validagao por métodos adicionais (43). Contudo, resultados falso-negativos sao
relativamente comuns, sobretudo quando a amostra recebida tem pouco volume, o seu
processamento nao é imediato, ou quando a puncao é efetuada a distancia do local onde a
doenca foi previamente identificada. Nestes casos, recomenda-se repeticao do
procedimento e a colheita de volumes mais elevados, sempre que possivel (43).

Os processos linforeticulares que envolvem o SNC como € o caso de linfomas e
leucemias sao as neoplasias mais frequentemente diagnosticadas por analise do LCR (29).

A Tabela 2 resume a sensibilidade do exame citopatoldgico em diferentes tipos de

neoplasias detetadas em LCR.
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Tabela 2 - Sensibilidade do exame citopatologico na dete¢ao de neoplasias malignas em L CR

Processo linforeticular

Neoplasias metastaticas

Neoplasias primarias do SNC

Fonte: Adaptado de Ganjei-Azar et al (29)
1.3.  Imunocitoquimica em citologia de liquido cefalorraquidiano

1.3.1.  Contributo para o diagndstico

A 1CQ é a técnica complementar mais utilizada em anatomia patoldgica, e
desempenha um papel fundamental na identificacao de células tumorais em amostras de
LCR. Permite a detecao de tumores primdrios do SNC e de metastases com envolvimento
leptomeningeo. Baseia-se numa reacao /7 situ, de reconhecimento antigénio-anticorpo e
que permite detetar antigénios celulares especificos; através da marcacao com anticorpos
dirigidos. Esta especificidade acrescenta precisao diagndstica a avaliacao morfoldgica
tradicional, sendo uma ferramenta essencial para a caracterizacao das células e para
definicao de estratégias para terapias direcionadas (26,36,44-47).

O sistema de detecao € um componente fundamental da ICQ, crucial para maximizar
a sensibilidade da técnica e otimizar a visibilidade da reacao imunoldgica. Deve ser
reprodutivel, preciso e apresentar uma elevada relacao sinal-ruido. Os sistemas de detecao
classificam-se em métodos diretos ou indiretos (48). Tanto o kit de detecao gptiViewcomo

o0 ultraViewsao métodos indiretos, sem recurso a biotina, o que reduz o risco de reatividade

inespecifica (Figura 4)(49,50).
Precipitado *
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Figura 4 — Representacdo esquemadtica das diferengas entre os sistemas de a’ete;aa ultraView e OptiView
(Ventana-Roche)

Ambos os sistemas utilizam anticorpos primdrios especificos, mas diferem na amplicacdo do sinal e na formagao do
precipitado visivel. (A) - Sistema ultraView Universal DAB Detection: utiliza anticorpos ligados a HRP, formando um complexo
com o substrato DAB para gerar o precipitado visivel. (B) - Sistema OptiView DAB IHC Detection: inclui um passo adicional de
amplificagao com polimeros secundarios, permitindo maior intensidade e sensibilidade do sinal.

Abreviaturas: DAB: 3,3'-Diaminobenzidina; HQ — Hapten-Quinoline; HRP — Horseradish Peroxidase

Fonte: OptiView DAB Detection Kit e do ultraView Universal DABDetection Kit, Ventana-Roche (47.48)
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0 uso da ICQ é especialmente indicado em situacdes com suspeita de neoplasia,
desde que as células malignas preservem as suas caracteristicas imunofenotipicas,
permitindo a distincao entre diferentes tipos tumorais, ajudando nao sé na confirmacao do
diagndstico, mas também da sua tipificacdo; contudo existem outras técnicas
complementares, igualmente importantes na distincao entre neoplasico ou nao neoplasico;
entre elas a imunofenotipagem por CF, a hibridizacao /7 situ e a reacao em cadeia da
polimerase (PCR), que podem ser aplicadas de forma integrada para uma avaliagdo mais
completa das amostras de LCR (18,26,46,47).

Estudos demonstram que independentemente do tipo de processamento da amostra
citoldgica, todos eles podem ser utilizados para realizagao da técnica de 1CQ (51); contudo, a
excecao do citobloco (CB) fixado em formol, representam um desafio no que diz respeito a
validagao de resultados (36). Na Tabela 3 encontram-se listados os principais marcadores
imunocitoquimicos utilizados na avaliacao citopatoldgica do LCR, permitindo estabelecer

diagndsticos e avaliar marcadores preditivos e de progndéstico (29,44,52,53).

Tabela 3 - Principais marcadores imunocitoquimicos utilizados em LCR

Neoplasias Principais marcadores imunocitoquimicos

Carcinomas (geral) Pan-Ck AE1/AE3, Ck7, Ck20
Carcinoma do célon CDX-2

Carcinoma da mama GATA-3, RE,RP

Carcinoma do pulmao TTF-1

Melanoma S100, HMB45

Linfoma CD3,CD20

Tumores gliais GFAP

Neuroenddcrinos CD56, Sinaptofisina, Cromogranina

Abreviaturas: Ck, citoqueratinas; TTF, fator de transcricao da tiroide; GATA, fator de transcricao
associado a tecidos mamarios e urotelial; RE, recetor de estrogénios; RP, recetor de progesterona; CDX,
fator de transcri¢ao caudal associado ao epitélio intestinal; S100, proteina de ligagao ao calcio, expressa
em células gliais e melandcitos; HMB, Human Melanoma BlaCk. CD, cluster de diferenciagao; GFAP,
proteina acida fibrilar glial.

Fonte: Adaptado de Tran, Suzanne e Villa, Chiara (26) e de Duskova, Jaroslava e Sobek, Ondfej (32)

Para amostras com escassa celularidade, para as quais ha necessidade da pesquisa
de mais do que um antigénio para realizar diagndstico, existe a possibilidade de marcacao

dupla, colmatando desta maneira o problema da escassez da amostra (44).

10
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1.3.2. Protocolos e fatores que interferem com o desempenho do método

Apesar dos avancos, a garantia e controlo da qualidade (CQ) da ICQ em amostras
citopatoldgicas continuam limitados, ao contrario do que se verifica naimuno-histoquimica
em cortes de tecido fixados em formol e incluidos em parafina (54). Ainda assim, ha que ter
cuidados acrescidos quando a amostra € seca ao ar, durante qualquer etapa do
processamento, visto que tal resulta em ligagoes inespecificas dos anticorpos e faz com
que haja resultados falsos-positivos (36,44). Ha autores que consideram ainda que o
processamento por citocentrifugacao seguido de fixacao com acetona permite manter
integros os epitopos-alvo, revelando-se um método que promove a qualidade da marcacao
1CQ (45).

As barreiras para um resultado 6timo da qualidade do ICQ, vao desde o tipo de
agente fixador utilizado, a quantidade de amostra disponivel e sobretudo a falta de
validacoes e amostras de controlo; tornando assim a ICQ em citologia como um
procedimento de segunda instancia e ndo como técnica de rotina padronizada (36,53).
Assim, é indispensavel uniformizar a preparacao da amostra citoldgica, desde o tipo de
agente fixador (metanol, etanol, acetona, formol ou secagem ao ar), as etapas pés-fixacao,
nomeadamente o tipo de processamento (citocentrifugacao, citologia em meio liquido
ThinPrep, esfregaco convencional ou CB), o tipo de coloracao: Papanicolaou (PAP) ou May-

Grunwald Giemsa (MGG) e os diferentes tipos de protocolos e validagdes técnicas (54).

1.3.3. Validacao da técnica e controlo de qualidade interno de ICQ

A otimizacao e validacao de protocolos imunocitoquimicos constituem etapas
fundamentais para garantir exatidao de resultados laboratoriais (54).

A validacao analitica assegura que os ensaios produzem resultados consistente,
fidveis e clinicamente relevantes. O Colégio Americano de Patologistas (CAP) na sua
atualizacao mais recente publicada em 2024, introduziu diretrizes especificas para a
validagao de ICQ em amostras citopatoldgicas, alertando para a necessidade de validagao
individualizada para cada método de fixacao e processamento. O CAP sublinha ainda a
urgéncia na padronizacao de varidveis pré-analiticas, como os tempos de isquemia da

amostra, que podem influenciar significativamente os resultados (55).

n
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No contexto da validacao técnica, a utilizacao de controlos externos é essencial.
Estes incluem os on-slide controlse batch controls, que devem ser aplicados a cada ensaio,
garantindo a especificidade dos marcadores utilizados e a integridade do procedimento
técnico (45,56). Apesar da sua importancia, o estudo de Colasacco et a/ (57) demonstrou
que o uso adequado de controlos para correta validacao da amostra fica muito aquém do
que é esperado. Apenas uma fracao das publicacoes analisadas referia explicitamente a
utilizacao de controlos realizados de forma idéntica a amostra do doente. Em alguns casos,
recorre-se a controlos histoldgicos e a CB, e mais raramente, omite-se o uso de controlos
devido a escassez de material (57).

Paralelamente a validacao, a avaliacao da qualidade daimunomarcagao representa
uma ferramenta imprescindivel para garantir afiabilidade da técnica. [dealmente, esta, deve
ser efetuada de forma sistematizada, através de grelhas de avaliacao que quantifiquem
parametros como a preservacao da morfologia celular, intensidade da coloracao,
sensibilidade (marcacao especifica), especificidade (marcacao inespecifica) e contraste.
Atualmente ja existem softwares de analise de imagem, com potencial para automatizar
esta mesma avaliacao, contudo o custo elevado e a sua irregular sensibilidade e
reprodutibilidade limita a sua implementagao na rotina laboratorial (58). Ainda assim, a
interpretacao de resultados em ICQ continua altamente dependente da andlise e sentido
critico do observador. Apesar da sua ampla utilizacao, especialmente no contexto da
medicina de precisao, persistem desafios significativos relacionados com a falta de
padronizacao das condicdes pré-analiticas (59).

Mais recentemente, e com o avanco da patologia digital, existem novas abordagens
baseadas em analise quantitativa computorizada, que permitem normalizar ainterpretacao
de resultados e reduzir a variabilidade inter-observador, que na opiniao dos peritos ira
revolucionar toda a clinica (32).

Por fim, para além da utilizacao sistematica de controlos, a importancia da pratica
regular de controlo interno da qualidade e da participacao em programas de controlo
externo da qualidade (CEQ) sao cada vez mais indispensaveis para assegurar a exceléncia

diagnostica em 1CQ.

12
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1.4. Controlo da Qualidade e Programas Internacionais de Qualidade

0 CAP define a garantia de qualidade (GQ) como um sistema abrangente que inclui
todas as etapas de processo laboratorial — desde a fase pré-analitica, analitica até a pds-
analitica. Envolve otimizacao de protocolos, validacao de métodos, monitorizacao continua
do desempenho, entre outros. Dentro deste sistema, insere-se o CQ (controlo de qualidade),
que atua de forma mais restrita, sobretudo na fase analitica. O objetivo do CQ é prevenir,
detetar e corrigir erros técnicos, assegurando que cada ensaio produz resultados validos e
fidveis (47,62). Assim, o CQ é considerado pelo CAP como uma componente essencial da
GQ, sendo ambos complementares na promogao da fiabilidade diagndstica (62).

