Ministério da Salde IN I
—
=i D
FIOCRUZ ool el
Fundacdo Oswaldo Cruz Instituto Nacional de Infectologia

Instituto Nacional de Infectologia Evandro Chagas Evandro Chagas

FUNDACAO OSWALDO CRUZ
INSTITUTO NACIONAL DE INFECTOLOGIA EVANDRO CHAGAS
MESTRADO PROFISSIONAL EM PESQUISA CLINICA

MARIA DULCE PORTUGAL ESTRADA

MANUAL TECNICO PARA OTIMIZACAO DO FLUXO DE AMOSTRAS PARA
DIAGNOSTICO ANATOMOPATOLOGICO FRENTE A EPIDEMIAS DE DOENCAS
INFECCIOSAS EMERGENTES: A EXPERIENCIA DO SERVICO DE ANATOMIA
PATOLOGICA NOS SURTOS DE FEBRE AMARELA EM PRIMATAS NAO HUMANOS

Rio de Janeiro

2020



MARIA DULCE PORTUGAL ESTRADA

MANUAL TECNICO PARA OTIMIZACAO DO FLUXO DE AMOSTRAS PARA
DIAGNOSTICO ANATOMOPATOLOGICO FRENTE A EPIDEMIAS DE DOENGAS
INFECCIOSAS EMERGENTES: A EXPERIENCIA DO SERVICO DE ANATOMIA
PATOLOGICA NOS SURTOS DE FEBRE AMARELA EM PRIMATAS NAO

HUMANOS

Rio de Janeiro

2020

Dissertacdo apresentada ao
Programa de POs-graduacao
do Mestrado Profissional em
Pesquisa Clinica do Instituto
Nacional de Infectologia
Evandro Chagas (INI) para
obtencao do grau de Mestre.

Orientador: Prof. Dr. Rodrigo
Caldas Menezes
Coorientadora: Prof.2 Dr.2 Luisa
Helena Monteiro de Miranda



Portugal Estrada, Maria Dulce.

Manual técnico para otimizagdo do fluxo de amostras para diagnostico
anatomopatologico frente a epidemias de doencas infecciosas emergentes: a
experiéncia do servico de anatomia patoldgica nos surtos de febre amarela
em primatas nac humanos / Maria Dulce Portugal Estrada. - Rio de janeiro,
2020.

1391, il

Dissertacao (Mestrado Profissional) - Instituto Nacional de Infectologia
Evandro Chagas, Pos-Graduagdo em Pesquisa Clinica, 2020.

Orientador: Rodrigo Caldas Menezes.
Co-orientadora: Luisa Helena Monteiro de Miranda.

Bibliografia: f. 128-139

1. Doencas infecciosas. 2. Anatomia patologica. 3. Indicadores da
qualidade. I. Titulo.

Elaborado pelo Sistema de Geracao Automatica de Ficha Catalografica da Biblioteca de Manguinhos/Icict/Fiocruz com os
dados fornecides pelola) antor(a), sob a responsabilidade de lgor Falce Dias de Lima - CRB-7/6930.




MARIA DULCE PORTUGAL ESTRADA

MANUAL TECNICO PARA OTIMIZAGAO DO FLUXO DE AMOSTRAS PARA
DIAGNOSTICO ANATOMOPATOLOGICO FRENTE A EPIDEMIAS DE DOENCAS
INFECCIOSAS EMERGENTES: A EXPERIENCIA DO SERVICO DE ANATOMIA
PATOLOGICA NOS SURTOS DE FEBRE AMARELA EM PRIMATAS NAO HUMANOS

Dissertacdo apresentada ao
Programa de POs-graduacao
do Mestrado Profissional em
Pesquisa Clinica do Instituto
Nacional de Infectologia
Evandro Chagas (INI) para
obtencao do grau de Mestre.

Orientador: Prof. Dr. Rodrigo
Caldas Menezes
Coorientadora: Prof.2 Dr.2 Luisa
Helena Monteiro de Miranda

Aprovada em: 18/fevereiro/2020.

BANCA EXAMINADORA

Prof.2 Dr.2 Marilia Santini (Presidente)
Doutora em: pesquisa clinica em doencas infecciosas
Instituto Nacional de Infectologia Evandro Chagas

Prof. Dr. Flavio Fernando Batista Moutinho
Doutor em: medicina veterinaria
Universidade Federal Fluminense

Prof.2 Dr.2 Janice Mery Chicarino de Oliveira Coelho
Doutora em: pesquisa clinica em doencas infecciosas
Instituto Nacional de Infectologia Evandro Chagas

Prof. Dr. Leonardo Pereira Quintella
Doutor em: pesquisa clinica em doencas infecciosas
Instituto Nacional de Infectologia Evandro Chagas



Aos meus pais, Paulo Marcio (in memoriam) e
Maria Célia, pelo apoio e carinho.

A minha irm3, Patricia, pela amizade e carinho.

Ao meu esposo, Rubén, pelo amor, dedicacao e
amizade infinitos.

Ao meu filho, Davi, meu amor, minha vida...



AGRADECIMENTOS

Ao meu orientador, Prof. Dr. Rodrigo Caldas Menezes, pela dedicacéo,
empenho e por ter aceitado esse desafio, muito além dos meus pensamentos.

A minha coorientadora, Prof.2 Dr.2 Luisa Helena Monteiro de Miranda, uma
grande amiga, agradeco pela parceria, amizade e dedicacao de todas as horas. Vocé
foi muito especial nessa minha trajetoria.

A Prof.2 Dr.2 Janice Coelho, chefe do SeAP/INI, uma grande amiga de longa
data, agradeco pela amizade, confianga e incentivo. Sem a sua acolhida nada disso
seria possivel.

A minha familia pelo carinho e pela amizade de sempre. Em especial aos meus
cunhados, Marco Antonio, que ha 18 anos me apresentou a anatomia patoldgica, e
Yanina pela amizade e carinho.

A equipe do SeAP/INI, pela ajuda nos momentos de auséncia para as aulas do
mestrado profissional e pelas fotografias tiradas do servico, em especial a Querem,
Kamila e Alessandra.

Ao meu amigo querido Marcos Francisco, pelos muitos dias de parceria e
amizade.

A todos os alunos do Mestrado Profissional 2018 que venceram 0s obstaculos
de cada dia junto a mim.

As minhas amiguinhas queridas do mestrado profissional, mas que levarei para
a vida toda, Maria Helena, Nathalia e Valéria, meu sincero agradecimento. Vencemos,
meninas!

Aos membros da banca pela disponibilidade em participar da minha defesa e

pelas contribuicbes oportunas.



PORTUGAL, MD. Manual técnico para otimizacdo do fluxo de amostras para
diagnostico anatomopatolégico frente a epidemias de doencgas infecciosas
emergentes: a experiéncia do Servico de Anatomia Patoldgica nos surtos de
febre amarela em primatas ndo humanos. Rio de Janeiro, 2019. Dissertagcao
[Mestrado Profissional em Pesquisa Clinica] — Instituto Nacional de Infectologia
Evandro Chagas, Fundag¢ao Oswaldo Cruz.

RESUMO

A emergéncia de novas doencas infecciosas e a reemergéncia daquelas que
provocaram grandes epidemias no passado tém sido um desafio aos programas de
vigilancia. Nessa conjuntura, os surtos de febre amarela ocorridos entre 2017 e 2018
levaram a um aumento expressivo do quantitativo de amostras recebidas pelos
laboratorios da rede de Laboratorios de Referéncia, incluindo o Servigo de Anatomia
Patoldgica (SeAP) do Instituto Nacional de Infectologia Evandro Chagas (INI), gerando
uma demanda reprimida e atraso no tempo de resposta diagnéstica. Dessa forma,
mecanismos de controle da qualidade das atividades laboratoriais foram reformulados
e intensificados para a otimizar o fluxo dos processos relacionados ao diagnostico
histopatoldgico e imuno-histoquimico e garantir uma resposta agil e efetiva aos 6rgaos
de vigilancia. Neste contexto, o objetivo deste estudo foi elaborar um manual técnico
para otimizacao do fluxo laboratorial de amostras para diagndostico anatomopatolégico
frente a situacdes emergenciais, com base na experiéncia do SeAP/INI nos surtos de
febre amarela em primatas ndo humanos (PNH). O mapeamento do processo foi
realizado para identificar e categorizar os pontos criticos no fluxo técnico do laboratorio
e implementar acBes para melhoria. Os dados referentes ao tempo de resposta
diagndstica foram extraidos das amostras de PNH recebidas pelo SeAP no periodo
de janeiro de 2017 a junho de 2018 e utilizados para o calculo de indicadores de
desempenho para avaliar a implementacédo das alteracdes do processo no fluxo de
amostras, com base no tempo médio de resposta diagndstica e no percentual de
resultados com atraso. Dentre os pontos criticos determinados, destacam-se a
morosidade nos processos de aquisicdo de insumos, a equipe sem treinamento para
atuar em altas demandas, a falta de equipamentos de reserva para agilizar os
processos, 0 espaco da area técnica reduzido, a padronizacdo de anticorpos e a
desagregacao das amostras de um mesmo caso ao longo de todo o processo. A
identificacdo dos pontos criticos e a implementacdo de mudancas, aliadas a
manutenc¢ao do sistema da qualidade, se refletiu na diminuicdo do tempo de resposta
diagndstica e do percentual de resultados fora do prazo. Em vista disso, o0 manual foi
desenvolvido para que possa nortear e contribuir para 0 manejo de surtos em
laboratorios de anatomia patolégica, ampliando sua capacidade de resposta frente a
situacdes de emergéncia em saude publica.

Palavras-chave: Doencas infecciosas, anatomia patologica, indicadores de

gualidade.



PORTUGAL, MD. Technical manual for the optimization of the flow of samples for
pathological diagnosis towards epidemics of emerging infectious diseases: an
experience of the Servico de Anatomia Patologica in the outbreaks of yellow fever in
non-human primates. Rio de Janeiro, 2019. Dissertation of Professional Master in
Clinical Research] - National Institute of Infectious Diseases Evandro Chagas,
Fundacao Oswaldo Cruz.

ABSTRACT

The emergence of new infectious diseases and the reemergence of those that have
caused major epidemics in the past has been a challenge for surveillance programs.
In this context, the outbreaks of yellow fever that occurred between 2017 and 2018 led
to a significant increase in the number of samples received by the reference laboratory
network, including the Servico de Anatomia Patolégica (SeAP) of the Instituto Nacional
de Infectologia Evandro Chagas (INI), generating a pent-up demand and a delay in the
turn-around time. Thus, mechanisms for the quality control of the laboratory activities
were reformulated and intensified to optimize the flow of processes related to
histopathological and immunohistochemical diagnosis, and to ensure an agile and
effective response to surveillance agencies. In this context, the objective of this study
was to develop a technical manual for optimizing the laboratory flow of samples for
anatomical-pathological diagnosis towards emergency situations, based on the
experience of SeAP / INI in the outbreaks of yellow fever in non-human primates
(PNH). The process was mapped to identify and categorize bottlenecks in the technical
flow and implement actions for improvement. The data related to the turn-around time
were extracted from the PNH samples received by SeAP in the period from January
2017 to June 2018 and used for the calculation of performance indicators to evaluate
the implementation of the process changes in the sample flow, based on the average
turn-around time and the percentage of delayed results. Among the established
bottlenecks, the delay in the supplies acquisition, the lack of training focused on high
demands in the workplace, the lack of back-up equipment to enhance the processes,
the reduced technical space, the standardization of antibodies and the split of samples
from the same case throughout the process. The identification of bottlenecks and the
implementation of changes, along with the maintenance of the quality system, resulted
in a decrease in the turn-around time and in the percentage of delayed results. Having
said that, the manual was developed to guide and contribute to the management of
outbreaks in anatomical pathology laboratories, expanding their capacity to respond to
emergency situations in public health.

Keywords: Infectious diseases, pathological anatomy, quality indicators.
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1 INTRODUCAO

As doencas infecciosas apresentam caracteristicas singulares que as
distinguem das outras: possuem expressiva capacidade adaptativa e de
transmissibilidade e causam grande impacto na humanidade. Até os dias atuais,
representam um seério problema de saude publica, sendo importante causa de
morbidade e mortalidade humana. A emergéncia de novas doencas e a reemergéncia
daquelas que provocaram grandes epidemias no passado tém sido um desafio aos
programas de prevencao (FAUCI; MORENS, 2012; LIMA-CAMARA, 2016; WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2018).

As modificacdes sociais e econémicas globais, assim como o desenvolvimento
de vacinas e antimicrobianos, facilitaram o controle e a erradicacdo de algumas
doencas infecciosas, entretanto, essas mudancas também levaram ao surgimento e
a reemergéncia de outras doencas, uma vez que afetam a movimentacdo dos
patdgenos, a diversidade, a resisténcia a medicamentos e a persisténcia da viruléncia
(NII-TREBI, 2017; ROMANELLI et al., 2015). Além disso, fatores como sistemas de
saude e vigilancia frageis, com capacidade limitada de diagnéstico laboratorial,
globalizac&o da circulacdo humana e animal, urbanizacdo desordenada, mudancas
climaticas e a expansao geografica dos vetores artropodes propiciam o surgimento e
a rapida disseminacao de doencas epidémicas (BULIVA et al., 2017).

Algumas doencas como, chikungunya, dengue, doenca de Chagas, febre
amarela, febre maculosa, febre mayaro, filariose linfatica, hantavirose, influenza,
leishmanioses tegumentar e visceral, leptospirose, malaria, febre do oeste do Nilo,
oncocercose, oropouche, peste, poliomielite/paralisia flacida aguda, raiva, rubéola,
Zika e sindrome congénita do virus Zika possuem potencial de dispersdo, adaptacéo
a novos ambientes, variedade de hospedeiros e uma importante capacidade de
causar grandes epidemias. Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) as
doencas transmitidas por vetores, como a dengue, febre amarela, maléria,
esquistossomose, leishmaniose, doengca de Chagas e peste, representam mais de
17% das doencas infecciosas no mundo, causando mais de 700 mil mortes por ano
(OPAS/OMS BRASIL, 2018).