No contexto da ICQ, aimplementacao de programas de qualidade € crucial, uma vez
que se trata de uma técnica sensivel a multiplas varidveis, nomeadamente no que diz
respeito a concentracao do anticorpo primario, recuperacao antigénica e método de
detecao (63). A consisténcia dos resultados depende nao sé do controlo da qualidade
interno (utilizado em cada ensaio), mas também de programas de Controlo Externo da
Qualidade (CEQ), que permitem monitorizar a variabilidade inter-laboratorial e assegurar
padroes internacionais.

Entre os programas qualificados para CEQ em ICQ, destaca-se o United Kingdom
National External Quality Assessment Service for Immunocytochemistry & In Situ
Hybridisation(UK NEQAS ICC & ISH), atualmente o tinico que oferece um mddulo especifico
para citologia. Contudo, até a data, dispoe de poucos marcadores testados (54). Estudos
realizados segundo este programa de qualidade, classificam os CB e a citocentrifugacao
com melhor pontuacao, seqguidos de base liquida e esfregacos. Relativamente a fixacao, as
laminas fixadas em acetona obtiveram pontua¢des mais baixas do que os restantes
fixadores (64).

Em conjunto, estes programas constituem uma ferramenta essencial para garantir
fiabilidade de resultados, especialmente em contextos clinicos de maior complexidade

diagndstica, como € o caso das amostras de LCR.

13
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2. Objetivos

Persistem lacunas relativamente ao desempenho diagndstico dos testes de ICQ e a
avaliacao da qualidade técnica da imunomarcacao, aspetos com impacto potencial na
pratica clinica e na tomada de decisao em contexto diagndstico.

O objetivo principal deste estudo é analisar a sensibilidade e especificidade dos
testes de 1CQ, avaliar a qualidade técnica daimunomarcacao e aferir o contributo damesma
para o diagndstico anatomopatoldgico, em amostras de LCR.

Mais especificamente, pretende-se identificar qual o método de preservacao e
coloracao de amostras que proporciona melhor qualidade técnica da imunomarcacao;
avaliar se o contributo diagndstico da ICQ varia consoante o método de preservacao
utilizado e analisar o desempenho da ICQ em funcao dos diferentes biomarcadores

utilizados.

14
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3. Materiais e Métodos
O presente projeto corresponde a um estudo observacional, transversal e

retrospetivo, que visa avaliar a aplicacao de testes de ICQ em amostras de LCR.

31.  Amostragem e selecao de casos

A amostra em estudo é constituida por todas as amostras de LCR submetidas a
técnica de ICQ, no Laboratdrio de Citopatologia do Instituto Portugués de Oncologia de
Lisboa Francisco Gentil, EPE (IPOLFG), no periodo compreendido entre os anos de 2020 e
2023.

Foram excluidas as amostras cujas laminas de ICQ se encontravam inacessiveis ou
ilegiveis, nomeadamente laminas danificadas, que impossibilitavam a observacao
microscopica e inviabilizavam a respetiva analise.

De um total de 335 amostras identificadas, 78 foram rejeitadas com base nesses
critérios, resultando num total de 257 amostras elegiveis para andlise.

As amostras sao provenientes de diferentes servicos do IPOLFG. No Servico de
Anatomia Patoldgica (SAP) foi realizado o seu processamento e a ICQ foi aplicada em
amostras previamente coradas com coloracao de PAP e/ou MGG, bem como em amostras
preservadas em polietilenoglicol (PEG). A preparacao com PEG, ap6s fixagao imediata com
metanol, permite a conservacao das laminas a temperatura ambiente (32).

A técnica de ICQ foi realizada mediante solicitacao do médico anatomopatologista
apds avaliacao citomorfoldgica inicial, com recurso a marcadores especificos, selecionados

de acordo com a hipdtese diagndstica formulada para cada caso.

3.2. Tratamento de dados e questdes éticas

Foi criada uma base de dados no Microsoft Excel (Office 365) contendo
informacaes referentes ao servico de origem da amostra, sexo e idade do utente a data da
colheita, tipo de processamento e coloracao citoldgica, tipo de marcador utilizado para a
técnica de ICQ e o diagndstico citopatoldgico.

Os dados foram cedidos pelo Laboratdrio de Citopatologia do SAP do IPOLFG, ja

devidamente codificados com uma referéncia numeérica individual para cada amostra,
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garantindo a confidencialidade dos pacientes. O investigador nao teve acesso a qualquer
dado identificativo do doente.

Tratando-se de um estudo retrospetivo, com base exclusivamente na observacao
de laminas de arquivo, nao houve manipulacao de qualquer tipo de material bioldgico, nem

qualquer intervencao direta sobre os pacientes.

3.3. Avaliacao microscdpica das amostras

Para este estudo, e com base nos critérios previamente definidos, as laminas foram
retiradas do arquivo do laboratdrio e submetidas a avaliacao microscdpica, com o objetivo
de determinar a qualidade daimunomarcacao e aferir o contributo diagndstico da técnica. O
contributo diagndstico foi realizado por um médico anatomopatologista experiente e a
qualidade da imunomarcacao por dois citotecnologistas.

Para assegurar a qualidade dos testes imunocitoquimicos, foram utilizados
controlos de qualidade externos, nomeadamente on-slide controls (preparagoes celulares
de controlo positivo e negativo aplicados na mesma lamina da amostra do paciente) ou
batch controls(laminas de controlo positivo e negativo, processadas em simultaneo com as
laminas de amostra do paciente). Ambos os tipos de controlo incluiam células negativas e
positivas, permitindo validar adequadamente a imunomarcacao observada. A

implementacao dos on-slide controls seguiu o modelo descrito por Kirbis e Roque (65).

3.3.1. Avaliacao do contributo diagndstico

O resultado da ICQ foi avaliado quanto a sua capacidade de influenciar, ou nao, o
diagndstico final. Com base no estudo de Chavali et a/, cada amostra foi diferenciada em:
ajudou no diagnostico, contribuiu para o diagndstico, discordante do diagndstico ou nao
contribuiu para o diagndstico (46). Para cada amostra, apenas uma das categorias foi
selecionada.

Na Tabela 4 encontram-se descritas as categorias possiveis acompanhadas da

respetiva descricao.
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Tabela 4 — Classificagdo da utilidade diagndstica da ICQ
Classificacao Descricao

A1CQ foi determinante para a obtencao de um diagndstico que nao

Contribuiu para o diagnéstico . . . o
seria possivel apenas com citologia isolada

. L A ICQ contribuiu apenas para esclarecer, mas nao alterar o
Ajudou no diagndstico L
diagnostico citoldgico inicial
Nao contribuiu para o
L P A 1CQ nao teve qualquer utilidade diagndstica
diagnostico
A ICQ revelou resultados contrarios a interpretacao

Discordante do diagndstico . -
citomorfoldgica

Fonte: Adaptado de Chavali et al. 2016 (46)

Para garantir a aplicabilidade e reprodutibilidade dos critérios definidos, foi
inicialmente realizado um pré-teste, com recurso a dez casos selecionados aleatoriamente,

avaliados pelo médico anatomopatologista.

3.3.2. Avaliacao da qualidade daimunomarcacao

No que respeita a avaliacao da qualidade técnica daimunomarcacao, esta foi aferida
com base numa grelha de critérios (58). A observacao microscdpica foi realizada por dois
avaliadores independentes, que atribuiram pontuacdes de acordo com a qualidade da
imunomarcagao, em que O indica o pior resultado e 3 o melhor resultado, sendo
posteriormente ponderado um fator especifico, atribuido de acordo com a suarelevancia na
qualidade final da técnica, para cada lamina, de acordo com a Tabela 5. A soma ponderada
dos critérios resultou na pontuacao final da avaliacao da qualidade técnica da ICQ, para cada
lamina. Foram excluidos desta avaliacao os casos com imunomarcagao negativa, uma vez
que, os critérios como a intensidade, contraste ou especificidade apenas poderem ser
aferidos na presenca de imunoreatividade visivel. Nos casos em que se verificaram
discrepancias entre os avaliadores, foi realizada uma revisao conjunta das laminas, até a
obtencao de consenso, assegurando assim maior consisténcia e fiabilidade no processo de
avaliacao.

Esta abordagem permitiu nao sé caracterizar o desempenho global da técnica como
também avaliar o impacto da escolha do método de coloracao e/ou preservacao da
amostra, sobre a qualidade da imunomarcacdo, fornecendo uma base objetiva para

otimizacao de protocolos laboratoriais futuros.

17



P.PORTO

ESCOLA
SUPERIOR
DE SAUDE

A escala incluiu os parametros: preservacao da morfologia (PM), intensidade da

imunomarcacao (1), marcagao especifica (ME) e inespecifica (MI) e contraste (C).

Tabela 5 - Grelha de avaliacao utilizada na andlise dos resultados de ICQ

Preservacao Intensidadeda  Marcacao Marcacao
I ~ pa . s Contraste (C)
Pontos damorfologia imunomarcacao especifica inespecifica ©
(PM) () (ME) (M1)
Auséncia de - -
< Marcacao < Coloracao com
preservacao Marcacao A
L - de0%a . > deficiéncias
0 morfoldgica Marcacao nula inespecifica . .
. : 10% das queinvalidama
queinvalidaa , grave .~
- células avaliacao
avaliacao
Coloracao com
Preservacao - Marcacao Marcacao deficiéncias
- Marcagao de o . e
1 deficiente, mas . . de11a50% inespecifica moderadas que
. fracaintensidade ! - . .
avaliada das células moderada nao invalidama
avaliacao
Preservacao < Coloracao com
o < Marcacao < A
com ligeiras Marcacao de em51a Marcacao deficiéncias
2 alteracbes, que moderada inespecifica ligeiras que nao
- . . . . 90% das L . .
naoinvalidaa intensidade . ligeira invalidama
- células -
avaliacao avaliacao
< Marcacao Auséncia de <
Preservacao < < Coloracao
Marcacao de forte em91a marcacao de o
3 completada . . ~ nitida e com
. intensidade 100%das  estruturas nao-
morfologia . bom contraste
células alvo
Fator de 1 3 2 2 1
ponderagao

Fonte: Adaptado de Ferro, AB. Imunohistoquimica. 2014 (58)

A PM refere-se a integridade estrutural das células analisadas apds processo de

preparacao da amostra, all avalia a intensidade da coloragao nas células-alvo (indicativo da
concentragao de antigénio presentes nas células), a ME diz respeito a especificidade do
marcador utilizado, ou seja, que 0 mesmo s6 deva marcar as células de interesse, enquanto
a Ml verifica a presenca de marcacgao nao desejada, por falha na técnica ou no marcador, e
o Cdiferencia as células marcadas das nao-marcadas.

A pontuacao final da qualidade para cada lamina foi obtida através da férmula:
[(1XPM) + (3xI1) + (2xME) + (2xMI) + (1xC)]. A pontuacao atribuida a cada caso pode variar
entre 0 e 27, em que O corresponde ao pior resultado possivel, e 0 27 diz respeito ao melhor
resultado possivel. Esta abordagem permitiu uma avaliacao objetiva e padronizada da

performance técnica da ICQ entre as diferentes amostras.
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3.4. Andlise estatistica dos dados

A andlise estatistica foi realizada no software /BM SPSS Statistics (versdo 29.0.1.0
[171]) apds exportacao da base de dados inicialmente organizada em Exce/ (Office 365,
Microsoft).

Os dados categdricos foram descritos através de frequéncias absolutas e relativas,
e as associacoes entre as varidveis categoricas foram avaliadas pelo Teste de Qui-
Quadrado de Pearson ou, sempre que 0s pressupostos para aplicacao do mesmo nao foram
verificados (n<5), recorreu-se ao Teste Exato de Fisher e ao Teste Exato de Fisher-
Freeman-Halton. Recorreu-se ainda ao teste de post hoc do Teste Exato de Fisher, para
comparar pares de métodos de coloragao/preservacao (PAP vs PEG, PAP vs MGG e MGG
vs PEG) quanto ao desempenho diagndstico da ICQ, recomendado em estudos com
amostras pequenas (reduzido nimero de falsos positivos (FP) e falsos negativos (FN)).

Os dados da avaliacao da qualidade da técnica de ICQ nao seguem uma distribuicao
normal, apds confirmacao pelo Teste de Shapiro-Wilk, tendo sido aplicados os seguintes
testes nao-paramétricos: correlacao de Spearman, para analisar a correlacao entre a
pontuacao final e varidveis numéricas (ano de execucao da técnica e a idade a data da
colheita); Teste de Mann-Whitney (Teste U), para comparar a pontuacao final entre dois
grupos (sexo masculino e feminino) e o Teste de Kruskal-Wallis (Teste H), para variaveis
com mais do que dois grupos (tipo de processamento, o tipo de coloragao/preservacao da
amostra).

Foi considerado estatisticamente significativo um valor de p < 0,05.

19



P.PORTO [N

4. Resultados
Foram obtidas 257 amostras de LCR submetidas a ICQ, que constituem a populagao

em estudo. Os resultados apresentados nesta seccao referem-se a andlise global dessas

amostras, no periodo compreendido entre 2020 e 2023.

41. Caracterizacao da amostra

No total, foram observadas 257 laminas, distribuidas ao longo dos quatro anos em
estudo: 60 amostras (23,3%) em 2020, 74 amostras (28,8%) em 2021, 83 amostras
(32,3%) em 2022 e 40 amostras (15,6%) em 2023. 0 nimero médio de laminas por ano foi
de 64,2 laminas (+18,7) com uma mediana de 67 |ldminas e um intervalo entre 40 e 83
amostras anuais, refletindo uma ligeira variacao na distribuicao anual das amostras
processadas.

A idade dos pacientes a data da colheita do LCR variou entre os 4 meses e 0s 85
anos de idade, com uma média de 45,1anos, mediana de 51anos e um desvio padrao de 24,1
anos, valor relativamente elevado, refletindo uma elevada heterogeneidade etdria na
populacao em estudo.

Relativamente ao sexo dos utentes, 161 das amostras (62,6%) corresponderam a
utentes do sexo feminino enquanto 96 amostras (37,4%) corresponderam a utentes do
sexo masculino.

No que respeita a proveniéncia das amostras, a Figura 5 apresenta a distribuicao por
servico de origem. Demonstra que, a maioria das amostras foi enviada pelo Servico de
Neurologia (n = 121; 47,1%), sequido pelos Servicos de Oncologia (n = 60; 23,3%), Pediatria
(n = 49; 19,1%) e Hematologia (n = 19; 7,4%). Os restantes casos (n = 8, 3,2%) foram
provenientes de outros servicos, nomeadamente Unidade de Transplantes de Medula,

Pneumologia, Radiologia e Cuidados Intensivos.

Outros  Hematologia

Oncologia Neurologia
(n=60) (n=121)

\

Figura 5 - Distribuicao das amostras, segundo o
servigo de origem (frequéncia absoluta: n = 257)
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42. Processamentodas amostras

Relativamente ao tipo de processamento citoldgico utilizado, a maioria das
amostras (n = 243; 94,6%) foi processada por citocentrifugacao, enquanto apenas 14
amostras (5,4%) foram submetidas ao método de ThinPrep.

No que respeita a coloracao ou preservacao utilizado previamente a realizacao da
técnica de ICQ, 155 laminas (60,3%) foram coradas pelo método de PAP e 56 laminas
(21,8%) pela coloracao de MGG. As restantes 46 laminas (17,9%) foram preservadas em

PEG, sem coloracao prévia, conforme representado na Figura 6.

HSAGEFIHE MGG (n=56)

PAP (n=155)

Figura 6 — Distribuicao das amostras, sequndo o
tipo de coloragdo/preservacio da amostra,
utilizado antes da ICQ (frequéncia absoluta; n = 257)

4.3. Diagnéstico citomorfoldgico e ICQ em LCR

Das amostras de LCR analisadas, 197 (76,7%) foram classificadas como negativas
para malignidade, 51 (19,8%) como positivas para malignidade, e 9 (3,5%) categorizadas

como suspeitas para malignidade, conforme apresentado na Tabela 6.

Tabela 6 — Diagndstico citomorfoldgico das amostras de LCR submetidas a ICQ

(n=257)

Diagnéstico n %
Negativo para malignidade 197 76,7
Positivo para malignidade 51 19,8
Suspeito para malignidade 9 35

Entre os casos classificados como positivos para malignidade, 14 amostras foram
identificadas como sendo metastases de tumores primarios reconhecidos, com origem

explicitamente referida no diagndstico final.
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431. Testes delCQ realizados

Dos 257 casos de ICQ realizados, em 194 casos (75,5%) foram usados on-slide
controls, enquanto que em 63 casos (24,5%) utilizaram-se batch controls, consoante as
carateristicas técnicas e logisticas de cada amostra.

Foram aplicados 33 tipos de anticorpos primarios distintos (Anexo I), com particular
destaque para os marcadores de citoqueratinas (Ck), o grupo mais frequentemente
utilizado. Destes, 0 mais aplicado foi o clone AE1/AE3, estando presente em 123 amostras
(47,9%).

Os marcadores foram agrupados por tipo (citoqueratinas, linfocitarios, marcadores
do SNC, neuroenddcrinos, origem mamaria e pulmonar, melanoma, entre outros) e
analisados quanto a sua frequéncia e resultado (positivo/negativo). A Figura 7 representa
a distribuicao dos resultados da imunomarcacao (positiva ou negativa), por grupo de

marcadores utilizados.

(13,0%)

6
Pulmonar se's ;3%

- 2 (4,3%,;

1(2.2%)
Melanoma gy 13 (6 2%)

1(2,2%)
SNC o —s (719

Lo 1(2,2%)
Neuroendocrind g —7 (¢ 1%)

. ey s 11(23,9%)
LinfOCitario  — s (5%

S NNNN.=—_————
3(6,5%)
OUtros s (6 2%)

0 20 40 60 80 100 120

Imunomarcacao positiva M Imunomarcagao negativa

Figura 7 - Distribuicao dos resultados da imunomarcacao (positiva/negativa), por grupo de marcadores utilizados,
sequndo o resultado (positivo ou negativo) (frequéncia absoluta e relativa: n = 257)

4.3.2. Concordancia diagndstica vs ICQ

Para avaliar a concordancia global entre o diagndstico citomorfoldgico e o resultado
da ICQ, os casos foram reagrupados em apenas duas categorias principais: positivos
(englobando os casos com diagndstico citomorfoldgico positivo ou suspeito para

malignidade) e negativos (correspondendo aos casos sem evidencia citomorfoldgica de
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malignidade). Este reagrupamento permitiu simplificar a andlise estatistica e centrar a
atencao na identificacao de possiveis discordancias diagndsticas, nomeadamente: falsos
positivos (ICQ positiva em casos com diagnéstico citomorfoldgico negativo) e falsos
negativos (ICQ negativa em casos com diagndstico citomorfoldgico positivo ou suspeito).
A Tabela 7 apresenta a distribuicao das amostras segundo o diagndstico

citomorfoldgico e o resultado da imunomarcacao ICQ.

Tabela 7 - Concordancia entre o diagndstico citomorfologico e o resultado da ICQ

(n=257)
. Diagnéstico citomorfoldgico
Imunomarcacao — -
Positivo Negativo
Positiva 40 6
Negativa 20 191
Total 60 197

O Teste de Qui-Quadrado revelou uma associagao estatisticamente significativa
entre as varidveis (y ?=726,681 p < 0,007) confirmando que o resultado daimunomarcagao
estd fortemente associado a classificacao morfoldgica atribuida, uma vez que sao
interdependentes.

No entanto, importa salientar que uma imunomarcacao negativa nao corresponde
necessariamente a um diagndstico negativo, ou seja, nao exclui necessariamente a
presenca de neoplasia; tal como uma imunomarcacao positiva nao implica, por si sg,
malignidade. Por exemplo, o marcador CD68 pode apresentar imunoreatividade em
contexto inflamatdrio, refletindo apenas a presenca de histiécitos/macréfagos, sem
qualquer significado neoplasico. Inversamente, a auséncia de expressao do marcador RE
nao invalida a presenca de carcinoma mamario, como acontece nos carcinomas triplo-
negativos, que sao inequivocamente malignos, apesar da imunomarcacao negativa para
este marcador.

Posto isto, os resultados da ICQ foram comparados com o diagndstico e follow-up
do doente, aferindo assim o desempenho da técnica. Apds esta analise da base de dados,
foram identificados 7 FN, 1 FP, 46 verdadeiros positivos (VP) e 203 verdadeiros negativos
(VN). A partir destes valores, calcularam-se os sequintes indicadores de desempenho

diagndstico da ICQ, discriminados na Tabela 8.
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Tabela 8 - Indicadores de desempenho da ICQ. em relagdo ao diagndstico

citomorfoldgico

Indicadores de desempenho Total
Sensibilidade (VP / (VP+FN)) 86,8%
Especificidade (VN / (VN+FP)) 99 5%
Valor Preditivo Positivo (VPP) (VP / (VP+FP)) 97.9%
Valor Preditivo Negativo (VPN) (VN / (VN+FN)) 96,6%
Taxa de discordancia ((FP+FN) / Total) 31%
Concordancia global do teste ((VP+VN) / Total) 96,9%

Abreviaturas: VP: verdadeiro positivo; FN: falso negativo; FP: falso positivo; VN: verdadeiro

ESCOLA
SUPERIOR
DE SAUDE

negativo; VPP: valor preditivo positivo; VPN: valor preditivo negativo.

A técnica demonstrou uma sensibilidade de 86,8% e uma especificidade ainda

superior, atingindo os 99,5%; valores que se traduzem em valor preditivo positivo (VPP) e

valores preditivos negativos (VPN) elevados, baixa taxa de discordancia e elevada taxa de

concordancia global entre o diagndstico citomorfoldgico e a ICQ, refletindo a robustez da

técnica, embora esta dependa, em grande parte, da sua elevada especificidade em excluir

FP. Ainda, com o objetivo de avaliar o impacto do tipo de processamento e do método de

coloracao/preservacao, no desempenho global da ICQ, os casos analisados foram

distribuidos nas categorias de desempenho diagndstico, permitindo calcular a

sensibilidade, especificidade e concordancia global da técnica para cada varidvel, conforme

sintetizado na Tabela 9.