No Brasil, questbes ambientais, como a urbanizacdo desordenada, a

modificacdo de ecossistemas e o desmatamento apresentam um grande impacto no
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adoecimento e morte da populacéo, uma vez que favorecem a proliferacao de vetores
e, consequentemente, a ocorréncia das doencas por eles veiculadas. Além disso, a
situacdo socioecondmica de desigualdade de condicdes de infraestrutura,
saneamento basico e saude sdo grandes complicadores nas epidemias de doencas
infecciosas. O atual aumento expressivo do numero de casos de arboviroses no Brasil
representa um potencial desafio para a saude publica. Nos Ultimos anos as epidemias
de Zika, chikungunya e febre amarela, em regides endémicas para dengue,
provocaram sérias complicacdes para os servicos de salde e, consequentemente,
para a populacdo (LIMA-CAMARA, 2016; LOPES; NOZAWA:; LINHARES, 2014;
OPAS/OMS BRASIL, 2018).

Em 2019, foram registrados 1.439.471 casos provaveis de dengue, sendo
1.111 casos de dengue grave e 591 6bitos, 9.813 casos provaveis de Zika, sendo 447
em gestantes e 1 ébito e 110.627 casos provaveis de chikungunya, sendo 57 6bitos e
destes 47 ocorreram no estado do Rio de Janeiro (BRASIL, 2019d). Entre 2017/2018
a febre amarela registrou a sua epidemia mais expressiva na regido Sudeste do Brasil,
com 1.376 casos humanos e 483 6bitos, além de 864 epizootias (BRASIL, 2019a).

A emergéncia de diversos patdgenos e a consequente ocorréncia de surtos e
epidemias tém sido descritas nos ultimos anos, gerando grandes demandas para o
sistema de saude. Deste forma, investimentos estratégicos em infraestrutura, na
qualificacdo profissional e no apoio ao desenvolvimento de pesquisas devem ser
assegurados, permitindo a interacdo entre a ciéncia laboratorial e a epidemiologia
para otimizar a pratica da vigilancia em saude (ELLWANGER; KAMINSKI; CHIES,
2019; OPAS/OMS BRASIL, 2018)

1.1 VIGILANCIA EPIDEMIOLOGICA

A vigilancia epidemiolégica € um importante instrumento para a coleta
sistematica, analise e interpretacdo de dados especificos sobre endemias e epidemias
de doengas transmissiveis, sendo esses dados utilizados como base para o
planejamento, a implementacéo e a avaliacao de politicas publicas (ALMEIDA FILHO;
BARRETO, 2011; CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION;
MORBIDITY AND MORTALITY WEEKLY REPORT, 1998).
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A vigilancia possui fungbes que visam o alerta precoce as autoridades
competentes de possiveis ameacas a populacdo, estabelece e implementa sistemas
eficazes de resposta para a deteccado de ameacas a saude de importancia nacional e
internacional e monitora tendéncias de endemias (BAGHERIAN et al., 2017; LIMA et
al., 2019; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2018) .

Atualmente, muitos esforgos estéo sendo direcionados para o desenvolvimento
e o fortalecimento do sistema de vigilancia, de modo que possa se desenvolver uma
rede de informacéo, dotados de recursos operacionais, para conduzir os problemas
de saude publica de forma célere e eficaz (BRASIL, 2004, 2019b).

1.2 GESTAO DA QUALIDADE

O Sistema de Gestdo da Qualidade (SGQ) € um conjunto de processos e
procedimentos organizacionais necessarios para 0 planejamento, execucao,
monitoramento e registro de atividades laboratoriais e para a provisdo de meios
adequados para realiza-las. Um SGQ bem estruturado promove relatorios completos
e precisos e estabelece um meio pelo qual a veracidade das atividades pode ser
conferida. A criagcao de tal sistema envolve a definicdo da estrutura organizacional, de
responsabilidades, procedimentos, processos e recursos necessarios para atingir os
objetivos de prevenir riscos, detectar desvios, corrigir erros, melhorar a eficiéncia e
garantir a qualidade e integridade dos dados (WORLD HEALTH ORGANIZATION;
DEPARTMENT OF IMMUNIZATION, VACCINES AND BIOLOGICALS, 2004).

Dentro desse contexto encontra-se o programa de controle de qualidade,
projetado para monitorar todas as etapas dos procedimentos laboratoriais, desde a
coleta até a finalizacdo do exame. Este programa é utilizado n&o so6 para monitorar as
etapas do processo técnico, mas também os equipamentos, os reagentes utilizados,
a qualificagdo da equipe multidisciplinar e os testes de proficiéncia. Por esta razéo,
este controle é uma barreira para possiveis erros no processo e, uma vez que faz
parte do SGQ, deve ser continuo. Um programa de controle de qualidade bem
articulado deve incluir um manual de procedimentos laboratoriais que contenha todas
as informacdes pertinentes para cada etapa, um registro de todos 0s equipamentos

usados no decorrer do processo, bem como de equipamentos reserva, de
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manutengdes preventiva e corretiva realizadas, calibragdes e, ainda, o controle e
registro da temperatura e da umidade dos ambientes, diariamente
(MOHAMMEDSALEH, 2014; WORLD HEALTH ORGANIZATION; DEPARTMENT OF
IMMUNIZATION, VACCINES AND BIOLOGICALS, 2004).

Um programa de melhoria continua da qualidade deve ser implementado na
rotina laboratorial com o objetivo de reconhecer os potenciais problemas ou erros
antes que eles possam ocorrer e propor medidas de melhoria para o processo. O
programa de melhoria continua desempenha um importante papel, uma vez que visa
prevenir falhas, ajudando a definir metas futuras (ADYANTHAYA; JOSE, 2013;
MOHAMMEDSALEH, 2014).

1.3 O PAPEL DO LABORATORIO DE ANATOMIA PATOLOGICA NOS SURTOS E
EPIDEMIAS DE DOENCAS INFECCIOSAS

A anatomia patolégica compreende a analise morfolégica de 6rgaos, tecidos e
células, com o objetivo de determinar ou contribuir para o diagnéstico de lesdes e das
respectivas doencas, com implicacdes no tratamento e prognostico (ADYANTHAYA,
JOSE, 2013; MOHAMMEDSALEH, 2014). Sua importancia € estabelecida n&o so por
sua atividade de diagndstico na assisténcia em saude, mas por sua contribuicdo na
pesquisa, na vigilancia e na prevencao de surtos e epidemias, uma vez que possibilita
o diagnostico em tecidos fixados e parafinados de seres humanos e animais, de casos
fatais ou nao (MOHAMMEDSALEH, 2014).

Devido a sua singular importancia e com o objetivo fundamental de garantir
resultados precisos e de qualidade, os laboratérios de anatomia patologica estao
buscando cada vez mais a qualidade nos seus processos, e a gestao de qualidade se
tornou uma parte essencial da operacdo diaria desses laboratérios
(MUKHOPADHYAY, 2011).

Laboratérios de anatomia patologica tém peculiaridades em seu complexo
processo técnico, onde a amostra é repetidamente manuseada gerando varios pontos
gue necessitam de verificacdo e controle diarios (GUPTA et al., 2009). Assim sendo,
todas as etapas do processo histolégico devem ser descritas, individualmente, em
procedimentos operacionais padrdo (POP) para uniformizar a rotina, garantindo a
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qualidade do processo e, consequentemente, minimizando erros. Dessa forma, a
elaboracdo de um programa de melhoria continua da qualidade deve se concentrar
nas principais fases do processo laboratorial (RAO et al., 2016; VALENSTEIN;
SIROTA, 2004).

Servigos de alta qualidade podem ser alcancados, porém para que iSso ocorra
de maneira efetiva, € necessério implementar um sistema de gestdo da qualidade,
onde haja integracdo entre técnicos, gestores e patologistas, para que todos os
profissionais, de todos os setores, possam estar sensibilizados com as diretrizes
propostas (ADYANTHAYA; JOSE, 2013).
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2 JUSTIFICATIVA

As doencas infecciosas, até os dias atuais, constituem um sério problema de
saude publica, por representarem uma importante causa de morbidade e mortalidade
humana e um desafio aos programas de prevencdo com a introducdo de novas
doencas e o ressurgimento daquelas que provocaram grandes epidemias no passado
(BRASIL, 2010; FAUCI; MORENS, 2012).

No Brasil, as questdes ambientais, como a urbanizagdo desordenada, a
modificacdo dos ecossistemas e o desmatamento, bem como a situagéo
socioeconémica de desigualdade de condi¢cBes de infraestrutura, saneamento basico
e saude sao grandes complicadores nas epidemias de doencas infecciosas, que
apresentam ainda um grande impacto no adoecimento e morte da populacdo e
favorecem a proliferacdo de vetores e, consequentemente, a ocorréncia das doencas
por eles veiculadas, como demonstrado nas recentes epidemias de arboviroses como
a dengue (DENV), Zika (ZIKV), chikungunya (CHIKV), febre do oeste do Nilo (WNV),
febre mayaro (MAYV) e febre amarela (FA), configurando um grande desafio para a
salde publica. (LIMA-CAMARA, 2016; LOPES; NOZAWA, LINHARES, 2014).

Podemos citar, como exemplo desse impacto na saude publica, a epidemia de
FA ocorrida no Brasil, a partir de 2017, que levantou a questdo sobre o risco da
reurbanizacdo da transmissdo da doenca, uma vez que a epidemia atingiu regioes
densamente povoadas, onde o vetor do ciclo urbano, Aedes aegypti, € abundante
(BRASIL, 2004; VASCONCELOS, 2003). Nesse cenario de incertezas e grande
volume de casos, acOes foram estabelecidas para minimizar o impacto de uma
potencial reurbanizacdo da FA, como a coleta dos dados epidemiolégicos, ambientais
e entomoldgicos para subsidiar a tomada de deciséo, e o estabelecimento de uma
rede de laboratérios para trabalhar no apoio diagnéstico, fornecendo uma resposta
rapida aos Orgdos competentes. Nesse contexto, o0s laboratérios de anatomia
patolégica sdo estratégicos na deteccdo precoce da circulacéo viral, através do
diagnéstico histopatologico e imuno-histoquimico (BRASIL, 2004, 2017a, 2017hb).

O SeAP/INI, atua como colaborador na rede de Laboratérios de Referéncia e,
durante a epidemia de FA de 2017 na regiao Sudeste, recebeu uma demanda subita
e expressiva de amostras de primatas ndo humanos (PNH) em um curto espaco de

tempo, impactando na rapidez da resposta diagnostica, como demonstrado na figura
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Em situacdes de grande demanda, surtos ou epidemias, a manutengéo dos
principios de boas praticas de laboratério € particularmente importante para
adaptacdo do fluxo as necessidades do servico, sem prejuizo da qualidade da
resposta diagnéstica. A experiéncia vivenciada pelo SeAP/INI nesta epizootia
desencadeou a otimizacdo do fluxo dos processos relacionados ao diagndstico
histopatoldgico e imuno-histoquimico da FA para garantir uma resposta agil e efetiva

a vigilancia da febre amarela.

Figura 1 - Frequéncia de amostras recebidas pelo SeAP/INI oriundas dos Laboratérios Centrais
(LACEN), de janeiro de 2016 a junho de 2018.
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Fonte: GAL/Fiocruz.

Neste contexto, a proposta de uniformizagcéo de processos e a implementagao
de sistema de controle de qualidade laboratorial por meio de um manual técnico pode
contribuir para o0 manejo de processos laboratoriais pelos laboratérios de anatomia
patologica, com ampliacdo de sua capacidade de resposta frente a situacbes de

emergéncia em saude publica.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Elaborar um manual técnico para otimizacdo do fluxo laboratorial frente a
situacbfes emergenciais, que possam ocorrer em consequéncia do aumento do
namero de amostras e com base na experiéncia do Servico de Anatomia
Patoldgica/lnstituto Nacional de Infectologia Evandro Chagas na epidemia de febre

amarela em primatas ndo humanos.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Identificacdo dos pontos criticos no fluxo de amostras de PNH recebidas pelo
SeAP/INI que impactam no tempo de resposta diagnostica e de suas possiveis
causas;

Descrever os intervalos de tempo entre as etapas do processo de recebimento
da amostra e de liberacdo de resultados e comparar os tempos de resposta
diagnéstica ao longo do periodo estudado, por meio de indicadores de qualidade;

Elaborar um manual técnico com a descricdo das etapas do processo técnico
realizado nas amostras recebidas no SeAP/INI, salientando a implementacdo e
manutencao do controle de qualidade frente a situacbes emergenciais.
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4 METODOLOGIA

4.1 DESENHO DO PROJETO

Trata-se de um estudo descritivo das etapas do processo técnico realizado nas
amostras de recebidas no SeAP/INI, salientando a implementagédo e manutencéo do
controle de qualidade.

4.2 MATERIAIS, PROCEDIMENTOS E TECNICAS

4.2.1 Identificacdo dos pontos criticos no fluxo do processo laboratorial

A determinacdo dos pontos criticos no fluxo de amostras de PNH recebidas
pelo SeAP/INI que impactam no tempo de resposta diagnéstica e de suas possiveis
causas foi realizada por intermédio de didlogos com a equipe técnica, composta por
um bidlogo e quatro histotécnicos, e pela chefia do servico. Esses didlogos foram
sendo elaborados no decorrer do tempo, a medida que houve a necessidade de ir
aprimorando o fluxo. Os pontos criticos encontrados foram descritos em uma planilha,

juntamente com as solugdes encontradas para cada caso.

4.2.2 Fluxograma de amostras no SeAP/INI

Os processos representados no fluxograma da figura 2 serdo remodelados e
estratificados, por meio do software Bizagi Modeler verséo 3.1, utilizando uma notacéo
padrédo (BPMN - Business Process Modeling Notation), de modo a mapear 0s pontos
criticos expostos no tépico anterior e incluir pontos de checagem e proposta de
solucdes (“Bizagi BPM software - Our story”, [s.d.]).

As etapas do fluxograma, assim como as medidas relacionadas a manutencéo
do controle de qualidade, incluindo métodos de rastreabilidade de amostras e
correcdo de erros foram descritos.



Figura 2 - Fluxograma dos processos laboratoriais das amostras recebidas pelo Servico de
Anatomia Patoldgica do Instituto Nacional de Infectologia Evandro Chagas.
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4.2.3 Avaliacdo do tempo médio de resposta diagnostica e indicador de
gualidade

Os casos utilizados foram selecionados a partir do Sistema Gerenciador de
Ambiente Laboratorial/GAL (BRASIL/DATASUS, [s.d.]), do qual foram filtradas 3.344
amostras de figado de PNH, cujo resultado da andlise imuno-histoquimica foi positivo
para FA em 326 casos, dentro do periodo do estudo de janeiro de 2017 a junho de
2018.

As requisi¢cdes correspondentes as amostras selecionadas foram resgatadas
do arquivo do SeAP. Os numeros de identificacdo dessas amostras, assim como as
datas da realizacdo de diferentes etapas do seu processamento foram extraidos
dessas requisices e do Sistema GAL e inseridas em banco de dados Excel, onde o
intervalo de tempo em dias entre cada etapa foi calculado.

O tempo de resposta diagnostica corresponde ao tempo de liberacdo dos
resultados e é representado pelo nimero de dias corridos, desde o recebimento da
amostra no SeAP até a liberacao do resultado final no Sistema GAL. Foram utilizados
como indicadores da implementacao de alteracdes de processos no fluxo de amostras
o tempo médio de resposta diagnostica e o percentual de casos liberados fora do
prazo estabelecido, analisados més a més, ao longo do tempo de estudo, utilizando
como meta o tempo preconizado pelo Lacen/Ministério da Saude de trinta (30) dias

para finalizacdo do laudo no Sistema GAL.

4.2.4 Consolidacédo de dados para elaboracdo de manual técnico

Um sumario preliminar foi construido, com a apresentacéo dos topicos a serem
considerados e sua organizacao dentro do manual.

Os resultados obtidos nos tdpicos anteriores foram consolidados e
incorporados ao manual, conforme disposicdo a ser apresentada no sumario. A
avaliacdo do tempo de resposta diagnostica, conforme proposto no tépico 4.2.3, foi

considerada como indicador da implementacéo do fluxograma.
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5.1 DEFINICAO DOS PONTOS CRITICOS DO PROCESSO

Os diélogos realizados com a equipe técnica foram utilizados na identificacéo

dos pontos criticos mais frequentes no tempo de resposta diagnéstica.

Foram identificados, preliminarmente, seis (6) pontos criticos com impacto no

tempo de liberacdo do resultado. De acordo com os achados definiu-se solucdes para

minimizar o impacto na resposta diagnoéstica, conforme observado no quadro 1.

Quadro 1 - Fluxograma dos processos laboratoriais das amostras recebidas pelo Servico de
Anatomia Patoldgica do Instituto Nacional de Infectologia Evandro Chagas.

insumos (Kits,
reagentes, entre
outros).

PONTOS SOLUCOES DEFINIDAS RESULTADO DA
CRITICOS IMPLEMENTACAO DAS
SOLUCOES
Demora no Informar precocemente a demanda de Configuragdo de mecanismos de
processo de insumos aos érgdos competentes. aquisicdo dos insumos necessarios
compra dos para o diagndstico laboratorial, em

especial para 0s insumos
importados e com escassa oferta
em territério nacional.

Equipe sem
treinamento para
grandes
demandas.

Realizar reunides com a equipe a respeito
dos pontos de maior dificuldade
procurando sensibilizar os colaboradores
sobre os problemas existentes em
momento de grande demanda;
Treinamento continuado da equipe nos
processos de rotina.

Melhoria na comunicacao entre os
colaboradores envolvidos, na
manutenc¢do das préticas de
gualidade e na padronizacéo das
etapas.

Mao de obra
escassa.

Definir quais séo as areas criticas e qual o
perfil dos profissionais a serem
contratados.

Informar aos 6rgados competentes as
necessidades do servico.

Contratacdo de dois profissionais.

Equipamentos
sem backup e
sem contrato de
manutencgao
preventiva e
corretiva

Informar aos setores com petentes:

- A necessidade de aquisi¢cdo de novos
equipamentos para backup, salientando
sua importancia para momentos de alta
demanda, visto que possibilitam a
substituicdo nos casos de avaria e
minimizam o desgaste dos aparelhos
utilizados diariamente na rotina,;

- A importancia da realizacdo de contrato
de manutencgdo preventiva e corretiva, que
garante o funcionamento adequado dos
equipamentos.

Aquisicdo de novos equipamentos
de maior impacto no processo,
melhorando o fluxo das amostras,
devido a possibilidade de aumentar
a capacidade de processamento
das amostras, além de permitir que
nao haja interrup¢des no processo,
no caso da ocorréncia de avaria em
um dos aparelhos.

Contrato de manutencéo preventiva
e corretiva para 0s equipamentos
de maior produtividade na rotina.
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Espaco fisico
inadequado e/ou
insuficiente para o
guantitativo de
amostras
recebidas para
anélise.

Reorganizacéo da area técnica, utilizagdo
de paletes para arrumacéo das caixas de
amostras no piso sob as bancadas.
Identificagc&o e organizacdo das caixas por
estado de origem e data de chegada ao
laboratério.

Melhoria na organizagao interna.
A identificacdo das caixas de
amostras logo apés o seu
recebimento possibilitou maior
agilidade na rastreabilidade das
amostras em especial as
consideradas de caréater
emergencial.

Padronizacéo dos
novos anticorpos
e implementacéo
e/ou adequacgédo
de novas técnicas
e protocolos de
acordo com a
nova demanda.

Parcerias com instituicdes de referéncia
para implementacéo e aperfeicoamento de
protocolos.

Padronizacéo de técnicas e protocolos
dentro das normas de qualidade.

Estabelecimento de técnicas e
protocolos padronizados
proporcionou maior agilidade e
seguranc¢a na confeccdo das
técnicas de histoquimica e imuno-
histoquimica.

Identificacéo de
nao
conformidades na
fase pré-analitica.

Promover o reconhecimento imediato das

inconsisténcias referentes as informacdes

das amostras recebidas com comunicagéo
imediata aos setores responsaveis.

Tratamento 4gil das ndo
conformidades e a inclusdo da
amostra no fluxo laboratorial para
sua analise no prazo adequado.

Extravio de
amostras ou
desagregacéao
das amostras de
um mesmo caso
durante o
processo.

Readequacéao do fluxo laboratorial
realizado em cada amostra, desde o seu
recebimento no servigo até o diagnostico
histopatoldgico.

As amostras relativas a um mesmo caso
passaram a ser mantidas juntas e
anexadas a requisicdo correspondente em
todas as etapas, sendo o técnico
responséavel por verificar se cada
requisicdo estd acompanhada das
respectivas amostras antes de dar
continuidade a proxima etapa do fluxo.

Readequacéao do fluxo laboratorial
das amostras possibilitou a
reducdo de erros no processo e
minimizou o tempo de espera do
patologista para obter todas as
laminas do mesmo caso e dar
inicio ao diagnéstico
histopatolégico e,
consequentemente, a liberacéo do
resultado.

Fonte: elaborado pela autora.

5.2 FLUXOGRAMA

O fluxograma do processo técnico das amostras recebidas pelo SeAP/INI,

apresentado na figura 3, mostra as etapas do fluxo desde a entrada do material até a

finalizacdo do laudo no sistema informatizado. As notagdes BPMN utilizadas no
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fluxograma modelado pelo Bizage Modeler 3.1 estdo demonstradas no quadro 2.

Figura 3 - Fluxograma das amostras recebidas pelo Servico de Anatomia Patolégica do

Instituto Nacional de Infectologia Evandro Chagas.

PROCESSO ANATOMOPATOLOGKO

Quimico I

Descarte da
formalina a 10% e
dos frascos das

amuostras

=
=
&
gg = 5,
5= Registro das frsn)
= Registro
= arnostras ern Liveo
= 2 e informatizada
)
£ =| Amostras
i e [ bioldgicas
z25
=5
=]
=
=
o
=
=
.
=2
= = =
== = 0. = Retirada e = Inclusio das = Mlicrotomia dos =Desparafinizacio
=3 Macroscopia das = mm_num,wmmﬂmﬂma conferéncia das amostras em Blocos de parafina e das laminas
amostras amostras do arafina e confecgio confecgio das istolagicas na
=2 s tras paraf focea focean d histolog
©wS autotécnico dos blocos laminas estufa
==
&
=]
] 5
=
=1
2
S=
= ~
S&
= rocesso de
== = P d =
= coloragéo da rocesso de
== loragso d P d
W Hematoxilina e coloragdo especial
== Eosina (H&E)
=
b=
-
< £
2s b4
=22 . b4 =
= iz | Solisitagso Painel Imuno-
w = previa de histogquimico {(HG)
22 HG?
S= Solicitagdo de
=4 = técnicas adicionais?
22 Microscopia
g1 realizada pela
o = patologista sim
Z=
MEo
Liberacdo do laudo para
o paciente ou instituigdo
salicitante?
(&= = = = = Arquivo da
wﬁ__mm:n:wm%mﬂouw"._aao Digitaggo no sistermna Impressao do laudo & requisigao do exame
< A informatizado el e da cdpia imppressa
=K do lauda
== sim
=2
] (= Protocolare
= = n_mmc‘ﬂ.um.« a Ezaam .
= cipia impressa do
Arquive das 1aminas . e
! .
Fesquisa
surtojepidemia
B ierfied] Btels sim Emblocamento da Arquivamento dos
atenal biologico reserva blocos da reserva
- REC)
2w
= =
M ] Descartes Descarte da resena
& da rotina
]
=




30

Nota: adaptado do fluxograma do Servico de Anatomia Patologica do Instituto Nacional de
Infectologia Evandro Chagas/Fiocruz.
Fonte: Bizagi Modeler 3.1.

Quadro 2 - Notagdes BPMN utilizadas no fluxograma do Servigo de Anatomia Patolégica do
Instituto Nacional de Infectologia Evandro Chagas.

Evento inicial condicionado a outro;
Evento de finalizagdo do processo;

Evento de finalizagdo sem especificagdo;

=

=/
[:] Caixa de tarefa abstrata;
]

- Caixa de tarefa usuario/software;
- Caixa de tarefa manual;
Conector de fluxo de sequéncia;

Gateway (paralelo);

Gateway (decisdes).

Fonte adaptada: software Bizagi Modeler 3.1.

5.3 INDICADORES DA QUALIDADE

5.3.1 Tempo médio de liberacdo dos laudos e quantitativo de casos que
ultrapassaram o prazo de 30 dias

No inicio da epizootia de FA, o tempo médio de liberagcdo dos laudos era
superior a 150 dias e a porcentagem do numero de casos que ultrapassaram 30 dias
para liberacdo do diagnostico chegava a quase 100%. Apds implementacdo das
melhorias apresentadas no quadro 1 e na figura 3, houve diminuigdo do tempo médio
de resposta diagnostica e do percentual de casos com resultados liberados fora do
prazo (figuras 4 e 5). A partir de janeiro de 2018 até o final do periodo avaliado, todos

0s casos recebidos tiveram resultados liberados dentro do prazo.
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Figura 4 - Tempo médio de resposta diagnostica dos casos de primatas ndo humanos com
diagnéstico imuno-histoquimico positivo para febre amarela recebidos pelo Servi¢o de
Anatomia Patoldgica do Instituto Nacional de Infectologia Evandro Chagas, de janeiro de 2016
ajunho de 2018.

Tempo medio de resposta diagnostica

160
140
120
100
80
60

Namero de dias

40
20

Legenda: “N” - numérico de casos positivos para febre amarela ao longo do periodo de estudo.
Nota: dados extraidos do sistema GAL.
Fonte: elaborado pela autora.

Figura 5 - Porcentagem do nimero de casos de primatas ndo humanos com diagnéstico
imuno-histoquimico positivo para febre amarela com tempo de liberagdo do diagndstico
superior a 30 dias, no periodo de janeiro de 2017 a junho de 2018.
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Porcentagem do namero de casos com tempo > 30 dias

100

Paorcentagem de casos
[4)
]

Legenda: “N” - numérico de casos positivos para febre amarela ao longo do periodo de estudo.
Nota: dados extraidos do sistema GAL.

Fonte: elaborado pela autora.

5.4 ELABORACAO DE MANUAL TECNICO

Para a elaboragdo do manual técnico, foi construido um sumario preliminar,

apresentado no quadro 3 no qual se encontram elencadas as secbes e subsecdes

abordadas, assim como uma breve proposta para cada uma delas.

Quadro 3 - Sec¢bes e subsecdes abordadas no manual técnico.

Sumério
Tépicos Subtépicos Descricao
Aspectos gerais das doencas
Introducéo infecciosas emergentes;

Vigilancia Epidemiologica.
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Sistema de Gestao
da Qualidade

Importéncia do Sistema da
gualidade na padronizacéo de
fluxos laboratoriais;

Etapas pré-analitica, analitica e
pés-analitica;

Rastreabilidade de amostras,
dados e resultados;
Procedimentos Operacionais
Padréo (POP) e formularios de
controle dos processos;
Biosseguranca e prevencéao de
acidentes;

Validacdes, calibragbes e
manutenc¢des de equipamentos;
Treinamentos e educacgéo
continuada da equipe;
Descri¢ao das néo conformidades.

Laboratério de
Anatomia Patoldgica

Atribuicdes do laboratorio de
anatomia patologica;

A importancia do laboratério de
anatomia patolégica para a
vigilancia de doengas.

Fluxo dos
procedimentos técnicos

Coleta, Recebimento e
transporte de amostras

Registro de amostras

Macroscopia/clivagem de
amostras

Processamento de
amostras

Inclusdo em parafina

Microtomia

Coloracado Hematoxilina-
Eosina

Técnicas histoquimicas
especiais

Técnica de Imuno-
histoquimica

Importéncia e particularidades de
cada etapa;

Descricao de
procedimentos/técnicas.
Documentos necessarios para o
controle interno dos processos e
manutencédo do sistema da
gualidade;

Situages criticas e solugao de
problemas;

Justificativas para rejeicdo de
amostras.

Microscopia/Analise
histopatologica

Direcionamento do caso: técnicas
de coloracdes especiais e/ou
imuno-histoquimica;

Motivos de atrasos de
resultado/laudos inconclusivos:
solugéo de problemas;

Consulta intra e
extradepartamental.

Diagnostico/Resultado

Resultado manuscrito e normas
aplicaveis;

Digitacéo de laudos;

Checagem e liberacdo de laudo no
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sistema informatizado.

Arquivamento de amostras de
origem humana/animal e em
instituicdes de assisténcia e
pesquisa,;

Formas de controle da cessao de
material.

Argquivamento de laudo,
[aminas e blocos de
parafina

_ q Rejeitos de um laboratério de
Gerenciamento de anatomia patolégica;
rejeitos quimicos e .
e Programa de Gerenciamento de
biolégicos 4 . .
Residuos de Servicos de Saude.