Tabela 9 — Andlise dos indicadores de desempentho ICQ, por tipo de processamento e coloragdo,/ preservagao

(n=257)
Indicadores de desempenho
Concordancia
Sensibilidade Especificidade
FN FP VP VN global do teste
(VP/(VP4FN)) (VN /(VN+FP)) (VPYVN) / Total)
Processamento
E}'fgj;”t”fugagao 7 1 39 196  848% 99,5% 96,7%
ThinPrep (n=14) 0O O 7 7 100,0% 100,0% 100,0%
Coloracao/
preservacgao
PAP (n=155) 5 0 29 121 85,3% 100,0% 96,8%
PEG (n=46) 0 1 13 32 100,0% 97,0% 97,8%
MGG (n=56) 2 0 4 50 66,7% 100,0% 96,4%

Abreviaturas: VP: verdadeiro positivo; FN: falso negativo; FP: falso positivo; VN: verdadeiro negativo.
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O Teste Exato de Fisher confirmou a associacdo estatisticamente significativa
entre as varidveis (p= 0,021), que sugere que o tipo de processamento pode influenciar o
desempenho diagndstico da 1CQ. Embora o grupo 7hinPrep tenha apresentado
sensibilidade e especificidade de valor maximo, com auséncia de FP e FN, deve-se
interpretar este resultado com cautela, dado o reduzido nimero de casos (n = 14)
comparativamente a citocentrifugacao (n = 243), que apresentou valores elevados de
desempenho, com uma sensibilidade de 84,8% e especificidade de 99,5%, reforcando uma
vez mais a importancia da técnica com este tipo de processamento.

Relativamente a coloracao/preservacao, a coloragao com o método de PAP obteve
uma sensibilidade de 85,3% e uma especificidade de 100,0% e uma concordancia global de
96,8%. A preservacao em PEG evidenciou sensibilidade maxima (100,0%), mas uma ligeira
redugao na especificidade (97,0%), devido a presenca de um tnico FP, resultando assim
numa concordancia global de 97,8%. Por sua vez a coloracao com MGG apresentou
sensibilidade bastante inferior (66,7%), apesar de especificidade maxima (100,0%),
totalizando uma concordancia global de 96,4%. A andlise global revelou uma associagao
estatisticamente significativa entre o método de coloragdo/preservacao e o desempenho
diagndstico da técnica de ICQ, através do Teste Exato de Fisher-Freeman-Halton (p =
0,023), sugerindo que poderiam existir variacdes relevantes entre os métodos de
coloracao/preservacao testados.

Com o intuito de fazer a avaliagao entre pares de métodos (PAP vs MGG, PAP vs
PEG, MGG vs PEG), e dado o reduzido niimero de FP e FN, a andlise estatistica foi realizada
em tabelas 2x2, em que os resultados do desempenho diagndstico da 1CQ foram
reagrupados em duas categorias: resultados corretos (todos os casos classificados como
VP ou VN) e resultados incorretos (todos os casos FP ou FN). A aplicacao do Teste Exato de
Fisher e respetivo teste post hocnao confirmou a existéncia de associacao entre os pares
de varidveis (p = 1,000, em todas as comparacoes), sugerindo que embora se observem
variacoes nos indicadores individuais de desempenho, essas diferencas nao sao
estatisticamente significativas quando os resultados sao agrupados apenas como corretos

ou incorretos.
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433. Marcacao com Ck AE1/AE3: concordancia diagndstica

Considerando a elevada frequéncia de amostras testadas com o marcador Ck
AE1/AE3 (n=123; 47,9%), justifica-se uma andlise detalhada do seu desempenho, ndo s6
pela representatividade na amostra total, como também pela sua relevancia clinica para
identificacao de neoplasias epiteliais metastaticas no SNC. A Tabela 10 apresenta a
distribuicao dos casos segundo o resultado da imunomarcacao com o marcador Ck

AE1/AE3 e o diagndstico citomorfoldgico.

Tabela 10 - Concordancia entre diagnostico citomorfoldgico e o resultado da ICQ, para o marcador
CkAET/AE3 (n=123)

Diagnéstico citomorfoldgico

Imunomarcacao — -
Positivo Negativo
Positiva 19 0
Negativa 4 100

O Teste de Qui-Quadrado revelou uma associagao estatisticamente significativa
entre o diagndstico citomorfoldgico atribuido e o resultado da ICQ para o marcador Ck
AE1/AE3 (y2=97,701- p < 0,007), reforcando a robustez diagndstica deste marcador na
detecao de carcinomas epiteliais metastaticos em amostras de LCR.

Na Tabela acima encontra-se a concordancia bruta entre o diagndstico
citomorfoldgico e a imunomarcacao com o marcador Ck AE1/AE3; contudo na andlise
individual dos casos, houve integracao de dados complementares (repeticao da 1CQ,
correlagao histoldgica e follow-upclinico). Nessa mesma revisao, um dos quatro casos com
diagndstico citomorfoldgico positivo e imunomarcacao negativa foi considerado como VN,
por auséncia de confirmacao de malignidade na andlise subsequente. Dai, foram
identificados 19 VP, 3 FN, 101 VN e nenhum FP. Estes dados permitiram calcular os

indicadores de desempenho do marcador de Ck AE1/AE3, descritos na Tabela 11.

Tabela 17 - Indicadores de desempento da ICQ, com o marcador Ck AET/AE3

Indicadores Total
Sensibilidade (VP / (VP+FN)) 86,4%
Especificidade (VN / (VN+FP)) 100,0%
Valor Preditivo Positivo ((VPP) VP / (VP+FP)) 100,0%
Valor Preditivo Negativo ((VPN) VN / (VN+FN)) 97 1%
Taxa de discordancia ((FP+FN) / Total) 2,4%
Concordancia global do teste ((VP+VN) / Total) 97 5%

Abreviaturas: VP: verdadeiro positivo; FN: falso negativo; FP: falso positivo; VN: verdadeiro
negativo; VPP: valor preditivo positivo; VPN: valor preditivo negativo.
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43.4. Marcacao com Ck AE1/AE3: processamento e coloracao

Para avaliar o impacto do tipo de processamento e do método de
coloracao/preservacao no desempenho daimunomarcacao com o marcador Ck AE1/AE3,
analisou-se a distribuicao dos casos segundo as categorias: VP, VN, FP e FN.

No processamento por citocentrifugacao, obtiveram-se 18 VP, 3 FN, 98 VN e O FP;
enquanto que para o processamento por 7AinPrepobservaram-se apenas1VP e 3 VN, com
OFPeOFN.

Quanto ao tipo de coloracao, a técnica por PAP revelou 12 VP, 3 FN, 56 VN e O FP;
enquanto por MGG verificou-se 1 VP, 29 VN, com O FN e O FP. A preservacao em PEG
mostrou-nos 6 VP e 16 VN,com O FP e O FN.

Combase nesses valores absolutos, foram calculados os indicadores de desempenho
(sensibilidade, especificidade e concordancia global), organizados por método de
preparacao/coloracao da amostra.

Os respetivos valores encontram-se sintetizados na Tabela 12.

Tabela 12 — Desempenho diagndstico da ICQ com o marcador Ck AET/AE3, sequndo tipo de processamento e
coloragao/preservagao (n=123)

Indicadores de desempenho

Concordancia

EN EP vp VYN Sensibilidade Especificidade global do teste

(VP/(VP+FN)) (VN /(VN+FP)) (VPsVN) / Total
Processamento
Citocentrifugacao 3 0 18 98 857 100,0 97,5%
ThinPrep 0O 0 1 3 100.0 100,0 100,0%
Coloragao/
preservacgao
PAP 3 0 12 56 80.0 100,0 95,8%
PEG 0O 0O 6 16 100.0 100,0 100,0%
MGG 0O 0 1 29 100.0 100,0 100,0%

Abreviaturas: VP: verdadeiro positivo; FN: falso negativo; FP: falso positivo; VN: verdadeiro negativo.

A andlise mostra que todos os métodos apresentaram especificidade maxima
(100,0%), o que reforca a capacidade do marcador Ck AE1/AE3 em evitar FP,
independentemente do método de processamento e coloragao/preservacao.

A sensibilidade variou entre os grupos, no processamento por 7hinPrep obteve
100,0%, enquanto que por citocentrifugacao o valor foi relativamente mais baixo (85,7%).
Nos grupos de coloracao: PAP obteve 80,0% e PEG e MGG com 100,0%.
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Apesar da variabilidade observada, a concordancia global manteve-se elevada em
todas as condicoes, mostrando desempenho robusto, especialmente nas amostras
processadas por citocentrifugacao e coradas com PAP, sustentando a fiabilidade da
imunomarcagao com o marcador Ck AE1/AE3 em diferentes condi¢des técnicas.

No que respeita ao tipo de processamento, nao se observou associagao
estatisticamente significativa com os resultados da ICQ (Teste Exato de Fisher com p =
1,000), o que podera dever-se ao nimero reduzido de amostras processadas por 7hinPrep
(n = 4), comprometendo a utilidade da comparagao; embora se tenha observado uma taxa
ligeiramente superior de imunomarcacoes positivas com este tipo de processamento.

Por outro lado, também nao se identificou associacdo estatisticamente significativa
entre o tipo de coloracdao/preservacao e o desempenho diagndstico da ICQ com Ck

AE1/AE3, confirmada pelo Teste Exato de Fisher-Freeman-Halton (p=0,324).

4.4. Contributo diagnéstico da técnica de ICQ em amostras de LCR

Com o objetivo de aferir o contributo da ICQ no contexto da avaliacao citopatoldgica
das amostras de LCR, todas as laminas incluidas no estudo foram revistas de forma
independente por trés observadores, com formacao e experiéncia na drea. Verificou-se
concordancia total entre os avaliadores relativamente a classificacao atribuida ao tipo de
contributo da ICQ para o diagndstico final.

Esta abordagem visou avaliar de forma pratica o valor da técnica de ICQ na
interpretacao diagndstica de amostras citologicas de LCR.

A analise descritiva revelou que, na maioria dos casos (n = 221; 86,0%) a técnica de
ICQ contribuiu diretamente para o diagndstico final. Em 17 casos (6,6%) a técnica foi
considerada util de forma complementar ao fornecer informacoes adicionais ao diagndstico
citomorfoldgico (“ajudou no diagndstico”), enquanto que em 12 casos (4,7%) nao se
verificou qualquer contributo diagndstico da I1CQ. Apenas 7 casos (2,7%) apresentaram
discordancia entre os resultados daimunomarcacao e o diagndstico final estabelecido.

A Figura 8 resume graficamente esta distribuicao, ilustrando o papel global da ICQ

na avaliacao citologica de LCR.

28



P.PORTO [N

Nao
Discordante (n=7) contribuiu  Ajudou (n=17)

Figura 8 - Distribuicdo do contributo diagndstico da técnica
de ICQ nas amostras de LCR (n = 257)

A categorizacao proposta demonstrou-se eficaz na valorizagao praticada ICQ como
ferramenta diagndstica em amostras citoldgicas de LCR, permitindo distinguir casos com
impacto decisivo, complementar, nulo e ainda contraditdrio. Os dados evidenciam a elevada
utilidade clinica da técnica, com mais de 90% das amostras analisadas a beneficiarem da

sua aplicacao em contexto diagndstico.

4.41. Associacao entre varidveis técnicas e o contributo da ICQ para o diagndstico

A andlise do contributo da ICQ para o diagndstico final representa uma etapa
essencial na avaliacao da utilidade clinica da técnica em amostras de LCR. Esta abordagem
permite aferir se determinadas condic6es técnicas ou contextos morfoldgicos favorecem
ou limitam a utilidade da ICQ no processo diagnastico.