Meta estabelecida para o tempo de
resposta diagnéstica;

Indicadores da Tempo médio de liberagéo do

) resultado;
Qualidade )
NUumero de casos que

ultrapassaram o prazo para
resposta diagnéstica.

Fonte: Elaborado pela autora.

5.5 MANUAL TECNICO PARA OTIMIZACAO DO FLUXO DE AMOSTRAS PARA O
DIAGNOSTICO ANATOMOPATOLOGICO FRENTE A EPIDEMIAS DE
DOENCAS INFECCIOSAS

5.5.1 Introduc¢do do manual

As doencas infecciosas apresentam caracteristicas singulares que as
distinguem das outras: possuem expressiva capacidade adaptativa e de
transmissibilidade e causam grande impacto na humanidade. Até os dias atuais, elas
representam um sério problema de saude publica, sendo importante causa de
morbidade e mortalidade humana. A emergéncia de novas doencas e a reemergéncia
daquelas que provocaram grandes epidemias no passado tém sido um desafio aos
programas de prevencdo (FAUCI; MORENS, 2012; LIMA-CAMARA, 2016; WORLD
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HEALTH ORGANIZATION, 2018).

As modifica¢des sociais e econdmicas globais, assim como o desenvolvimento
de vacinas e antimicrobianos, facilitaram o controle e a erradicacdo de algumas
doencas infecciosas, entretanto, essas mudancas também levaram ao surgimento e
a reemergéncia de outras doencas, uma vez que afetam a movimentacdo dos
patégenos, a diversidade, a resisténcia a medicamentos e a persisténcia da viruléncia
(NII-TREBI, 2017; ROMANELLI et al., 2015). Além disso, fatores como sistemas de
saude e vigilancia frageis, com capacidade limitada de diagnéstico laboratorial,
globalizag&o da circulagdo humana e animal, urbanizacdo desordenada, mudangas
climaticas e a expansao geografica dos vetores artropodes propiciam o surgimento e
a rapida disseminacao de doencas epidémicas (BULIVA et al., 2017).

Algumas doencas como chikungunya, dengue, doenca de Chagas, febre
amarela, febre maculosa, febre mayaro, filariose linfatica, hantavirose, influenza,
leishmanioses tegumentar e visceral, leptospirose, maléria, febre do Nilo Ocidental,
oncocercose, oropouche, peste, poliomielite/paralisia flacida aguda, raiva, rubéola,
Zika e sindrome congénita do virus Zika possuem potencial de dispersdo, adaptacéo
a novos ambientes, variedade de hospedeiros e uma importante capacidade de
causar grandes epidemias. Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), as
doencas transmitidas por vetores, como a dengue, febre amarela, malaria,
esquistossomose, leishmaniose, doenca de Chagas e peste, representam mais de
17% das doencas infecciosas no mundo, causando mais de 700 mil mortes por ano e
prejuizos na economia dos paises afetados (OPAS/OMS BRASIL, 2018).

No Brasil, questdes ambientais, como a urbanizacdo desordenada, a
modificacdo de ecossistemas e o desmatamento apresentam um grande impacto no
adoecimento e morte da populagéo, uma vez que favorecem a proliferagao de vetores
e, consequentemente, a ocorréncia das doencas por eles veiculadas. Além disso, a
situacdo socioecondmica de desigualdade de condicbes de infraestrutura,
saneamento basico e saude sdo grandes complicadores nas epidemias de doencas
infecciosas. O aumento expressivo do nimero de casos de arboviroses no Brasil tem
representando um potencial desafio para a saude publica, visto que, nos ultimos anos,
as epidemias de Zika, chikungunya e febre amarela, em regides endémicas para
dengue, provocaram sérias complicacbes para 0s servicos de saude e,
consequentemente, para a populacdo (LIMA-CAMARA, 2016; LOPES; NOZAWA,
LINHARES, 2014; OPAS/OMS BRASIL, 2018).
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Em 2019 foram registrados 1.439.471 casos provaveis de dengue, sendo 1.111
casos de dengue grave e 591 o6bitos, 9.813 casos provaveis de Zika, sendo 447 em
gestantes e 1 Obito e 110.627 casos provaveis de chikungunya, sendo 57 oObitos e
destes 47 ocorreram no estado do Rio de Janeiro (BRASIL, 2019d). Entre 2017/2018,
a febre amarela registrou 0 seu surto mais expressivo na regido sudeste do Brasil,
com 1.376 casos humanos e 483 6bitos, além de 864 epizootias (BRASIL, 2019a).

A emergéncia de diversos patdégenos e a consequente ocorréncia de surtos e
epidemias tém sido descritas nos ultimos anos, gerando grandes demandas para o
sistema de saude. Deste forma, investimentos estratégicos em infraestrutura, na
qualificagdo profissional e no apoio ao desenvolvimento de pesquisas devem ser
assegurados, permitindo a interacdo entre a ciéncia laboratorial e a epidemiologia
para otimizar a pratica da vigilancia em saude (BAGHERIAN et al.,, 2017,
ELLWANGER; KAMINSKI; CHIES, 2019; OPAS/OMS BRASIL, 2018; WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2018).

Nessa conjuntura, a epidemia de febre amarela ocorrida entre 2017 e 2018
levou a um aumento expressivo do quantitativo de amostras recebidas pela rede de
Laboratorios de Referéncia (LR), incluindo o Servigo de Anatomia Patoldgica (SeAP)
do Instituto Nacional de Infectologia Evandro Chagas (INI), gerando atraso na
resposta diagnéstica. Dessa forma, mecanismos de controle da qualidade das
atividades laboratoriais foram reformulados e intensificados para otimizar o fluxo dos
processos das fases pré-analitica, analitica e pds analitica relacionados ao
diagndstico histopatoldgico e imuno-histoquimico e garantir uma resposta agil e
efetiva aos 6rgéaos de vigilancia.

O SeAP possui um papel estratégico para a vigilancia da FA em PNH, uma vez
gue os exames histopatoldgico e imuno-histoquimico constituem uma importante
ferramenta para o diagnoéstico de casos fatais, nesses animais, permitindo a deteccao
precoce da circulagéo viral (BRASIL, 2017a; MASCHERETTI et al., 2013).

Com base na experiéncia do SeAP/INI na epidemia de FA em PNH, observou-
se gue nao ha dados na literatura que direcionem as atividades de um laboratério de
anatomia patologica em momentos criticos. Em vista disso, o manual foi desenvolvido
para que possa nortear e contribuir para 0 manejo de processos laboratoriais pelos
laboratérios de anatomia patoldgica, ampliando sua capacidade de resposta frente a
situacdes de emergéncia em saude publica.
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5.5.1.1 Iniciativa One Health

One Health é uma iniciativa que busca uma maior integracao entre a medicina
humana e veterinaria, bem como o estabelecimento de colabora¢gfes em atendimento
clinico, vigilancia e controle de doencas infecciosas emergentes e reemergentes,
educacado, pesquisas médicas, diagnostico, vacinacdo, entre outros para atingir a
salde global (DAY, 2016; PALATNIK-DE-SOUSA; DAY, 2011).

O conceito abrange tanto a populacdo humana, quanto os animais domeésticos,
silvestres e de producéo (p. ex., gado, porco e ave) e a interagdo com 0 meio ambiente
e o0 impacto das mudancas antropogénicas no mundo (HARDER et al., 2016).

O foco principal da iniciativa One Health tem sido a reemergéncia de doencas
infecciosas compartilhadas por seres humanos e animais, visto que 75% das
infeccdes humanas recém-relatadas surgiram de um reservatorio animal (DAY et al.,
2012; KLUBERG et al., 2016). Tais infec¢cdes zoondticas podem ser dos seguintes
tipos:

- Infecgdes transmitidas diretamente de animais para seres humanos;

- InfeccBes transmitidas por vetores nas quais um animal ou humano é
infectado pelo vetor;

- Infec¢cbes nas quais 0os animais atuam como um reservatério para a
transmissdo de doencas, potencializando a contaminagéo de alimentos e fontes de
agua.

As diretrizes da One Health se concentraram na vigilancia para minimizar o
potencial surgimento de novas doencas zoonéticas ou o ressurgimento de outras ja
estabelecidas (TAKASHIMA; DAY, 2014).

A mobilidade humana global, a conectividade intercontinental, a expansao da
producdo animal e a invasao de habitats silvestres contribuem para moldar a
complexidade da epidemiologia das doencas infecciosas e € por essa razdo que o
conceito One Health prioriza o trabalho conjunto em prol da saude global
(ROMANELLI et al., 2015)

Dessa forma, a interagao interdisciplinar do One Health possibilita a vigilancia
integrada na identificacdo de indicadores de alerta precoce em associacdo com a

rapida implementacédo de medidas de prevencédo e controle para reduzir a gravidade
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das epidemias de doencas infecciosas (BENELLI; DUGGAN, 2018). Nesse contexto,
o laboratério de anatomia patolégica € uma ferramenta importante para a vigilancia no
diagnostico de diversas doencas zoonoticas (PALATNIK-DE-SOUSA; DAY, 2011).

5.5.1.2 Vigilancia Epidemiol6gica

A vigilancia epidemiolégica € um importante instrumento para a coleta
sistematica, analise e interpretacdo de dados especificos sobre endemias e epidemias
de doencgas transmissiveis, sendo esses dados utilizados como base para o
planejamento, a implementacéo e a avaliacao de politicas publicas (ALMEIDA FILHO;
BARRETO, 2011; CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION;
MORBIDITY AND MORTALITY WEEKLY REPORT, 1998).

A vigilancia possui fungBes que visam o alerta precoce as autoridades
competentes de possiveis ameacas a populacédo, estabelece e implementa sistemas
eficazes de resposta para a deteccado de ameacas a saude de importancia nacional e
internacional e monitora tendéncias de endemias (BAGHERIAN et al., 2017; LIMA et
al., 2019; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2018).

Atualmente, muitos esfor¢os estédo sendo direcionados para o desenvolvimento
e o fortalecimento do sistema de vigilancia, de modo que possa se desenvolver uma
rede de informacéo, dotada de recursos operacionais, para conduzir os problemas de
saude publica de forma célere e eficaz (BRASIL, 2004, 2019b).

5.5.2 Sistema de Gestdo da Qualidade

O Sistema de Gestdo da Qualidade (SGQ) € um conjunto de processos e
procedimentos organizacionais necessarios para 0 planejamento, execucao,
monitoramento e registro de atividades laboratoriais e para a provisdo de meios
adequados para realiza-las. Um SGQ bem estruturado promove relatorios completos
e precisos e estabelece um meio pelo qual a conformidade das atividades pode ser
conferida (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2011). A criacdo de tal sistema

envolve a definicdo da estrutura organizacional, de responsabilidades, procedimentos,
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processos e recursos necessarios para atingir os objetivos de avaliagdo de riscos,
detectar desvios, corrigir erros, melhorar a eficiéncia e garantir a qualidade e
integridade dos dados (WORLD HEALTH ORGANIZATION; DEPARTMENT OF
IMMUNIZATION, VACCINES AND BIOLOGICALS, 2004).

Dentro desse contexto, encontra-se o programa de controle de qualidade,
projetado para monitorar todas as etapas dos processos laboratoriais, desde a coleta
até a finalizacdo do exame. Este programa é utilizado ndo s6 para monitorar as etapas
do processo técnico, mas também o0s equipamentos e 0s reagentes utilizados, a
qualificacédo da equipe multidisciplinar e os testes de proficiéncia. Por esta razao, este
controle € uma barreira para possiveis erros no processo e, uma vez que faz parte do
SGQ, deve ser continuo. Um programa de controle de qualidade bem articulado deve
incluir um manual geral do laboratério e documentos individualizados das etapas
laboratoriais, denominados procedimentos operacionais padrdao (POP). Esses
procedimentos devem conter todas as informacdes pertinentes a cada etapa do
processo, registros de todos os equipamentos usados, equipamentos reserva,
manutencdes preventiva e corretiva realizadas, calibragdes, registro da temperatura
dos equipamentos e do ambiente, da umidade dos ambientes, cronograma de
educacao continuada para toda a equipe, ferramentas de monitoramento dos erros e,
ainda, medidas objetivas de avaliacdo das praticas realizadas no laboratério como os
indicadores da qualidade, que permitem analisar o desempenho técnico, por exemplo,
a pontualidade no resultado (tempo de resposta), o quantitativo de perda de material
ou a qualidade da técnica realizada (MOHAMMEDSALEH, 2014; WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2011).

Um programa de melhoria continua da qualidade deve ser implementado na
rotina laboratorial com o objetivo de reconhecer os potenciais problemas ou erros,
visando prevenir falhas e ajudando a definir metas futuras de melhoria para o processo
(ADYANTHAYA; JOSE, 2013; MOHAMMEDSALEH, 2014).

5.5.2.1 Importancia do sistema da qualidade na padronizacdo de fluxos
laboratoriais

Precisdo, confiabilidade e pontualidade definem o que € qualidade em
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laboratérios. Todos os aspectos que envolvem os procedimentos laboratoriais devem
ser confiveis e os relatérios emitidos devem ser oportunos para que sejam uteis em
um ambiente clinico ou de saude publica (EL-NEGEH; MAYNARD; CORDNER, 1999;
WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2011).

A complexidade do sistema de laborat6rio exige que muitos fatores sejam
observados, controlados e mantidos, como o ambiente do laboratério, os
procedimentos técnicos, a comunicacdo, a manutencao dos registros, a equipe, 0s
reagentes e os equipamentos (EL-NEGEH; MAYNARD; CORDNER, 1999).

Desse modo, é importante desenvolver mecanismos de controle das atividades
da rotina laboratorial, de treinamento continuo do pessoal, da padronizacdo dos
processos e do fluxo técnico, uma vez que muitos procedimentos sdo executados ao
mesmo tempo e um erro em qualquer parte do fluxo pode produzir um resultado falho
(EL-NEGEH; MAYNARD; CORDNER, 1999; MOHAMMEDSALEH, 2014).

5.5.2.2 Processo laboratorial: etapas pré-analitica, analitica e pds-analitica

Ao longo dos anos houve uma grande evolucdo cientifica e tecnoldgica que
modificou a forma de trabalho nas diferentes areas da saude. Nesse sentido, 0 maior
aperfeicoamento de técnicas laboratoriais, assim como sua maior disponibilidade tém
levado ao aumento da demanda por sua utilizagdo e por respostas rapidas. Por
conseguinte, o processo laboratorial precisou eliminar trabalhos redundantes e
desnecessarios e criar mecanismo de controle para reduzir a possibilidade de erros
no processo (SHARIF et al., 2007; SHCOLNIK, 2012; SOUSA; MENDES; SHCOLNIK,
2014).

Com a intencdo de minimizar os erros e facilitar o controle da qualidade dos
diversos processos que envolvem a rotina, convencionou-se a categorizacdo dos
processos em trés fases denominadas: pré-analitica, analitica e pds-analitica
(WORLD HEALTH ORGANIZATION et al., 2011, p. 10).

De um modo geral, a fase pré-analitica € iniciada com a coleta de amostra
sucedida por sua identificacéo e fixacao correta e por seu transporte até o laboratério,
estando envolvidos nessa etapa o paciente e o profissional de saude. A fase analitica

contempla todo o processo técnico até o diagnostico. A fase pos-analitica € o
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momento da emissao do laudo e da interpretacdo dos resultados pelos servigos de
saude ou diretamente pelo paciente. Cada fase apresenta pontos criticos de
possibilidade de erro que devem ser monitorados (RAO et al.,, 2016; SOUSA,
MENDES; SHCOLNIK, 2014).

5.5.2.3 Rastreabilidade de amostras, dados e resultados

O controle de qualidade continuo permite que o laboratorio tenha a capacidade
de rastrear qualquer etapa dos procedimentos realizados, ou seja, de conhecer todo
o caminho realizado por uma amostra, desde a recepc¢ao até a emissao do laudo, bem
como todo o procedimento realizado para o diagndstico final. Assim, todas as
informacdes pertencentes aquela amostra estao garantidas para eventuais consultas,
sejam elas oriundas de auditorias, de erros detectados ou por solicitagcdo do paciente
ou de 6rgaos competentes (EL-NEGEH; MAYNARD; CORDNER, 1999).

Em anatomia patoldgica todas as etapas do processo, como, por exemplo, 0
recebimento de amostras ou a manutencdo dos equipamentos, devem ter a data, a
hora e a rubrica do profissional responsavel como uma forma de controle. Outras
estratégias podem ser adotadas a critério do laboratério, levando-se em consideracéo
a manutencao do controle dos pontos de rastreabilidade de cada etapa (WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2011).

5.5.2.4 Procedimento Operacional Padrao (POP)

Procedimento operacional padrdo (POP) é um documento criado
especificamente para descrever as atividades necessarias para o laboratério de
acordo com regulamentos, leis e diretrizes. O POP deve ser um passo a passo de
cada atividade desenvolvida, usado para treinar funcionarios, padronizar uma técnica
ou cadastrar equipamentos, por exemplo (BARBE et al., 2016).

A utilizagdo de POPs fornece consisténcia e confiabilidade aos dados e
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atividades realizadas, uma vez que reduz 0s erros sistematicos nos processos
laboratoriais. Os POPs devem ser elaborados por pessoal técnico especializado,
revisados pelo supervisor imediato e aprovados pela chefia do laboratério
(ENVIRONMENTAL PROTECTION AGENCY (EPA), 2007).

Cada POP deve ter uma apresentacdo padronizada, ou seja, uma vez
estabelecida a formatagdo do documento, todos 0s outros devem seguir 0 mesmo
modelo (EL-NEGEH; MAYNARD; CORDNER, 1999).

Os POPs podem ser submetidos a revisGes periddicas anuais, a critério do
sistema da qualidade, por solicitacdo da chefia, quando se identificam erros ou para
mudancas de protocolo. As revisfes devem ser implementadas por pessoal técnico
especializado. Qualquer processo previamente definido e descrito no POP que sofra
alteracdes deve ser validado antes de ser colocado em pratica, comparando a
precisdo, a sensibilidade, a reprodutibilidade, a especificidade e a robustez (WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2011).

Na figura 6 encontra-se um modelo basico com as informacdes gerais, citadas,

anteriormente, para elaboracdo de um POP.

Figura 6 - Sugestao de topicos a serem abordados na elaboracdo de um procedimento
operacional padrao (POP).

PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRONIZADO (POP)
TITULO: nome do procedimento (p. ex., técnicas histoquimicas).

CODIGO DO POP: cédigo que identifique o laboratério € um nimero relacionado a
cada procedimento (p. ex., POP-LAB-001).

EMISSAQ: data da elaborag&o do POP.

RESPONSAVEL: inserir os nomes do elaborador (profissional qualificado), revisor
(chefia imediata) e aprovador (chefia geral).

REVISAO: data que o POP foi revisado e o nimero de vezes que o procedimento foi
revisado, sendo o nimero zero (0) usado para identificar o documento original (p. ex.,




43

revisdo 0 em 01/01/2020).
OBJETIVO: expresso de forma clara e concisa.

ESCOPO: campo de aplicacdo e local especifico onde o procedimento sera
executado.

DEFINICAO/SIGLAS: significado dos termos apresentados no procedimento.

DESCRICAO GERAL: elaborado de forma clara, sem ambiguidade, para que possa
ser entendido por pessoas com ou sem experiéncia. As atividades devem ser descritas
detalhadamente, sendo possivel usar diagramas para melhorar o entendimento.
Nesse campo, também podem ser definidas as responsabilidades sobre as atividades
descritas.

PLANO DE ACAO: descrever o plano de contingéncia nos casos de pane ou
inoperancia de algum equipamento ou a falta de algum insumo imprescindivel para a
realizacdo da etapa técnica ou qualquer outra situacdo que seja necessaria uma
intervencao para a manutencao das atividades do laboratorio.

CONDICOES DE SEGURANCA: as medidas e condi¢cdes de seguranca devem ser
escritas de forma clara, assim como os primeiros socorros. As folhas com os dados
de seguranca dos produtos quimicos perigosos podem ser anexadas ao POP.

DOCUMENTOS: anexar todos os formularios, termos e outros documentos que Ssao
utilizados para registrar os dados e as medic¢des, pertinentes ao procedimento em
questéao.

BIBLIOGRAFIA: todas as referéncias utilizadas para as informacdes técnicas
apresentadas no procedimento.

DISTRIBUICAO: inserir o local de destino das cépias que serdo distribuidas e o
namero da cépia que sera distribuida.

HISTORICO DE REVISOES: registrar toda a movimentacdo de dados realizada no
procedimento em questdo. Informar o nimero da revisédo, a data, a descricdo das
alteracdes e o revisor.

DESATIVACAO: informar a data, o motivo da desativacdo do procedimento e o
responsavel.

Fonte adaptada: Enviromental Protection Agency (EPA), 2007.

O POP que, na revisao, ndo apresentar alteracdo pode ser revalidado e, para
esses casos, um formulario de revalidacdo pode ser anexado ao documento original.

Essa revalidacdo pode ter a duragcdo de um ano, caso seja apropriado para o controle
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da qualidade do laboratério (BERTE; CLINICAL AND LABORATORY STANDARDS
INSTITUTE, 2011). As informacfes béasicas para o formulario de revalidacdo estédo

apresentadas na figura 7.

Figura 7 - Informac8es basicas para elaboracdo de um formuléario de revalidagcdo de um
Procedimento Operacional Padréo.

FORMULARIO DE REVALIDAGAO DE DOCUMENTO
TITULO: revisdo sem alteragao/revalidagdo de documento.
CODIGO: sigla para identificar o formulario e o nimero correspondente ao formulario.
POP: nome e numero do POP que sera revalidado.
REVISAO: numero e data da reviséo.

REVALIDAGAO: data da revalidagéo, responsavel pela revalidagdo e o aprovador (que pode
ser o chefe geral do laboratorio).

Fonte: elaborado pela autora.

5.5.2.5 Formuléarios e planilhas de controle dos processos

Os formularios e as planilhas utilizados para o controle dos processos relativos
as atividades laboratoriais devem ser confeccionados a partir das necessidades de
cada laboratério e de acordo com as definicbes previamente estabelecidas pelo
sistema de gestdo da qualidade. Varios exemplos de roteiros para elaboracdo de
formularios e mapas de controle utilizados na rotina de um laboratério de anatomia
patolégica estdo demonstrados em cada etapa do processo técnico descrita nesse
manual.

Os funcionarios relacionados a atividade para qual o formulario foi elaborado
devem ser treinados antes da implementacdo do mesmo. Assim como nos POPs, os
formularios e planilhas também devem passar pelo crivo da chefia imediata e da chefia
geral do laboratério (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2011).
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5.5.2.6 Equipamentos

O gerenciamento adequado dos equipamentos no laboratério é necessario para
garantir procedimentos precisos, confiaveis e resultados oportunos. Os beneficios de
um bom programa de gerenciamento de equipamentos sao muitos, dentre eles, o alto
nivel de desempenho, a reducéo na variacdo dos processos, a confianga na precisao
dos resultados, o aumento da vida util do equipamento, a reducdo dos periodos de
interrupc@o dos servigos devido a falhas e reparos, além de aumentar a seguranca
dos profissionais do setor (FONJUNGO et al., 2011).

Quando o laboratério pretende planejar o gerenciamento dos equipamentos

alguns pontos importantes devem ser observados:
e requisitos de instalacdo e de garantia;
e critérios de calibracdo e validacédo do funcionamento do equipamento;
e cronograma de manutencéo de acordo com especificacdes do fabricante;

e POP que descreva as caracteristicas e funcionalidades do equipamento, além
de um instrutivo do procedimento de controle e a solucdo de problemas basicos

que possam ocorrer;
e servicos de reparos necessarios em sua area geografica;

e treinamento dos profissionais que utilizardo o equipamento.

O laboratério pode realizar o gerenciamento dos equipamentos de maneira
manual ou pode optar por um sistema informatizado. Contudo, nos dois sistemas,
manual ou informatizado, cabera ao chefe do laboratorio atribuir responsabilidades
para todas as atividades, garantir que todo os profissionais sejam treinados e
monitorar as atividades de gerenciamento dos equipamentos, incluindo a reviséo de
todos os registros de equipamentos rotineiramente e a atualizagéo dos procedimentos
de manutencéo, de forma que garanta o cumprimento de todos os procedimentos
(FONJUNGO et al., 2011; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2011).

Formularios de manutencdo, limpeza, calibracdo e temperatura podem ser
elaborados sempre que pertinente e disponibilizados para serem preenchidos pela

equipe técnica com as informacdes relativas a rotina de utilizacdo do equipamento.
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Gréficos, listas de verificacdo, relatorios, etiquetas e diarios de bordo também podem
ser ferramentas Uteis para manter esses registos (EL-NEGEH; MAYNARD;
CORDNER, 1999; FONJUNGO et al., 2011).

O laboratério deve manter um registro atualizado de inventario de todos os seus
equipamentos. O inventario deve apresentar o tipo de equipamento, a marca, modelo,
namero de série, fabricante, codigo do equipamento, localizacéo, responsavel técnico,
Se possui contrato de manutencédo preventiva, as datas de aquisi¢do e de garantia, a
data da proxima avaliacdo, informacfes de contato do fabricante/fornecedor e se
possui reserva (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2011).

5.5.2.7 Biossequranca e prevencao de acidentes

Seguranca de laborat6rio € um assunto importante, visto que pode proteger a
vida dos funcionérios, da comunidade e do meio ambiente. Para garantir a qualidade
e a seguranca durante os processos de laboratorio € necessario que todos os
profissionais estejam cientes das regras e processos basicos de seguranca e
biossegurangca, como por exemplo, ndo comer, ndo beber, ndo fumar, ndo usar
magquiagem, ndo usar os cabelos soltos, ndo usar lentes de contato, ndo usar sapatos
abertos ou sandalias, ndo pipetar com a boca, ndo inalar nenhum produto quimico,
lavar as maos apds cada procedimento, usar alcool gel, usar EPIs, respeitar as
etiquetas de sinalizacdo e conhecer os POPs relativos a cada atividade (WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2004, 2011).

Dentro do contexto, a organizagdo do laboratorio, os equipamentos de
seguranca individual e coletiva, o descarte de material biolégico e quimico séo alguns
dos fatores que necessitam de atencado constante quando o assunto € biosseguranca
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2011). A avaliacdo de riscos potenciais €
necessaria e requer medidas preventivas apropriadas. E necessario desenvolver
procedimentos de seguranca que descrevam o que fazer em caso de acidentes,
ferimentos ou contaminacdo. Além disso, é importante manter um registro das
exposicdes da equipe a riscos, acdes tomadas e procedimentos implementados para
evitar ocorréncias futuras (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2004).

Treinamentos de biosseguranca e boas praticas de laboratorio devem ser
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ofertados a todos os profissionais, nas modalidades presencial ou por educacgéao a
distancia (EAD), em periodos de tempo previamente determinados levando em
consideracdo as necessidades do laboratorio (WORLD HEALTH ORGANIZATION,
2004, 2011).

Na sequéncia estdo descritos alguns itens basicos que sao criticos na gestédo
de seguranca laboratorial (ASSOCIACAO BRASILEIRA DE NORMAS TECNICAS,
2005; BRASIL, 2014, 2018a, 2019c; NATIONAL INSTITUTE FOR OCCUPATION
SAFETY AND HEALTH. CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION,
2007, 2020):

55271 Laboratorio

a) Ventilacdo adequada
Sistema de ar condicionado central e de exaustdo, com manutenc¢ao preventiva

dos filtros.

b) Espaco fisico
Espaco adequado para circulacdo de pessoas, carrinhos de insumos e

eguipamentos.

c) Salas
Salas com paredes e teto com pintura que permita lavar ou revestimentos com
material resistente a lavagem e a desinfeccdo. O piso deve ser sem arestas de facil

limpeza e desinfecgao.

d) Bancadas de laboratério
As bancadas devem ser confeccionadas com materiais duraveis e faceis de
desinfectar. Sua estrutura deve ser fixa e permitir a instalacdo de equipamentos sem
trepidacdo. Bancadas feitas de ladrilhos ceramicos, apesar de faceis de limpar e
duréaveis, necessitam de desinfeccao regular, porque o rejunte abriga microrganismos.
A madeira ndo deve ser usada, pois nao é facil de limpar ou desinfectar, se deteriora

com o tempo e quando exposta repetidamente a desinfetantes e detergentes, além de
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ser absorvente. O aco pode ser utilizado, mas enferruja quando lavado com cloro. E
aconselhavel que as bancadas sejam organizadas de acordo com o tipo de andlise a
ser realizada, que tenham pias proprias para uso em laboratério, espaco adequado

para equipamentos e para evitar contaminacao cruzada.

e) Acesso as salas
O acesso deve ser restrito a pessoas autorizadas e o controle deve ser
realizado por meio de fechaduras ou controle eletrénico por digitais ou por meio do

crachéd de identificacéo pessoal.

f) Detectores de fumaca
Devem ser instalados em todas as salas, preferencialmente, com sistema de

aviso remoto.

g) Limpeza
As areas do laboratério devem ser limpas regularmente, principalmente as
bancadas, apés a conclusdo dos exames e, caso ocorram, derramamentos de
amostras ou reagentes. A limpeza deve ser realizada por pessoal treinado e com a
utilizacdo de substancias pertinentes ao risco biolégico inerente a cada tipo de

amostra.