Neste contexto, torna-se relevante explorar se o tipo de processamento da
amostra, nomeadamente se o processamento por citocentrifugacao ou por método de
ThinPrep, podera influenciar esse mesmo contributo. Apesar do processamento por
citocentrifugacao ser o método amplamente predominante no protocolo laboratorial em
estudo, importa perceber se a técnica influencia significativamente os resultados da ICQ,
nomeadamente se facilita ou limita a sua utilidade diagndstica.

0 método de coloragao/preservacao da amostra representa tambhém um fator
técnico potencialmente determinante para o desempenho e interpretacao da ICOQ.
Diferentes coloracdes, como o MGG e o PAP, e a solucao preservante de PEG, podem
influenciar a preservacao morfoldgica e antigénica, impactando tanto a intensidade, como

a especificidade e sensibilidade da imunomarcacao. A Tabela 13 apresenta a distribuicao
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dos casos segundo o tipo de processamento e sequndo o tipo de coloragao/preservacao da

amostra, analisando o contributo destas varidveis para diagnostico.

Tabela 13 - Contributo da ICQ para o diagndstico, por tipo de processamento de amostra e por tjpo de coloracao e
preservagao da lamina (n (%))

Contributo para o diagnéstico

Discordante  Nao contribuiu Ajudou Contribuiu
Tipo de processamento da
amostra
Citocentrifugagao 7(2,9) 12(4,9) 14 (5,8) 210(86,4)
ThinPrep 0(0,0) 0(0,0) 3(214) 1(78,6)
Tipo de Coloragao e/ou
preservacao dalamina
PAP 5(3,2) 8(5,.2) 8(5,2) 134 (86,5)
MGG 2(3,6) 1(1,8) 3(5,4) 50(89,3)
PEG 0(0,0) 3(6,5) 6(13,0) 37(80,4)

A andlise estatistica pelo Teste Exato de Fisher-Freeman-Halton nao revelou
associacao significativa entre o tipo de processamento e o contributo diagndstico (p =
0,179), sugerindo que o método de processamento nao influenciou de forma significativa o
contributo da ICQ para o diagndstico. Apesar de nao atingir significancia estatistica,
destaca-se a maior proporcao de casos na categoria “ajudou no diagndstico”, entre as
amostras processadas por ThinPrep (21,4% v. 5,8%), sem qualquer ocorréncia de
resultados discordantes ou sem contributo, o que pode também indicar potencial benéfico
emrelacao a este tipo de processamento.

No que diz respeito a coloracao/preservacao da lamina, o Teste também nao
evidenciou associagao estatisticamente significativa com o contributo diagndstico da 1CQ
(p=0,375),indicando que as variagdes entre os grupos nao foram suficientemente robustas
para atingir significancia estatistica. Contudo, a preservacao em PEG, apesar de menos
utilizada, apresentou uma proporcao relativamente elevada de casos classificados como
“ajudou no diagndstico” (13,0%), e ndo originou qualquer resultado discordante. Apesar
disso, deve ter-se em conta que este mesmo tipo de preservacao inclui também um caso

classificado como FP, o que limita a interpretacao do seu beneficio clinico.
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4.42. Associacao entre classificacoes diagndsticas e resultados ICQ com o seu contributo

para diagndstico

Com o intuito de compreender em que contextos os marcadores de ICQ se
revelaram mais ou menos Uteis para o diagndstico, foi analisada também a associacao
entre o contributo atribuido a ICQ e a classificacao diagndstica bem como com o resultado
daimunomarcacao.

Na Tabela 14, encontra-se descrita a distribuicao cruzada entre estas varidveis.

Tabela 14 - Distribuicdo do contributo de ICQ para o diagndstico final por classificacdo diagndstica e resultado 1CQ (r, %)
Contributo para o diagndstico

Discordante  Nao contribuiu Ajudou Contribuiu

Classificacao diagnéstica

Negativa 0(0,0) 4(2,0) 8(41) 185(93,9)

Positiva 6(11,8) 70137) 8(15,7) 30(58,8)

Suspeita 1(1,) 1(11,1) 1(11) 6(66,7)
Resultado ICQ

Negativo 7(33) 9(43) 12 (5,7) 183(86,7)

Positivo 0(0,0) 3(6,5) 5(10,9) 38(82,6)

A maioria das amostras com diagndstico citomorfoldgico negativo foi considerada
como tendo heneficiado da ICQ (93,9%), nao se verificando qualquer caso de discordancia
(0,0%). Por outro lado, nos casos com diagndstico citomorfoldgico positivo, a taxa de
contributo da ICQ foi inferior (58,8%), com maior proporgao de casos classificados como
“ajudou no diagndstico” (15,7%), “ndo contribuiu” (13,7%) e “discordante” (11,8%). Esta
tendéncia repete-se nos casos classificados citomorfologicamente como suspeitos, nos
quais a técnica de ICQ tambhém mostrou menor contributo direto (66,7%) e maior dispersao
nas diferentes categorias.

Quanto ao resultado daimunomarcacao, observou-se que a maioria dos casos com
ICQ negativa foi considerada contributiva para o diagndstico (86,7%), embora a proporgao
de casos discordantes ou sem contributo bastante reduzida (3,3% e 4,3%, respetivamente).
Nos casos com ICQ positiva, observou-se uma ligeira reducao na taxa de contributo direto

(82,6%), e um ligeiro aumento de proporcao nos casos classificados como “ajudou no
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diagndstico” (10,9%) ou “nao contribuiu para o diagndstico” (6,5%), mantendo-se
inexisténcia de casos discordantes.

Por sua vez, o Teste Exato de Fisher-Freeman-Halton nao revelou associagao
estatisticamente significativa entre o resultado da ICQ e o contributo diagndstico (p =
0,303), sugerindo que, neste estudo, o simples fato da imunomarcacao ser positiva ou

negativa nao determinou por si s6 a percecao do seu contributo para o diagndstico final.

45. Avaliacaodaqualidade daICQ em amostras de LCR

45.1. Caracterizacao geral da qualidade da ICQ

A avaliacao da qualidade técnica da ICQ é essencial para garantir a fiabilidade da
interpretacao diagndstica, especialmente em amostras desafiantes como o LCR,
frequentemente caracterizadas por apresentarem baixa celularidade.

Nesta etapa do estudo, as laminas com imunomarcacao positiva foram revistas por
dois observadores independentes, nao se tendo registado discrepancias nas pontuacoes
atribuidas aos critérios avaliados, o que demonstra um elevado grau de concordancia
interobservador.

Dos 257 testes de ICQ realizados, apenas 46 casos (17,9%) apresentaram
imunomarcacao positiva, sendo estes os casos incluidos na avaliacao sistematizada
segundo os cinco critérios previamente definidos (PM, I, ME, Ml e C).

A Tabela 15 apresenta a distribuicao dos marcadores utilizados nas laminas com

imunomarcacao positiva (n = 46).
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Tabela 15 - Distribuicao dos marcadores imunocitoquimicos
avaliados, quanto d qualidade da imunomarcagao (n = 46)

Marcador n %
Ck AE1/AE3 19 13
TTF-1 6 13,0
CD20 3 6,5
Mieloperoxidase 2 43
CD45 2 43
Actina 1 2.2
Desmina 1 2.2
Sinaptofisina 1 2.2
Ck CAM.2 1 2.2
CD56 1 2.2
CD30 1 2.2
CD99 1 2.2
Ck7 1 2.2
GATA3 1 2.2
GFAP 1 2.2
PAX-5 1 2.2
PGM 1 2.2
RE 1 2.2
5100 1 2.2

Abreviaturas: Ck, citoqueratinas; TTF, fator de transcricao da
tiroide; CD, cluster of differentiation. Mieloperoxidase, marcador
de linhagem mieldide; Actina, marcador de musculo liso; Desmina,
marcador de diferenciagao muscular; Sinaptofisina, marcador e
diferenciacdo neuroenddcrina; GATA, fator de transcricdao
associado a tecidos mamadrios e uroteliais; GFAP, proteina dcida
fibrilar glial ; PAX-5, fator de transcricao de células B; PGM,
marcador histiocitdrio; RE, recetor de estrogénios; S100, proteina
de ligagao ao célcio, expressa em células gliais e melandcitos.

Devido ao facto de a distribuicao dos marcadores ser extensa e apenas um deles
apresentar um numero significativo de aplicacoes, optou-se por analisar os marcadores em
conjunto, em vez de se efetuar uma avaliagao individualizada.

A predominancia do marcador Ck AE1/AE3 (41,3%) entre as imunomarcacoes
positivas reflete o seu papel central nainvestigacao de carcinomas epiteliais em LCR, sendo
também aquele que apresentou melhor desempenho geral, nas andlises anteriores. A
diversidade dos restantes marcadores utilizados reflete a amplitude das suspeitas
diagndsticas abordadas através da ICQ. Por exemplo, o marcador TTF-1 reflete a sua
utilidade na identificacao de neoplasias pulmonares e a presenca de marcadores como o
CD20, CD30, CD45, PAX-5 ou CD99 evidencia a tentativa de caraterizacao de neoplasias

hematolinfdides, frequentemente desafiantes em contexto de amostragens de LCR.
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Contudo, a reduzida frequéncia destes e outros marcadores limita a possibilidade de uma
andlise estatistica robusta, sendo a andlise quantitativa e a avaliacao de qualidade mais
informativas quando consideradas de forma agregada.

A distribuicao da pontuacao final da avaliacao da qualidade técnica de ICQ, nos 46
casos com imunomarcacao positiva, revelou uma média de 22,83 + 3,49 e mediana de 24
pontos (num minimo de O e mdximo de 27 pontos). Estes resultados confirmam, de uma
forma geral, uma qualidade técnica elevada na execucao da ICQ. A maioria das laminas
obteve pontuac6es finais entre os 23 e os 27 pontos, destacando-se frequéncias mais
elevadas nas pontuacdes de 24 pontos (21,7%) e 25 pontos (23,9%). Apenas um caso (2,
2%) obteve a pontuacao minima de 9 pontos, o que pode indicar falhas técnicas pontuais ou
problemas de preservacao morfoldgica e/ou antigénica.

Em termos globais, a PM apresentou uma média de 2,59 + 0,58, tendo o valor
maximo atingido 63,0% das amostras, o que evidencia uma preservacao celular
satisfatdria na maioria dos casos. A Il registou uma média de 2,50 + 0,59, com 54,3% das
amostras a atingirem o valor maximo de pontuacao, refletindo boa expressao antigénica. A
ME, indicador de sensibilidade técnica, obteve a média mais elevada entre todos os critérios,
2,76 + 0,64, com 84,8% das amostras a receberem a pontuagao maxima, o que demonstra
excelente capacidade de detecao de células-alvo. Por sua vez, a MI, que avalia a
especificidade da técnica, apresentou uma média inferior, 2,43 + 0,58, ainda que a maioria
das amostras (47,8%) tenha igualmente atingido pontuacdes elevadas, ou seja, marcagao
inespecifica ligeira ou auséncia de marcacao de estruturas nao-alvo. Por fim, 0 C, que traduz
a nitidez da coloracao entre dreas positivas e negativas, revelou-se ligeiramente mais
heterogéneo, com uma média de 2,35 +0,71. Ainda assim, 47,8% das amostras atingiram o
valor mdximo, sendo que 13,0% ficaram na pontuacao minima (1 ponto), o que sugere
variagoes na clareza visual das imunomarcacoes.

Estes dados reforcam a consisténcia geral da técnica, demonstrando que, na
maioria dos critérios avaliados, a ICQ aplicada em amostras de LCR apresenta
desempenhos médios superiores a 2 pontos (numa escala de 0 a 3), 0 que sustenta a sua

adequacao técnica no contexto estudado.
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452. Andlise comparativa da qualidade da ICQ em funcao do tipo de

coloracao/preservacao

A avaliacao da qualidade da I1CQ, em funcao do tipo de coloracao ou preservacao
utilizada na preparacao das laminas (PAP, PEG ou MGG) teve como objetivo explorar se
determinadas metodologias de preparacao da amostra influenciam o desempenho técnico
da imunomarcacao, quantificado através da grelha de critérios anteriormente descrita
(Tabela 5).

Entre as 46 amostras com imunomarcacao positiva, observou-se que a maioria
destas amostras foi previamente submetida a técnica de coloracdo de PAP, (n=28; 60,9%),
seguidas das laminas preservadas em PEG (n=14; 30,4%) e laminas coradas com MGG (n =
4, 8,7%). Posto isto, compararam-se as pontuagdes finais atribuidas a qualidade técnica da
ICQ apenas nestas amostras, e entre os métodos de coloracao/preservacao. A Tabela 16
resume os valores médios e os desvio-padrao (DP) associados, da pontuacao final da

qualidade da ICQ, por método.

Tabela 16 - Pontuacao final média da qualidade da ICQ em fungcdo do tipo de
coloragdo/ preservagao utilizada (n = 46)

Coloragao/Preservagao

Pontuacao Final

%

das laminas n (%) (Média + DP)
PAP 28 (60,9%) 23,21+2,96
PEG 14 (30,4%) 2193+455
MGG 4(8,7%) 2325+2,99

Apesar de pequenas variacoes entre os métodos, todas as coloracoes
demonstraram uma pontuacao média elevada, indicando desempenho técnico globalmente
satisfatdrio. A coloracao de PAP apresentou resultados mais consistentes (23,21 + 2,96),
muito semelhantes aos obtidos pela coloragao com MGG (23,25 + 2,99), embora o reduzido
nimero de amostras coradas com MGG (n = 4) limite a generalizagao dos resultados obtidos
para este método. Por sua vez, preservacao em PEG registou uma média ligeiramente
inferior (21,93 + 4,55), sugerindo maior variabilidade entre os casos. Estes dados sugerem
que, embora haja bons resultados e todas as abordagens sejam tecnicamente adequadas
para realizacao de ICQ em amostras de LCR, a preservacao em PEG poderd beneficiar de

maior padronizacao para garantir maior consisténcia nos resultados.
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Com o objetivo de avaliar se existem diferencas estatisticamente significativas
entre os diferentes métodos quanto ao desempenho técnico da ICQ, foi aplicado o teste nao
paramétrico de Kruskal-Wallis, considerando a pontuacao final entre os diferentes
métodos de coloracdo/preservacao, bem como cada um dos cinco critérios de avaliagao,
individualmente.

A analise revelou que nao houve diferencas significativas na pontuacao final global
entre os trés métodos (H = 0,680; p= 0,712), nem nos critérios PM (H = 3,452; p=0,178), Il
(H=1187; p=0,552), ME (H=0,244; p=0,885) ou C (H=0,034; p=0,983). Contudo, para o
critério MI, foi identificada uma diferenca estatisticamente significativa (H = 6234; p =
0,044). Verificou-se que a coloracdo com MGG obteve pontuacdo maxima neste critério,
refletindo auséncia de marcacao inespecifica e maior especificidade.

A Figura 9 apresenta a distribuicao qualitativa das categorias atribuidas a cada um
dos cinco critérios avaliados, permitindo comparar visualmente a frequéncia das diferentes

classificagdes entre os métodos de coloragao/preservacao.

m0%a10%
1% a50%
51% a90%

B 91%a100%

P - B Marcacao nula
H Auséncia de preservacao ¢

Preservacao deficiente Fraca Intensidade

- S - Moderada Intensidade
Preservacao com ligeiras alteracdes

- H Forte Intensidade
A mPreservacao completa B : c

® Marcagao inespecifica grave m Coloragao que invalida avaliacao
Marcacaoinespecificamoderada Coloragdes com deficiéncias moderadas
Marcacaoinespecifica ligeira
Gaonespeciiicaligel Coloragdes com deficiéncias ligeiras
m Auséncia de marcagao de estruturas nao- .
alvo B Coloracao nitida e com bom contraste
D E

Figura 9 - Representacdo grafica da distribuicdo do nimero de casos com imunomarcagao positiva (n = 46), de acordo
com os cinco critérios de qualidade técnica avaliados, segundo método de coloragcdo,/preservacdo (PAP. MGG, PEG)

(A) - Preservacao da morfologia; (B) - Intensidade da imunomarcacao; (C) —~Marcacao especifica; (D) — Marcacao inespecifica;
(E) - Contraste.
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Ja a Figura 10 apresenta as médias e desvios-padrao de cada critério de qualidade

para os trés métodos, permitindo uma leitura visual imediata das variagoes entre eles.

4

35
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Preservacao da Intensidade da Marcacao Especifica Marcacao Inespecifica Contraste (C)
Morfologia (PM) Imunomarcacao (1) (ME) (M1)

HPAP PEG MGG

Figura 10 - Comparagdo das médias (+ desvio padrdo) dos critérios da qualidade técnica avaliados (PM, I,
ME, Ml e C), segundo o método de coloracdo/ preservagao da amostra (PAP, PEG e MGG)

Estes grdficos permitem uma leitura imediata e objetiva das variacdes no
desempenho técnico, permitindo identificar padrdes ou discrepancias especificas entre os
métodos. Destaca-se, por exemplo, média mais elevada da Ml em amostras coradas com
MGG, que, segundo a grelha de avaliacao utilizada, se traduz em auséncia de marcacao de
estruturas nao-alvo, ou seja, maior especificidade. Em contrapartida, os métodos PAP e
PEG demonstraram maior consisténcia global, com médias superiores das pontuacoes nos
critérios de PM e ME, independentemente do método.

Esta analise grdfica permite também reforcar observacdes anteriormente
descritas, mostrando que, embora ndo tenham sido identificadas diferencas
estatisticamente significativas na maioria dos critérios, existem variacées nos
desempenhos individuais, que podem ter implicac6es praticas, em contexto laboratorial.

Em conjunto, estes resultados indicam que a Il e PM sao os principais fatores
determinantes e os quais tém maior peso na percecao da qualidade da técnica de ICQ em

amostras de LCR.
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5. Discussao

A principal forca deste estudo reside no tamanho da amostra, composta por 257
testes de ICQ realizados em amostras de LCR, numero substancialmente superior ao
observado na maioria dos estudos publicados até hoje, frequentemente limitados a séries
de pequena escala ou estudos de caso. Esta dimensao confere maior poder analitico e
reforca a validade dos resultados obtidos. A populacao estudada revelou uma ampla
dispersao etaria, com idades compreendidas entre os 4 meses e os 85 anos, refletindo a
diversidade de indicacoes clinicas para estudo do LCR. A distribuicao anual revelou uma
tendéncia relativamente estdvel ao longo do tempo, comumalligeirareducao em 2023, sem
explicacao clinica ou técnica evidente.

Do ponto de vista do desempenho diagndstico, a técnica de ICQ demonstrou uma
sensibilidade de 86,8% e especificidade de 99,5%. Estes valores traduzem-se em elevados
indices de fiabilidade, com VPP de 97,9% e VPN de 96,7%, uma taxa de discordancia global
reduzida (3,1%) e excelente capacidade para excluir FP. Estes resultados estao alinhados
com os valores de referéncia sugeridos pelo CAP, que recomenda, para validacao clinica de
ensaios ICQ, valores de concordancia global do teste = 90,0% (55). Embora a sensibilidade
no presente estudo se encontre ligeiramente abaixo deste valor, a especificidade superior
a 99,0% e a elevada concordancia global do teste (96,9%) sustentam a fiabilidade da
técnica em contexto diagndstico. Comparando com a literatura, estes resultados
demonstram desempenho robusto e claramente superior ao da citologia isolada do LCR,
cuja sensibilidade raramente ultrapassa os 70,0%, apesar de manter especificidades
elevadas (9,29,43,66,67). Estes dados confirmam a utilidade da ICQ como indispensavel
no estudo do LCR, especialmente em situacoes de baixa celularidade, onde a citologia
convencional por si s6 pode ser insuficiente para confirmacao de malignidade.

A relevancia da ICQ em contexto diagndstico é também destacada nas guidelines
conjuntas da EANO e da ESMO, que recomendam ser usada como técnica complementar
em todos os casos de suspeita clinica de metastase leptomeningea, particularmente
guando os achados citoldgicos sao inconclusivos (67). Nestes contextos, a aplicacdo de
painéis de marcadores especificos pode aumentar substancialmente a detecao de células
tumorais em amostras de LCR, especialmente quando as alteragcdes morfoldgicas sao mais

discretas (67). Os resultados do presente estudo comprovam esta recomendacdo, ao
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demonstrar que a ICQ foi determinante para confirmar ou esclarecer casos suspeitos e
reduzir possiveis casos diagnosticados incorretamente como negativos.

A andlise do desempenho da ICQ de acordo com as varidveis técnicas,
nomeadamente em funcao do tipo de processamento da amostra (por citocentrifugacao vs
ThinPrep) e 0 método de coloracdo ou preservacgao prévia da amostra (PAP, PEG e MGG),
revelou diferencas relevantes no que diz respeito a sensibilidade, especificidade e
concordancia global da técnica. Apesar do total de amostras processadas por 7hinPrep
representar apenas 54% dos casos (n = 14), este método atingiu sensibilidade e
especificidade de 100,0%, sem qualquer caso de FP ou FN; contudo, a quantidade reduzida
de casos obriga a que estes valores sejam interpretados com cautela. Estudos recentes,
como o de Otto et al. destacam que, embora possam ocorrer perdas antigénicas na auséncia
de preservacoes adequadas, o método por T7hinPrep pode favorecer uniformizacao
morfoldgica, aparentando ser uma alternativa valida a técnica convencional por esfregaco,
sobretudo quando combinada com técnicas moleculares ou ICQ (25). J& o processamento
por citocentrifugagcao, amplamente utilizado no estudo (n = 243), confirmou-se como
método de eleicao, com sensibilidade de 84,8%, especificidade de 99,5% e concordancia
global de 96,7%. A sua capacidade de concentrar o material celular em drea bem delimitada
facilita a avaliacao morfoldgica, mas sobretudo a aplicacao de técnicas adicionais
subsequentes, como é o caso da ICQ (68). Assim, os dados sustentam a hipétese de que o
método de preparacao pode ter impacto no desempenho técnico da imunomarcacao em
LCR.