5.5.2.7.2 Equipamento de protegao individual (EPI)

a) Luvas
Descartaveis de latex e nitrilica e reutilizaveis de protecao contra altas e baixas

temperaturas.

b) Mascaras
Descartaveis, para protecdo contra goticulas e aerossois PFF-2 N 95 e
reutilizaveis, contra vapores organicos chamadas de respiradores purificadores de ar
semifaciais CA 4115.
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c) Oculos

Protecéo contra respingos.

d) Jaleco
Descartavel tipo avental, material impermeavel, mangas longas e elastico no

punho.

e) Protetor facial

Reutilizavel, contra respingos de liquidos criogénicos.

f) Touca capilar

Descartavel, material impermeavel.

g) Calcados de seguranca

Fechados, de preferéncia que cubra todo o pé.

5.5.2.7.3 Equipamento de protecao coletiva (EPC)

a) Exaustores

Contencdao de vapores, gases e aerossois.

b) Armarios corta fogo

Armazenamento dos quimicos inflamaveis.

c) Cabine de fluxo laminar

Manipulagédo de amostras com risco biolégico.

d) Cabine de exaustao

Para contencao dos vapores oriundos das reacdes quimicas.

e) Extintores de incéndio

Agua ou espuma para combustiveis comuns, p6 CO?2 para liquidos inflamaveis
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e equipamentos eletrénicos e o pé multiuso para qualquer categoria de incéndio.

f) Coletores de residuos

Para armazenamento temporario dos residuos quimico e biolégico.

g) Chuveiro de emergéncia e lava-olhos

Para os primeiros socorros em caso de acidente.

h) Placas de sinalizagao ou etiquetas
Avisos e instrucdes para precaucdes de seguranca.

5.5.2.7.4 Gerenciamento de residuos

O gerenciamento de residuos de laboratdrio € uma questdo critica. Cada
instituicdo possui uma politica interna de descarte de material biol6gico, quimico e/ou
radioativo que deve ser levada em consideracdo (WORLD HEALTH ORGANIZATION,
2011).

Todos os materiais potencialmente perigosos devem ser tratados de maneira
especifica, antes de serem acondicionados em recipientes proprios separados e
identificados de maneira clara (ASSOCIACAO BRASILEIRA DE NORMAS
TECNICAS, 2004).

Os residuos como os perfurocortantes, agulhas ou objetos de vidro quebrados
devem ter uma atencdo especial. As caixas proprias para descarte desse tipo de
objetos devem estar acessiveis & equipe do laboratério (ASSOCIACAO BRASILEIRA
DE NORMAS TECNICAS (ABNT), 1993).

Os residuos biolégicos potencialmente contaminados devem ser descartados
segundo os procedimentos especificos (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2004). O
lixo comum ou a rede de esgoto sanitario ndo devem ser utilizados para descartar
material biologico potencialmente infectante, quimico e/ou radioativo (ASSOCIACAO
BRASILEIRA DE NORMAS TECNICAS, 2016).
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Recomendacdes do Controle de Qualidade

Todas as etapas realizadas no fluxo laboratorial, assim como todos o5 protocolos utilizados devem
estar descritos em um POP.

Todos os profissionais devem ser treinados em todos os POPs elaborados pelo laboratdrio e
retreinados anualmente ou quando alguma falha for detectada.

Ao término de cada atividade o profissicnal deve anotar a data, a hora e rubricar todos 0s
documentos, mapas, planilhas, livros de protocolo ou qualquer outro mecanismo de controle
relacionado a atividade que estava exercendo.

5.5.3 Laboratorio de Anatomia Patoldgica

A anatomia patolégica compreende a analise morfolégica de 6rgaos, tecidos e
células, com o objetivo de determinar ou contribuir para o diagnéstico de lesdes e das
respectivas doencas, com implicacdes no tratamento e prognostico (ADYANTHAYA,;
JOSE, 2013). Sua importancia é estabelecida ndo s6 por sua atividade de diagnostico
na assisténcia em saude, mas por sua contribuicdo na pesquisa, na vigilancia e na
prevencao de surtos e epidemias, uma vez que possibilita o diagndstico em tecidos
fixados e parafinados de seres humanos e animais, de casos fatais ou né&o
(MOHAMMEDSALEH, 2014).

Com o objetivo fundamental de garantir resultados precisos e de qualidade, os
laboratorios de anatomia patoldgica estdo buscando cada vez mais a qualidade nos
Seus processos, e a gestdo de qualidade se tornou uma parte essencial da operacao
diaria desses laboratérios (MUKHOPADHYAY, 2011).

Laboratérios de anatomia patoldgica tém peculiaridades em seu complexo
processo técnico, onde a amostra é repetidamente manuseada gerando varios pontos
gue necessitam de verificacdo e controle diarios (GUPTA et al., 2009). Assim sendo,
todas as etapas do processo histoldégico devem ser descritas, individualmente, em
POPs para uniformizar a rotina, garantindo a qualidade do processo e,
consequentemente, minimizando os erros. Dessa forma, a elaboracdo de um
programa de melhoria continua da qualidade deve se concentrar nas fases pré-

analitica, analitica e pds-analitica, conforme demonstrado na figura 8 (RAO et al.,
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Figura 8 - Fases pré-analitica, analitica e pds-analitica do sistema de melhoria da qualidade de
um laboratdrio de anatomia patoldgica.

FASE PRE-ANALITICA ‘ [

FASE ANALITICA

‘ [ FASE POS-ANALITICA
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amostras

Fonte: elaborado pela autora.

Macroscopia das
amostras

Processamento
histolégico

Inclusdo

Corte

Coloracdo pela técnica
de H&E

Colorages

histoquimicas especiais |

Técnica de imuno-
histoquimica

Microscopia

Elaboracdo do laudo
manuscrito

Digitacdo do laudo
manuscrito

Conferéncia e assinatura
do laudo

— Distribuicde dos laudos

Arquivo de laudo

Arquivo de lamina e
bloco

— Reservaldescarte

Servicos de alta qualidade podem ser alcancados, porém para que isso ocorra

de maneira efetiva, € necessario implementar um sistema de gestao da qualidade,

onde haja integracdo entre técnicos, gestores e patologistas, para que todos os

profissionais, de todos os setores, possam estar sensibilizados com as diretrizes
propostas (ADYANTHAYA; JOSE, 2013).

5.5.4 Procedimentos histotécnicos

A histotécnica ou técnica histologica constitui diversos procedimentos que

utilizam reacgfes fisico-quimicas para preservar, cortar e corar tecidos e, assim,
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favorecer sua visualizagdo microscopica e permitir reconhecer alteracdes
morfolégicas associadas a doencas. Diversas técnicas estdo disponiveis como a
citoquimica, histoquimica, imuno-histoquimica e a hibridizacdo in situ (SLAQOUI;
FIETTE, 2011).

Nesse manual serdo apresentados os procedimentos técnicos relacionados ao
preparo das amostras para visualizagdo no microscopio 6ptico, de acordo com 0s
protocolos utilizados na rotina do SeAP/INI/Fiocruz/Laboratério de Referéncia no
Diagnostico das Doencas Infecciosas/MS. Primando por praticas da garantia da
qualidade que visam detectar, reduzir e corrigir deficiéncias nas fases pré-analitica,
analitica e pos-analitica do processo técnico, estabelecendo mecanismos de melhoria

Uteis em periodos criticos e de avultamento da demanda (ODEGA, 2015).

5.5.4.1 Fase Pré-analitica: coleta, fixacdo e transporte de amostras

55.4.1.1 Coleta de amostras

Usualmente, a coleta de amostra biologica (biopsia, peca cirargica ou
necropsia) nao é realizada pelo laboratério de anatomia patolégica. Porém, essa fase
requer um controle meticuloso quanto a identificacdo do paciente e da amostra e/ou
peca cirargica, assim como na escolha do recipiente e do agente fixador, no
armazenamento e no transporte até o laboratério (CAPUTO; GITIRANA; MANSO,
2010; MICHALANY, 1998).

A coleta da amostra bioldgica, seja ela de origem humana ou animal, deve ser
previamente definida levando-se em consideracao as caracteristicas proprias de cada
amostra e o proposito do procedimento (indicagéo clinica, pesquisa ou ensino). Dessa
forma, sera possivel definir o melhor tipo de fixador e a técnica mais adequada para
se obter preparados histolégicos de qualidade (CAPUTO; GITIRANA; MANSO, 2010;
MICHALANY, 1998).

Para o melhor manuseio da amostra, o recipiente deve possuir abertura

suficientemente larga para passagem da peca ou fragmento apés fixacéo, e permitir
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fechamento adequado, de preferéncia com tampa de rosquear, para evitar
vazamentos. O frasco deve possuir um tamanho apropriado para comportar a amostra
e um volume de solucéo fixadora 20 vezes o volume da amostra, conforme a figura 9
(MICHALANY, 1998).

A solicitagdo do exame precisa ser preenchida de forma legivel, contendo os
dados do paciente (nhome, idade e sexo), género ou espécie (para amostras de origem
animal), local de origem, informacdes clinicas, hipotese diagndstica, topografia da
amostra, data e hora da coleta e médico/veterinario solicitante (CAPUTO; GITIRANA;
MANSO, 2010; MICHALANY, 1998).

Figura 9 - Recipientes com as caracteristicas ideais para o melhor manuseio da amostra
histoldgica.
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Legenda: a e b) Sugestédo de frasco adequado ao acondicionamento de amostra histoldgica; c)
Frasco contendo solugéo fixadora em quantidade adequada ao tamanho da amostra; d) A amostra
pode ser retirada com facilidade do frasco.

Fonte: imagem cedida pelo SeAP/INI (2019).

Recomendactes do Controle de Qualidade

As normas estabelecidas pelo laboratério para o envio de amostras devem ser disponibilizadas a
todas as unidades de salde para assegurar que a amostra chegue ao laboratorio dentro do padrao
Ideal previamente estipulado, vide figura 10. V

Figura 10 - Sugestdo de normas estabelecidas pelo laboratério sobre o recebimento de
amostras.
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INSTRUCOES DE ENVIO DE AMOSTRAS DE TECIDO HUMANO E/OU
ANIMAL

EXAME: tipos de exame realizados pelo laboratério (p. ex., histopatoldgico e
imuno-histoquimico).

MATERIAL: podem ser listados todos os materiais recebidos ou apenas informar
que o laboratério recebe amostras de tecido humano e/ou animal e blocos de
parafina e/ou laminas histoldgicas.

INSTRUCOES: podem ser escritas todas as instrucdes que o laboratério achar
pertinente, de forma clara e precisa, para o correto envio das amostras de tecido
(p. ex., a solucéo fixadora mais adequada, o tipo de frasco ideal para a amostra
ou dados importantes sobre o0 paciente e a amostra).

TEMPO DE LIBERACAO DO LAUDO: o tempo estimado para liberacdo do laudo
deve ser a critério do laboratorio e levando em consideragcéo a demanda recebida.

OBSERVACOES: o objetivo deste documento é informar e esclarecer davidas
sobre o envio de amostras de tecido humano e/ou animal para o laboratério de
anatomia patolégica. Sendo assim, o laboratoério deve priorizar dados relevantes
ao correto envio das amostras. Esse campo deve ser para os detalhes que nao
cabem nas instrucdes (p. ex., a forma que as amostras devem ser transportadas
dentro da unidade de saude até o laboratdrio de destino).

REJEICAO DE AMOSTRA: informar quais s&0 os critérios para rejeicao de
amostra preconizados pelo laboratério. Considere o exemplo a seguir como uma
sugestao:

As amostras serédo rejeitadas e reencaminhadas ao solicitante através do
portador, quando:

a identificagédo da requisicdo médica ndo é a mesma identificacdo do frasco;
o frasco ndo apresentar nenhuma identificacao;
a requisicdo médica apresenta preenchimento incompleto.

Nota: para fins de controle e rastreabilidade, sugere-se inserir neste documento
o numero do POP em que as informacdes estejam contidas.

Fonte: elaborado pela autora.

554.1.2 Fixagéo
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Os tecidos comecam a se deteriorar logo apds a sua retirada do corpo ou a
morte do organismo, devido a perda do suprimento vascular, a acdo de enzimas
autoliticas e de bactérias, progredindo rapidamente em tecidos ricos em enzimas e
mais lentamente em tecidos com grande concentracao de fibras elasticas e colageno.
A autdlise desconfigura a morfologia das células, além de prejudicar a afinidade
tintorial das estruturas celulares. Portanto, é determinante interromper a autdlise e a
putrefacdo, imediatamente apds a coleta, submergindo a amostra biolégica em uma
solucao fixadora pertinente, pelo tempo necessério, com a finalidade de preservar o
tecido, proporcionar maior rigidez e resisténcia a amostra para as outras etapas do
processo, evitar os danos osmoéticos, prevenir o inchaco ou encolhimento da amostra,
preservar antigenos e 0s constituintes celulares. A etapa de fixacdo garante a
preservacdo da amostra tecidual, determinando a qualidade final do preparado
histolgico (RAI; BHARDWAJ; VERMA, 2016).

Existem dois tipos de fixacao: a fisica e a quimica.

a) Fixacao fisica

Compreende o aquecimento ou congelamento da amostra bioldgica.

No aquecimento as proteinas se coagulam e cessam 0 processo de autdlise,
porém esse processo altera profundamente os tecidos.