No que diz respeito ao método de coloracao/preservacao da amostra anteriores a
realizacao da técnica de ICQ, a andlise comparativa evidenciou que a preservacao em PEG,
sem qualquer tipo de coloracao prévia, atingiu sensibilidade de 100,0%, com uma ligeira
redugao da especificidade (97,0%), devido a um tnico caso de FP. Este dado sugere que,
embora a auséncia de coloracao possa preservar melhor os epitopos antigénicos, pode
também comprometer a interpretacao morfoldgica. Neste contexto, as coloracoes
convencionais (PAP e MGG) oferecem uma vantagem adicional ao permitir a avaliagao
citomorfoldgica anterior a técnica de 1CQ, aumentando também a seguranca diagndstica,
sobretudo em amostras de baixa celularidade. Assim, a coloracao por PAP, utilizada na

maioria dos casos, revelou melhor equilibrio entre a qualidade morfoldgica e o desempenho
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técnico, com sensibilidade de 85,3%, especificidade de 100,0% e concordancia global de
96,8%, confirmando a sua fiabilidade como método pré-analitico. Por sua vez, a coloracao
com MGG apresentou sensibilidade mais baixa (66,7%), apesar de manter especificidade
maxima, sugerindo que pode interferir na detecao de epitopos sensiveis a fixacdo e/ou ao
pH (25). Estes dados estdo em consonancia com a revisao publicada por Tran & Villa, que
destaca a importancia dos fatores pré-analiticos (fixacdo, coloracdo e tempo de
processamento) como determinantes na qualidade e reprodutibilidade da imunomarcacao
em amostras de citologia (26). A variabilidade observada entre os diferentes métodos
reforca a pertinéncia do estudo em quantificar diretamente o impacto dos fatores pré-
analiticos na I1CQ do LCR, destacando a necessidade constante de validacdes internas e
adocao de protocolos padronizados, tal como recomendado pelas diretrizes internacionais
(67,68). Neste ponto do estudo, ndao se encontrou evidéncia de que o tipo de
coloracao/preservacao influencia significativamente o desempenho diagndstico daICQ em
amostras de LCR. Note-se que, apesar de um Teste Exato de Fisher com significancia
estatistica prévio, as comparacoes par-a-par (PAP vs PEG; PAP vs MGG; PEG vs MGG) nao
foram significativas apds reagrupamento em “resultados corretos vs incorretos”, refletindo
evidéncia de que nao ha diferencas significativas entre os pares.

Neste estudo, foram revistos 33 marcadores distintos, os quais foram agrupados
em categorias tumorais e a analise de distribuicao dos resultados revelou que a taxa de
imunomarcacoes positivas variou significativamente consoante o grupo utilizado, o que
indica também que o desempenho da ICQ ndo depende apenas da presenca de células
tumorais, mas sim da escolha do painel de marcadores, com base na morfologia e no
contexto clinico. O estudo centrou-se sobretudo no marcador de Ck AE1/AE3, utilizado em
123 das 257 amostras (47,9%). E um marcador que combina dois clones dirigidos contra
multiplos epitopos de Ck epiteliais, amplamente utilizado na identificacao de carcinomas,
incluindo os de potencial metastatico para o SNC. Os dados obtidos revelaram um étimo
desempenho da imunomarcacao com este marcador em especifico, com 86,36% de
sensibilidade, 100,0% de especificidade, valor que confirma a elevada fiabilidade da técnica
na exclusao de FP e uma concordancia global de 97,56%. Estes resultados estao de acordo
com o estudo de Chavali et al., que reportam valores de VPP de 100,0% para AE1/AE3 em

citologia de LCR (46). A presenca de 3 casos FN pode ser atribuida a varidveis pré-
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analiticas, como a degradacao antigénica ou fraca expressao tumoral, o que vai também
reforcar a importancia da escolha do método de preservacao e fixacao, anteriormente
discutido (25,68).

A associacao estatistica entre o resultado da ICQ com AE1/AE3 e o diagndstico
citomorfoldgico foi altamente significativa, reforcando o papel deste tipo de marcador para
o diagndstico de malignidade em LCR. Este mesmo desempenho corrobora a literatura, na
qual este marcador é considerado o principal de rastreio epitelial, particularmente util em
liquidos bioldgicos, salientando a sua expressividade em tumores metastdticos e a sua
aplicabilidade mesmo em amostras com pouca celularidade (25,26).

Para além do seu excelente desempenho global, a andlise estratificada do marcador
Ck AE1/AE3 por varidveis técnicas associadas a preparacdao da amostra (tipo de
processamento e método de coloragao ou preservacgao), permitiu avaliar a importancia
deste marcador em diferentes condicoes técnicas. No processamento por
citocentrifugacao, observou-se uma sensibilidade de 85,7%, especificidade de 100,0% e
concordancia global de 97,5%. O processamento por 7hinPrep apresentou valores de
sensibilidade, especificidade e concordancia global de 100,0%, sem qualquer caso de FP ou
FN. Estes resultados indicam que este marcador mantém um desempenho estdvel e fidvel,
independentemente do tipo de processamento utilizado. Ainda assim, a auséncia de
significancia estatistica no Teste Exato de Fisher sugere que a diferenca observada entre
métodos podera ser atribuida a reduzida amostragem de casos processados por 7hinPrep
(n = 4), e ndo a uma verdadeira variacao de desempenho. No que diz respeito ao tipo de
coloracao/preservacao, o marcador de Ck AE1/AE3 mostrou especificidade de 100,0% em
todos os métodos, sem qualquer caso de FP, refor¢ando a sua elevada fiabilidade analitica;
contudo os valores de sensibilidade alteraram entre eles (MGG e PEG: 100,0% e PAP:
80,0%). No caso da coloragao por MGG, a sensibilidade mdxima baseou-se provavelmente
no reduzido nimero de casos (n = 14). Embora nao tenham sido encontradas diferencas
estatisticamente significantes entre o tipo de coloracao/preservacao e o desempenho do
marcador Ck AE1/AE3, especialmente neste tipo de amostras com baixa celularidade,
verificaram-se variacoes relevantes nos valores de sensibilidade entre os diferentes
métodos. Estes achados reforcam a influéncia dos fatores pré-analiticos na

imunomarcacao e o seu impacto no desempenho diagndstico (69,70). Nas comparacoes
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post hoc par-a-par também nao se verificaram diferencas. Em conjunto, os dados indicam
que o marcador Ck AE1/AE3 apresenta desempenho robusto em diferentes condicoes
técnicas, embora a padronizacao pré-analitica permaneca critica (25,26,69,70).

De forma integrada, os resultados obtidos demonstram que a técnica de ICQ em
amostras de LCR apresenta um desempenho global robusto, independentemente do
método de preparacao da amostra, ou do tipo de marcador avaliado, convergindo para a
conclusao de que a ICQ é uma ferramenta diagndstica altamente fidvel em LCR, com
desempenho estavel em diferentes condicdes laboratoriais, embora a padronizacao dos
procedimentos e a validacao continua permanecam essenciais para assegurar
reprodutibilidade e qualidade analitica.

Mais importante ainda, esta robustez técnica traduziu-se em elevado valor clinico,
uma vez que a ICQ contribuiu diretamente para o diagndstico em 86,0% das amostras (n =
221), sendo (il ("ajudou no diagndstico”) em 6,6% e nao contribuindo em 4,7%. Em 2,7% dos
casos, verificou-se discordancia com o diagndstico final. Valores como estes confirmam a
elevada utilidade clinica da técnica, principalmente em situacoes onde a citologia isolada
pode ser inconclusiva.

Embora o processamento por 7hinPrepe a preservacao em PEG tenham mostrado
proporcoes relativamente mais elevadas de casos na categoria “ajudou no diagndstico”,
nao se verificaram associacoes estatisticamente significativas entre estas e o contributo
diagndstico, refletindo, em ambas as varidveis, a limitacao do nimero de casos.

Importa sublinhar também que, o contributo diagndstico da ICQ nao depende
exclusivamente da imunomarcacao ser positiva ou negativa. Tanto imunomarcacoes
positivas como negativas podem ter utilidade diagndstica, de acordo com o contexto clinico.
A imunomarcacao pode confirmar malignidade ou apenas ajudar a direcionar o diagndstico.
Assim, o valor da ICQ nao depende apenas da positividade ou negatividade isolada, mas
estd intrinsecamente ligado ao tipo/painel de marcadores aplicados, ao contexto clinico do
pedido e a suspeita citomorfoldgica prévia. No presente estudo, esta interpretacao
contextualizada foi assegurada pela avaliacao integrada de cada caso, considerando nao
apenas o resultado da imunomarcacao, mas também, sempre que possivel, a evolucao

diagndstica subsequente (follow-up). As guidelines da EANO e ESMO recomendam a sua
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utilizacao na suspeita de metdstase leptomeningea, por permitir clarificar e sustentar o
diagndstico (67).

Tal dado, reforca a importancia de integrar os achados imunocitoquimicos no
contexto morfoldgico e clinico global, reforcando a necessidade de uma abordagem
multidisciplinar no diagndstico citoldgico de amostras de LCR.

No que diz respeito a avaliacao da qualidade técnica da ICQ em amostras de LCR, a
mesma assume um papel central, dado que este tipo de amostras apresenta
frequentemente baixa celularidade e fragilidade antigénica, tornando-as particularmente
desafiantes. No presente estudo, esta avaliacao foi realizada em apenas 46 amostras com
imunomarcacao positiva, por ser a condicao necessaria para aferir os critérios técnicos da
PM, II, ME, Ml e C. Importa salientar que os fatores de ponderacao atribuidos a cada critério
na grelha de avaliacao adotada do modelo de Ferro, foram definidos com base em
fundamentos tedricos e experiéncia técnica e nao com base em analises estatisticas
empiricas, como a deste trabalho. Neste modelo, a Il recebe o maior fator de ponderacao
(x3), a ME e Ml fatores intermédios (x2) e a PM e o C assumem ponderacdes inferiores (x1),
refletindo aimportancia atribuida e privilegiando a qualidade na pontuacao final (58).

A pontuacao final obtida revelou uma média elevada com baixa variabilidade
(22,83+3,49 pontos, em 27 possiveis), e com a maioria das laminas com pontuagdes entre
0s 23 e 0s 27 pontos, evidenciando a consisténcia global da técnica. A avaliacao individual
dos critérios também confirmou o bom desempenho técnico. A ME apresentou uma média
mais elevada (2,76x0,64), confirmando a capacidade da ICQ em evidenciar a presenca de
antigenos-alvo de forma fidvel. A PM (2,59+0,58) e a Il (2,50+0,59) mantiveram valores
elevados, confirmando boa conservacao estrutural e coloracao eficaz. No entanto, critérios
como a Ml (2,43+0,58) e o C (2,35+0,71), embora com médias satisfatdrias, revelaram
maior dispersao nos dados, sugerindo que estas variaveis ainda possuem grande margem
para melhoria, nomeadamente no controlo da coloracao de fundo e no contraste da
imunoreatividade.

Comparando os métodos de coloragao/preservacao, nao se observaram diferencas
estatisticamente significativas na pontuacao final global. Do mesmo modo, por critério
individual, também nao houve diferencas na pontuacao final da avaliacao da qualidade da

ICQ, exceto no critério correspondente a MI, no qual se verificou uma diferenca
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estatisticamente significativa, com a coloracao com MGG a apresentar menor MI, seguida
da coloracao com PAP e por fim da preservacao em PEG. Estes resultados indicam que,
apesar de todos os métodos se mostrarem adequados para a técnica de ICQ em amostras
de LCR, a coloracao com MGG tem vantagem especifica, no controlo do fundo, reforcando o
impacto dos fatores pré-analiticos e da otimizacao dos sistemas de detecao
imunocitoquimicos, na qualidade daimunomarcagao (36,52,69,71).