No congelamento ocorre o impedimento da progressédo da autélise e promove
o endurecimento do tecido, o que permite o preparo de cortes para analise imediata.
Esse processo nao inativa a maioria das enzimas e mantém a conformacao natural de
muitas proteinas, sendo ideal para o estudo de lipidios contidos nos tecidos.
(MICHALANY, 1998).

b) Fixag&o quimica
Compreende agentes quimicos utilizados para estabilizar as biomoléculas
(ARMED FORCES INSTITUTE OF PATHOLOGY (U.S.), 1995).
A combinacédo entre a fixacdo fisica e quimica € comum, pois 0s agentes
fixadores podem interagir com a temperatura ambiente, por exemplo. Sabemos que
fixadores expostos a temperaturas entre 37-40 °C penetram mais rapidamente no

tecido, porém podem ocasionar uma acentuada digestdo. No entanto, em baixas
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temperaturas tornam-se lentos, possibilitando uma fixagdo morosa e menos agressiva
aos componentes teciduais (ARMED FORCES INSTITUTE OF PATHOLOGY (U.S.),

1995).

A seguir o quadro 4 apresenta os fixadores mais utilizados e sua aplicabilidade

em laboratério de anatomia patolégica.

Quadro 4 - Mecanismo de ac¢ao, os fixadores mais utilizados e a aplicabilidade em laborat6rios

de anatomia patolégica.

Mecanismos de acao  Fixadores mais utilizados

Formaldeido
Reticuladores
Glutaraldeido
Oxidantes Tetroxido de dsmio e

permanganato de potassio
Metanol, etanol e acetona
Desnaturantes ou

coagulantes . »
Acido acético

Aplicabilidade

Uso geral em histoquimica e imuno-
histoquimica

Microscopia eletrénica

Microscopia eletrénica

Pequenos fragmentos em histoquimica

Pequenos fragmentos em histoquimica e
Imuno-histoquimica

Fonte adaptada: Rai; Bhardwaj; Verma, 2016.

Diversos fatores podem interferir na fixagdo adequada e, consequentemente,

no resultado final do preparado histolégico. No quadro 5, encontram-se 0s principais

fatores de interferéncia na fixacdo de tecidos, esses fatores podem atuar

individualmente ou em associacgéo.

Quadro 5 - Principais fatores de interferéncia na fixagdo de tecidos.
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Fatores de interferéncia na

. Descri¢do dos fatores
fixagao

Encolher entre os diferentes fixadores aquele que melhor se adeque a rotina, a

Escolha do fixador finalidade e a natureza bioquimica da estrutura que se deseja preservar.

A concentragéo de ions de Hidrogénio deve ser ajustada com a utilizagéo de um

PH tamp&o. O pH 6-8 ¢ o ideal para a preservagdo dos componentes celulares.
x Em geral a solucdo de formaldeido deve ser formulada a 10%. Concentragdes
Concentracéo ! . x
maiores ou menores que 10% podem comprometer a qualidade da fixag&o.
Volume O fixador deve ser suficiente para cobrir 20 vezes o volume da amostra.
Tempo Os fixadores apresentam diferentes tempos de fixag@o que podem variar entre 24-72
P horas.
Temperatura ambiente. Temperaturas baixas desaceleram a autdlise e a penetragéo
Temperatura do fixador, temperaturas elevadas aceleram a penetracao do fixador, mas podem

danificar o tecido.

O poder de penetragdo varia muito entre os tipos de fixadores, por esse motivo as
Penetra¢do amostras devem ser pequenas e delgadas para que o fixador possa atingir todo o
material. Orgéos devem ser fatiados pelo mesmo motivo.

Fonte adaptada: Michalany, 1998.

Certamente os fixadores comprometem de alguma maneira a morfologia
celular, no entanto sdo fundamentais na qualidade do preparado histolégico. Nesse
contexto, o formaldeido é o mais compativel com a série de procedimentos realizados
nos laboratérios de histologia e pesquisa e o mais utilizado (ARMED FORCES
INSTITUTE OF PATHOLOGY (U.S.), 1995; MICHALANY, 1998; RAI; BHARDWAJ;
VERMA, 2016).

O formaldeido (metanal) é classificado como o aldeido mais simples, de férmula
molecular H,CO, é um gas comercialmente vendido em solucdo aquosa de 37-40%.
Para seu uso na rotina histologica € preciso diluir a 10% passando a ser chamado de
formalina ou formol (GANJALI; GANJALI, 2013; RAI; BHARDWAJ; VERMA, 2016).

Dentre os protocolos de solugdes fixadoras utilizando formalina, observam-se

0s mais utilizados no quadro 6.

Quadro 6 - Solugdes fixadoras mais utilizadas, suas particularidades, tempo ideal de fixacdo e
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protocolo.
Tempo para
Fixador Particularidades fixagdo Protocolo
completa

Eormalde\'do 37-40% 100mL
L ‘ Fixa 05 tecidos diminutos de maneira ideal e & um Agua destilada oudgua reagenie fipo ... J00mL

Liquido de Bouin N §-24horas [0 .
hom conservador do muco  da glicogénio. Acwdo acetico glacial 20mL
Acido picrico & saturacio

i i~ ) i 0
Fomaliaa 10% Bamocusto,podeocorre[errjswgaodep\gmento 2448 horas Eormalde@oa?-aiofi: . 100mL
formalinico. Aqua destilada oudgua reagentefipoll. ... 900 mL
Fixa a maloria dos tecidos de maneira ideal Eormalde\’do s 100l
Formalina tamponada de ’ Aqua desfilada oudgua reagente fipol.. - 900mL

provoca menor dano as estruturas celulares, ndo | 24-72 horas

Carson(pH7 27 4) I—— Fosfato de sidio monobasico..........ooo 186¢
FOEs. Hidroido de sedio 42
‘ ., . - Formaldeida 37-40% 100mL

‘ Fixa a maioria dos tecidos de maneira ideal pode ; . . :
Formalina neutra tampanada o T Aqua desfilada oudgua reagentefipoll. ... 900 mL

) ocomer a precipitacéo do fosfato que deixard | 24-72 horas L .
10% (pHB,8) o Fosfato de sdio monabdsico 4g
artefatos no tecido. e

Fosfato de sddio dibdsico 630

* Antes de iniciar a coloracio & necessario refirar o pigmento formalinico: desparafinizar e hidratar até a Agua, imergir o5 cortes em uma solucéo saturada de Acido
picrico a 95% por 24 haras, lavar as Aminas até desaparecer o tom amarelo deixado pelo dcida picrico, sequir o protocalo de coloracio.

™ Para tentar inibir a precipitacio do fosfato & necessario iniciar o processamento com dlcool entre 50- 70% & sequir o protocolo da rofina.

Informac#o adicional: antes de iniciar o processamento lavar os fragmentos de tecido em dgua comente por 2 horas.

Fonte adaptada: Tolosa et al., 2003.

Recomendacdes do Controle de Qualidade

As solugdes preparadas com formaldeido devem ser guardadas em frascos de vidro Ambar, pois
essas substancias se degradam facilmente & presenca da luz.

O formaldeido & carcinogénico, além de toxico e irritante, conforme a Ficha de Informagéo de
Seguranga para Produtos Quimicos (FISPQ) que acompanha o produto. A manipulacdo desse
produto quimico deve ser realizada em local que tenha exaust&do e o uso de EPI's & imprescindivel:
jaleco, mascara com filtro para vapores organicos (respiradores purificadores de ar semifaciais),
oculos de protecdo e luvas descartaveis. 7

5.5.4.1.3 Transporte

O transporte das amostras biologicas deve ser controlado, pois um transporte
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inapropriado, em condicdes de temperatura fora do ideal pode prejudicar severamente
0 potencial da amostra. Geralmente, as amostras precisam ser transportadas do local
da coleta até o laboratério e esse trajeto pode ser realizado em um unico prédio, entre
unidades, entre bairros, entre cidades e até entre paises. Por essa razdo, criaram-se
diretrizes para o transporte de amostras biologicas, visando a seguranca de todos 0s
envolvidos no processo e do meio ambiente (AIRES et al., 2015).

Neste documento, somente os procedimentos para o transporte do material
biolégico dentro de uma mesma instituicdo serdo abordados. O sistema triplo de
embalagem é o mais recomendado para esse tipo de transporte. Esse sistema é
composto por uma embalagem primaria a prova de vazamentos, um recipiente
intermediério rigido (canister), que contera a embalagem primaria, e a externa que
contera a embalagem intermediaria e, por esse motivo, deve ser resistente, isotérmica
e proteger a amostra das condi¢des externas que possam gerar dano (ANVISA, 2015).

A identificacdo da embalagem externa deve conter o local de origem, o tipo de
microrganismo, a classe de risco, o pesquisador/profissional responsavel e um
telefone de contato para emergéncia. Dessa forma, as amostras podem ser
transportadas ao local de destino de forma segura e adequada (AIRES et al., 2015).

A figura 11 mostra o acondicionamento das amostras biolégicas de acordo com
o sistema triplo de embalagens.

Figura 11 - Sistema triplo de embalagens para transporte de amostras biolégicas e a rotulagem
ideal da caixa.

{‘ f\ — .
sareamar =
MATERIAL BIOLOGICO

Fonte: Comisséo Interna de Biosseguranca do Instituto Oswaldo Cruz (CIBio/IOC).
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5.5.4.2 Fase Pré-analitica: recebimento de amostras biol6gicas

Quando as amostras bioldgicas chegam ao laboratério de anatomia patologica
inicia-se a etapa do recebimento de amostras. O profissional responsavel pelo
recebimento devera retirar as amostras da embalagem de transporte juntamente com
os pedidos de exames e proceder a verificacdo dos dados tanto do paciente/animal
quanto do material.

A identificagdo correta do paciente/animal e da amostra deve ser verificada
tanto na requisicdo quanto no recipiente contendo a amostra, prevenindo erros que
podem gerar consequéncias ao paciente/animal, como por exemplo, a troca e extravio
de amostras. A presenca de solucao fixadora assim como seu volume devem ser
considerados, uma vez que a fixacdo inadequada da amostra gera artefatos nos
preparados histoldgicos (MICHALANY, 1998; IYENGAR, 2009).

Aposs a conferéncia de todos os dados o responsavel pelo recebimento deve
anotar a data e a hora do recebimento no pedido de exame e rubricar.

O protocolo com as informagdes sobre envio e recebimento de amostras deve
ser disponibilizado a todos de interesse do laboratério e do servico de saude.

Em caso de uma nao conformidade ser detectada na etapa de recebimento de
amostra, a correcdo dessa ndo conformidade € necessdria para continuidade dos

processos, conforme exemplificado no quadro 7.



63

Quadro 7 - Exemplos de ndo conformidades encontradas no recebimento de amostras para
exame histopatoldgico e as solu¢8es recomendadas.

Néao conformidades no recebimento de

L Solugdes recomendadas
amostras biologicas

Identificagdo da amostra/paciente
Dados divergentes entre o pedido de exame e 0
frasco da amostra, dados incompletos ou
errados.

Devolver o material e o pedido do exame ao portador para
que sejam feitas as devidas corregdes pelo local de
origem.

Fixador inadequado
Alcool a 70%. soro fisiologico, agua destilada. Colocar a amostra imediatamente em formalina

tamponada a 10%, em volume suficiente para submergir a
Amostra com pouco ou nenhum fixador  amostra (= 20 vezes o volume da amostra). Anotar todo o
Amostras enviadas a fresco ou com a procedimento no pedido de exame correspondente, com

quantidade de fixador insuficiente para | data, horario e rubrica do profissional.
submergir todo o material.

Fonte: elaborado pela autora.

5.5.4.2.1 Identificacdo da amostra

A amostra deve estar devidamente identificada com os seguintes dados:

e Nome completo do paciente/animal,
e Numero e/ou codigo de origem (prontuario);
e Tipo de amostra (biopsias, pecas cirurgicas, lamina corada e bloco de parafina);

e Tipo de solucéo fixadora.

55.4.2.2 Pedido de exame

A amostra deve estar acompanhada do pedido do exame que deve conter 0s
seguintes dados:
e Nome completo do paciente/animal,
e Numero e/ou codigo de origem (prontuario);

e Nome da instituicao e setor de origem;
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e Data do envio;

e Assinatura do médico ou do médico veterinario com carimbo legivel;

e Sexo;

e |dade ou data de nascimento (quando conhecidos em casos de amostras de
origem animal);

e Nome completo da mée (ndo aplicavel em amostras de origem animal);

e Endereco completo (ndo aplicavel em casos de amostras de origem animal);

e (Género e espécie (para amostras de origem animal);

e Sitio anatdmico;

e Tipo de amostra (p. ex., biopsia de pele, fragmento de figado);

e Data e hora da coleta;

e Informacdes clinicas relevantes (principais dados clinicos, tempo de evolucéao,
achados de exames fisico e laboratorial);

e Hipdtese diagnostica clinica/indicacéo do exame histopatologico.

5.5.4.2.3 Conferéncia da solucéo fixadora

Em caso de davida sobre a solucao fixadora enviada, a verificacdo pode ser
realizada utilizando de 1-2 gotas de reagente/reativo de Schiff para confirmar a
presenca de formaldeido. Essa verificagcdo pode ocorrer tanto no momento do
recebimento da amostra quanto na macroscopia, quando o patologista solicitar. O
reagente/reativo de Schiff reage instantaneamente com o formaldeido gerando um
aduto de cor purpura, indicando que a substancia é um aldeido. Na auséncia de
aldeido, o reagente/reativo de Schiff se mantém incolor por alguns segundos, porém
a sua diluicdo permite que a molécula p-rosanilina livre seja liberada mesmo na
auséncia do aldeido, tingindo levemente a substancia testada, resultando em uma
coloracdo rosa claro menos intensa, sendo facilmente distinguivel da presenca de
aldeido (MARTINS; SUCUPIRA; SUAREZ, 2017), conforme demonstrado na figura
12.
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Figura 12 - Representacdo do teste colorimétrico para presenca de formol.

Legenda: a) Formol a 10%, alcool absoluto 99,5%, soro fisiolégico e o reativo de Schiff, para dar inicio
ao teste. b) No primeiro momento do teste ja se percebe claramente a cor purpura do formol a 10% e
0 tom rosa claro no alcool e no soro fisioldgico. c e d) a evolugéo da liberagdo da molécula p-
rosanilina mesmo na auséncia de aldeido.

Fonte: elaborado pela autora.

O uso do reagente/reativo de Schiff como verificador de formaldeido ja é
conhecido por facilitar a identificagdo de substancias fixadoras na etapa de
recebimento de amostra (BUESA, 2009). O protocolo de preparo do teste colorimétrico
para aldeidos é descrito no quadro 8.
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Quadro 8 - Protocolo de preparo do teste colorimétrico para aldeidos.