Em sintese, a qualidade técnica da ICQ foi elevada e consistente, com variacoes
subtis entre os diferentes métodos, sobretudo ao nivel da MI. Os dados validam a
viahilidade dos trés métodos de coloracao/preservacao da lamina, apenas com pequenos
ajustes praticos para consolidar a reprodutibilidade nas amostras de LCR.

Por fim, importa referir que no presente trabalho nao foram identificadas
discrepancias entre os observadores, o que confirma a elevada concordancia
interobservador e a aplicabilidade pratica da grelha utilizada. A concordancia entre
avaliadores é um dos indicadores mais relevantes na validacao de sistemas com
pontuacoes quantitativas, sendo essencial para garantir a reprodutibilidade diagndstica em
contextos com elevada variabilidade morfoldgica, como o do LCR.

Em sintese, este estudo cumpriu integralmente os objetivos propostos.
Relativamente ao desempenho diagndstico da ICQ em amostras de LCR, foi demonstrada
uma elevada especificidade e boa sensibilidade, confirmando a importancia da técnica na
confirmacao ou exclusao de malignidade. Quanto a qualidade técnica da imunomarcacao,
verificou-se que todos os métodos de coloracdo/preservacao se mostraram adequados,
embora o PAP tenha oferecido melhor equilibrio entre a preservacao antigénica e a
avaliacao morfoldgica, e 0 MGG se tenha destacado pelo menor nivel de MI. No que diz
respeito ao contributo diagndstico, a ICQ revelou elevada utilidade, ndo se encontrando
variacdes estatisticamente significativas entre os diferentes métodos de
coloracao/preservacao, ainda que se tenham observado tendéncias mais favordveis na
coloracao por ThinPrep e na preservacao em PEG. Finalmente, no desempenho e funcao
dos marcadores, a Ck AE1/AE3 destacou-se pela sua fiabilidade, confirmando o seu papel
central na identificacao de neoplasias epiteliais, em linha com a literatura. Estes resultados

validam a ICQ como técnica complementar essencial a citologia convencional, reforcando a
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sua aplicabilidade na pratica clinica didria e a pertinéncia da sua utilizacao sistematica em
amostras de LCR.

Apesar da robustez metodoldgica e do nimero de amostras incluidas no estudo
(n=257), o0 mesmo apresenta algumas limitacoes inerentes a natureza retrospetiva da
analise. A escassa celularidade em varias amostras de LCR constitui um desafio frequente,
por vezes dificultando a interpretacao morfoldgica e exigindo repeticées da técnica. A
auséncia de confirmacao histoldgica em todos os casos positivos ou suspeitos pode ter
impacto na classificacao final de alguns resultados, embora se tenha recorrido ao follow-up
clinico sempre que possivel. Além disso, o reduzido numero de casos em determinados
subgrupos técnicos, como é o caso do processamento por 7hinPrepou da preservacao em
PEG, acabou por limitar a estatistica, a nivel das comparacoes entre as variaveis.

Apesar destas limitacoes, os resultados obtidos sao consistentes, fazendo com que
o presente estudo abra caminhos para novas linhas de investigacao: serd importante
aprofundar a avaliacao dos fatores pré-analiticos, uma vez que estes se revelaram
determinantes para a qualidade da imunomarcacao; bem como desenvolver painéis de
marcadores dirigidos e adaptados a contextos clinicos especificos, permitindo aumentar a
sensibilidade diagndstica. A integracao da ICQ com outras metodologias, como a CF ou a
analise molecular de DNA tumoral circulante no LCR podera potenciar ainda mais a sua

utilidade clinica, reduzir os nimeros de FN e acelerar a tomada de decisao.
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6. Conclusao

Os resultados do presente estudo assumem particular relevancia por integrarem
uma analise global da 1CQ, com avaliacao integrada do desempenho diagndstico, contributo
clinico e qualidade técnica. A principalinovacao reside na quantificacao do contributo da 1CQ
em categorias operacionais de apoio ao diagndstico em LCR e da avaliacao da qualidade da
imunomarcacao, pioneira neste contexto.

O estudo demonstrou que a ICQ nao s6 complementa, como ultrapassa as
limitacdes da avaliacdo morfolégica. E uma técnica determinante em cendrios clinicos
ambiguos ou de escassa celularidade, reduzindo o nimero de FN e aumentando a
sensibilidade diagndstica, sobretudo em amostras paucicelulares. Para além disso, permitiu
identificar variaveis técnicas criticas: a citocentrifugacao destacou-se como o método de
processamento mais eficaz; a preservacao em PEG maximizou a sensibilidade; e a
coloracao com PAP ofereceu o melhor equilibrio entre preservacao morfoldgica e
intensidade daimunomarcacao.

Em conjunto, estes dados do estudo sublinham a importancia de incluir
sistematicamente a técnica de ICQ no estudo do LCR, sempre que haja suspeita de
malignidade. Reforca ainda a adocao de protocolos padronizados de processamento e
coloracao, dando especial atencao aos fatores pré-analiticos, bem como a utilizacao de
painéis de marcadores integrados no contexto clinico e morfoldgico, de modo a garantir
maior sensibilidade, sem comprometer a especificidade.

Os resultados deste trabalho apoiam a incorporacgao da técnica de ICQ como pratica
de referéncia em patologia molecular aplicada a amostras de LCR, com impacto direto na

fiabilidade diagndstica e no suporte a decisao clinica multidisciplinar.
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Anexos
Anexo | - Marcadores testados, no total de amostragem (n, %)
Marcadores n % Marcadores n %
ACTINA 4 1,6 GFAP 16 6,2
AE1/AE3 123 479 HMB45 1 0,4
CAM5.2 1 04 Mieloperoxidase 2 0,8
CD10 3 12 MNF116 3 12
cbnr 2 08 P40 1 04
CD20 12 47 P53 1 04
CD30 2 08 PAX5 3 12
CD34 9 35 PGM1 4 16
CD45 3 12 PSA 1 04
CD56 2 0,8 RE 4 16
CD99S 1 0,4 RP 1 04
Ck20 1 04 S100 6 23
Ck7 1 04 Sinaptofisina 17 6,6
Cromogranina 1 04 SOX10 7 2,7
DESMINA 3 12 TTH 13 51
EMA 2 0,8 WT1 1 0,4
GATA3 6 23 257 100,0
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Anexo Il - Caracteristicas dos marcadores avaliados

Marcadores Grupo Tipo de marcacao
Ck AE1/AE3 Citoqueratina
Ck CAM5.2 Citoqueratina citoplasmatica
Ck20 Citoqueratina
Ck7 Citoqueratina
EMA Citoqueratina citoplasmatica e membranar
MNF116 Citoqueratina citoplasmatica
P40 Citoqueratina nuclear
CD10 Linfocitario ) »
—= — citoplasmatica e membranar
CD30 Linfocitdrio membranar e/ou citoplasmdtica
CD34 Linfocitario
CD45 Linfocitario
CD56 Linfocitario membranar
CD99 Linfocitario
Mieloperoxidase Linfocitario citoplasmatica
PAX5 Linfocitario
GATA3 Mamério
RE Mamério nuclear
RP Mamério
HMBA45 Melanoma citoplasmatica
$100 Melanoma citoplasmatica e nuclear
SOX10 Melanoma nuclear

Cromogranina

Neuroenddcrino

Sinaptofisina

Neuroenddcrino

citoplasmatica

Actina Outros
cony Outros citoplasmatica e membranar
Desmina Outros citoplasmatica
P53 Outros nuclear
PGM Outros . .
citoplasmatica
PSA Outros
WT1 Outros
nuclear
TTH Pulmonar
GFAP SNC citoplasmatica
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Anexo lll - Exemplos de amostras observadas por microscopia 6tica
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Figura 71 - Gitologias de amostras de LCR, sujeitas a técnica ICQ, positivas para malignidade (imunomarcacdo com
diferentes tipos de marcadores)

a) imunomarcacao positiva para marcador PAX-5; em lamina previamente corada com PAP, comprova diagndstico final de Linfoma.
Ampliagao 100x;

b) imunomarcacao positiva para marcador Ck AE1/AE3 com recurso a teste de controlo; em lamina previamente corada com PAP,
comprova diagndstico de Carcinoma. Ampliagao 100x.

¢) imunomarcagao positiva para marcador TTF-1 com recurso a teste de controlo; em lamina previamente preservada em PEG,
comprova diagndstico de Adenocarcinoma do Pulmao. Ampliacdo 100x;

d) imunomarcacao positiva para marcador CD30; em lamina previamente corada com MGG, comprova diagnéstico de Linfoma
Anaplasico de Células Grandes. Ampliagao 100x.
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Figura 12 - Representacao microscadpica de amostra de LCR, classificada citomorfologicamente como suspeita de

malignidade
a) imunomarcacao suspeita para marcador Actina; em lamina previamente corada com MGG. Ampliagdo 100x;
b) imunomarcacao suspeita para marcador Actina; em lamina previamente corada com MGG. Ampliagao 400x;
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Figura 13 - Representagcdo microscopica de amostra
de LCR, negativa para malignidade
Coloracao MGG. Ampliacao 200x
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Figura 14 - Representagdo microscapica de amostra de LCR submetida a ICQ com
omarcador Ck AE1/AE3, negativo para malignidade

a) Coloracao prévia com PAP. Ampliagdo 200x
b) Teste de controlo. Ampliacao 50x
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Anexo |V — Protocolo da técnica citopatoldgica prévia ao estudo

Os protocolos utilizados seguiram os procedimentos internos em utilizacao no SAP
do IPOLFG, otimizados e validados para diagnastico citopatoldgico.

Para realizacao da técnica de ICQ, no que diz respeito a amostras previamente
coradas por PAP (fixacdo em metanol absoluto, imediatamente apés a colheita (10
minutos)):

» Remocao dalamela (filme) por imersao em acetona pura (5 minutos)
* Imersao em etanol a100% (1 minuto)

* Imersao em xilol (10 minutos)

* Imersao em etanol a100% (4 minutos)

* Hidratacao

* Aslaminas permanecem em PBS até inicio da fase analitica da técnica ICQ.

Por suavez, para as amostras com coloracao de MGG (secagem ao ar apés colheita):
» Remocao dalamela por imersao em acetona pura (15 minutos)

* Aslaminas permanecem em PBS até inicio da fase analitica da técnica ICQ.

Para preservacao em PEG (fixacdo imediata em metanol absoluto a 4 °C (30

minutos)):
= Aplicacaode duas ou trés gotas de solucao de PEG a 10% nas laminas ainda humidas, de
forma a cobrir toda a area do esfregaco.
= Apods a solidificacao desta solucao, as laminas foram arquivadas a temperatura
ambiente.

Antes da realizacao da técnica ICQ:

» Remogao do PEG, por imersao das laminas em etanol a 96% (10 minutos)

* Hidratacao

* Aslaminas permanecem em PBS até inicio da fase analitica da técnica I1CQ.
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