Protocolo de preparo d? Reagenteireativo Teste colorimétrico para aldeidos Visualizagio imediata
de Schiff

_Fucsina i o 1g

Aguadestillada ... 200 mL

Metabissulfito de SOdio ..o 2 Aldeidos - cor plrpura.

Acido cloridrico

Carvdoativado ... 1
presente no frasco da amostra

Preparo: dissolva a fucsina bésica na dgua bioldgica a ser testada. Pingar de 1 a 2

Adicione o metabissulfito de sodioe agite alé  recipiente a critério do laboratério. Alcool a 99% - incolor
esfriar. Adicione o dcido cloridrico. Tampe e Adicionar de 1 a 2 gotas do Apos alquns sequndos aparecerd

uarde em local escuro por 24 horas. Apos 85| reagentelreativo de Schif Se hower  |yma cor com tonalidades rosa claro.
24 horas adicione o carvéo afivado, agite e filfre.  31deido na substincia testada

0 liquido deve ser incolor. Mantenha na imediatamente apareceré a cor
geladeira. Caso 0 fiquido adauira uma plrpura, caso contrério o papel ficard PR
coloracéo palha, apds a filragem, deixe mais 24 incolor por alguns segundos. Alcool a 70%, soro fisioldgico, dgua
horas na geladeira. Apés esse periodo, o liquido destilada - ap6s alguns segundos
deve ficar incolor e estara pronto para ser aparecerd uma cor com fonalidades
utilizado. rosa claro

Fonte: elaborado pela autora.

Recomendactes do Controle de Qualidade

Para facilitar a busca pelas informagoes pertinentes ao processo técnico, sugere-se que o0s
registros realizados ao longo do fluxo sejam anotados em um tnico local do pedido de solicitagao
de exame. Todos os profissionais devem anotar a data, a hora e rubricar em cada etapa que for
concluida. Esse controle pode ser realizado por meio de um carimbo, um formulario ou um sistema
informatizado, a criterio do laboratorio. O quadro 9 € um exemplo de carimbo ou formulario, que
pode ser anexado no verso do pedido de exame.
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Quadro 9 - Modelo de carimbo ou formulario utilizado no registro das etapas do processo
técnico.

Data Hora Rubrica Observagoes
Recebimento
Reqistro
Triagem
Clivagem
Incluséo
Corte
H&E
Técnica Especiais
IHQ
o Iniciado
Digitagao Finalizado

Fonte: elaborado pela autora.

Como proceder em casos de grande demanda?

Em periodos de grande volume de amostras, como na ocorréncia de surtos ou epidemias, as amostras
recebidas podem ser organizadas em caixas, enquanto aguardam a etapa seguinte do processo.
Essas caixas devem ser identificadas com a data do recebimento e quaisquer dados que indiguem as
amostras nela contidas a critério do laboratorio, a fim de facilitar seu rastreamento caso necessario.
Recomenda-se ainda que, nesses periodos, o laboratorio disponha de um espago adequado destinado
a guarda temporaria das caixas contendo as amostras apos seu recebimento, de modo que nao se
acumulem na area técnica.

Sugere-se que, em casos que se recebam varias amostras de um mesmo paciente/animal (p. ex.,
necropsias), todas as amostras passem por todas as etapas juntas, desde a sua organizagao no
momento do recebimento dentro do laboratorio. 1sso evita que, estando cada amostra de um mesmo
paciente/animal passando por diferentes etapas do processo, haja atraso na entrega do caso ao

patologista e consequentemente na resposta diagnostica. '

5.5.4.2.4 Descalcificacdo de tecidos 6sseos
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Em alguns tecidos ocorre a deposi¢éo de sais de calcio ou fosfato, seja por sua
natureza (p. ex., fragmentos de tecido ésseo) ou por alguma condi¢do patoldgica.
Esses tecidos possuem estrutura rigida e inflexivel, que torna o procedimento de
microtomia dificil e sujeito a graves artefatos técnicos que prejudicam a analise
histoldgica e podem levar a danos no equipamento. Por esse motivo, o procedimento
de descalcificacao deve ser utilizado para tornar o tecido propicio ao corte (GUL et al.,
2014; MICHALANY, 1998).

Quando necessario, 0 processo de descalcificacdo deve ser realizado entre a
fixacdo e o processamento, pois o tecido precisa estar bem fixado para que a estrutura
do osso fique protegida contra os danos da descalcificacdo e permita que as outras
etapas sucedam com qualidade (ARMED FORCES INSTITUTE OF PATHOLOGY
(U.S.), 1995).

Solucgdes acidas, quelantes, meios de troca ibnica e descalcificacdo eletrolitica
sdo alguns dos métodos mais utilizados para a descalcificacdo de tecidos 6sseos. A
escolha do método de descalcificacdo deve ser criteriosa para que ndo cause danos
aos constituintes celulares, uma vez que os danos na morfologia sdo proporcionais a
rapidez de acéo do descalcificador (CARVALHO et al., 2008).

E fundamental o uso de luva especifica (nitrilica ou de latex natural) para
manipulacdo de solucdes acidas e quelantes, da mesma maneira que 0 preparo
dessas solucbes deve ser realizado em capelas de exaustdo para minimizar a
incidéncia de gases e vapores no local de trabalho.

O quadro 10, apresenta alguns protocolos dos métodos de descalcificacdo mais

utilizados e o quadro 11 demonstra as vantagens e desvantagens de cada método.
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Quadro 10 - Protocolos de métodos de descalcificacdo mais utilizados em laboratérios de
anatomia patologica.

Métodos Tipo

Acidonfricoa
5%
Acido forte .
Formalina-
dcido nitrico

Acidoférmicoa
5%
Acido fraco
Formalina-
dcido formico

(uelante EDTA

Protocolo Tempo
Addotico................SmL
Agua destilada . . 95mL
Addontico................ 10mL
Agua destida...............80 mL | 2-24 horas,

Formaldeido 37-40% .....10mL | dependendo

Adidofomico90% . 5mL | dotamanho

Agua destiada ............ g5 daamosie
Acido fomico 90%-....... 10mL
Agua destilada........... gamL

Formaldeido 37-40% .......... 5mL

EDTAdissddico. ... 250 g

Aqua destiada............ 1750 mL| 24420 horas,
Hidrdxido de sodio ........ 2250 | dependendo
A solucio deve ser neutralizada | dotamanho

adicionando ¢ hidrdxido de sodio | da amosra.

(PHT.0)

Procedimento técnico

Age removendo o calcio (sais de carbonato e fosfato) presentes no tecido
0s520. A amostra deve ficar suspensa na solucAo descalcificadora, de
forma que o célcio liberado possa ser depositado no fundo do frasco. A
cada hora a solucio descalcificadora deve ser subsfitidae a
maleabilidade e elasticidade do tecido testadas. Ao término da
descalcificacdo, neufralizar com solucAo de sulfato de sddio a 5% por 24
horas e lavar o fragmento de tecido em dgua carrente de 2-8 horas e dar
prossequimento ao processamento histoldgico de rofina.

Age formando moléculas pela ligacéio de um ion metdlico a um carreador
argénico por meio de ligaches covalentes. A amostra deve ficar suspensa
na solucéo descalcificadora em agitacdo. Diariamente a soluco
descalcificadora deve ser subsfituida e a maleabilidade e elasficidade do
tecido testadas. Ao término da descalcificacéio, lavar em Agua coente
de 2-8 horas e dar prosseguimento a0 processamento histoldgico de
rotina.

Fonte: Armed Forces Institute of Pathology (U.S.), 1995; Tolosa et al., 2003.

Quadro 11 - Vantagens e desvantagens dos métodos de descalcificagdo mais utilizados na

rotina histolégica.

Tipo de
descalcificador

Acido nitrico a 5%

Formalina-dcido
nitrico

Acido férmico a 5%

Formalina-dcido
farmico

EDTA

Vantagens

Método de acdo rapida. Pode ser Prejudica muito o tecido, porque sua
usado na descalcificacdo de 0ssos | acdo é rapida e danifica as enzimas,

corticais longos ou muito
mineralizados.

Fixa e descalcifica ao mesmo t

Eficaz e provoca pouco prejuizo ao

tecido.

Fixa e descalcifica ao mesmo tempo. ACéo lenta.

Néo produz artefatos, preserva as
estruturas celulares e viabiliza a
coloracAo nuclear e citoplasmatica de

qualidade.

Desvantagens

acidos nucléicos e polissacarideos,
além da matriz ossea.

empo. Pode provocar tumefacdo turva.

Acdo muito lenta.

Acéo muito lenta.

Fonte: Armed Forces Institute of Pathology (U.S.), 1995; Tolosa et al., 2003.
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5.5.4.2.5 Registro das amostras recebidas

Todas as amostras recebidas no laboratério devem ser identificadas de forma
inequivoca, por meio de um registro interno, numérico ou alfanumérico dnico,
seguindo o protocolo interno do setor.

As amostras podem ser registradas, inicialmente, em um livro Ata,
sequencialmente, de forma que se tenha um documento de rastreabilidade para o
controle da qualidade. Esse livro deve ser preenchido de forma legivel, com o uso de
caneta esferogréafica, sem rasuras e por profissional treinado para minimizar os erros.

De acordo com as normas de controle da qualidade ndo é permitida a utilizacéo
de corretivos nem rabiscos que tornem o erro ilegivel. Caso seja necessaria a correcao
de alguma informacé&o, o profissional deve proceder riscando o0 erro com um traco
anico e retificando a informacéo com a inclusdo do dado correto ao lado, seguido da
rubrica e data.

O sistema de registro utilizado pelo laboratério deve preferencialmente conter
as seguintes informacdes:

e Registro interno do laboratério (numérico ou alfanumérico);

e Nome do paciente (home completo, evitando abreviacdes) ou identificacdo do
animal (conforme requisicao);

e Registro do Paciente/animal no local de origem;

e Material/tipo de amostra (p. ex. fragmento de pele);

e Origem (instituicdo ou servigo que envia a amostra);

e Exame (tipo do ensaio a ser processado pelo laboratério);

e Solicitante (quem esta assinando a requisicdo do exame);

e Data e hora em que a amostra foi coletada,;

e Data e hora de entrada (quando a amostra foi recebida no laboratorio);

e Data e hora que a amostra foi registrada.

A amostra pode ser registrada, ainda, em sistema informatizado para garantir
a seguranca dos dados e permitir a rastreabilidade de todo o processo.

O sistema informatizado deve ser especifico para uso em laboratério, a fim de
permitir que sejam realizadas adequacgdes pertinentes a rotina diagnostica, a pesquisa
e ao sistema da qualidade, como: rastreabilidade do processo técnico, digitacdo de

laudos, controle de permissfes para uso do sistema e de acesso as informacgdes do
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paciente, da amostra e do diagnéstico.

O registro manual do recebimento de amostras é fundamental para o controle
do material recebido e para a rastreabilidade, porém um sistema gerenciador de dados
€ necessario para a organizacao do laboratorio, além de ser pré-requisito do controle
de qualidade.

ApGs ter recebido o numero de registro interno do laboratério, a amostra

juntamente com a requisicao, serdo encaminhadas a etapa de macroscopia.

5.5.4.3 Fase Analitica: macroscopia e clivagem das amostras

A macroscopia € um procedimento necessario para o diagnostico, consiste na
avaliacdo e descricdo macroscopica da amostra e deve ser realizada,
preferencialmente, por patologista médico ou veterinario. No entanto, a andlise pode
ser realizada por outros profissionais, como histotécnicos, biélogos e biomédicos
(ADVANCE STAFF, 2012; CONSELHO REGIONAL DE MEDICINA DO ESTADO DE
SAO PAULO, 2013; RIBEIRO-SILVA et al., 2016; SOCIEDADE BRASILEIRA DE
PATOLOGIA, 2004).

Antes de iniciar a macroscopia, € necessario organizar o ambiente de trabalho,
o instrumental basico (pincas de tamanhos variados do tipo dente de rato ou para
disseccdo, facas, navalhas, bisturis, peneira fina de metal, régua, cassetes de plastico,
frasco conta gotas contendo eosina e outros tipos de corantes, papel de filtro e papel
toalha, lapiseira, caneta, borracha, luvas de procedimento de latex ou nitrilica,
bombona de plastico graduada com torneira para armazenamento de formalina a 10%
tamponada e bombonas de plastico para descarte da formalina usada). Em seguida,
0 macroscopista ird separar o pedido de exame, 0s seus respectivos frascos e conferir
as informacgdes descritas no frasco e no pedido do exame, apds colocara, a lapis ou
com a caneta (propria para marcacao permanente resistente a solventes), o nimero
de registro interno do laboratorio na parte da frente do cassete histoldégico a ser
utilizado, de forma individualizada para evitar troca de amostras. Adicionalmente, a
critério do laboratério, podem ser adicionadas as iniciais do paciente/animal na lateral
do cassete. Outras formas de identificacdo podem ser utilizadas, desde que garantam
a identificacado inequivoca da amostra (RIBEIRO-SILVA et al., 2016).
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Ao examinar a amostra ou a peca cirdrgica, 0 macroscopista descreve no

pedido do exame as caracteristicas da amostra, conforme o quadro 12.

Quadro 12 - Caracteristicas usuais para o relatério do exame macroscoépico.

Caracteristicas macroscopicas usuais Descrigdo
(Quantidade de fragmentos Descrever a quantidade de fragmentos recebidos.
Forma Redondo, iregular, cnico, esférico, oval, retangular, cilindrico, papilar, nodular.
Medida Comprimento x largura x altura em mm ou cm.
. Capsulada, septada, lobular, lisa, dspera, granulosa, digitiforme, homogénea
SuperﬁC|e extem'cl p 1 p 1 1 1 p ..’ g 1 g 1 g 1
heterogénea.
Consisténcia Eldstica, firme, firme-elastica, pétrea,cistica, pastosa, friavel mole.

Peso

I Quilograma ou grama.
(apenas em caso de pecas cirdrgicas)

Cor Branca, parda, pardo clara, paro-escura, amarela, verde claro, verde escura, marrom,
preta, cinza, vermelha.
Caracteristicas adicionais Descrever as caracteristicas de lesbes macroscapicas, quando presentes.
Superiicie inferna (aos cortes) Descri¢io da superficie intema da amostra.

Fonte: Ribeiro-Silva et al., 2016.

O relatério macroscépico pode ser escrito, de preferéncia no verso do pedido
de exame, digitado ou gravado. E um documento de comprovacéo do procedimento
realizado e, por isso, deve ser escrito com caneta esferografica na cor azul e ndo pode
conter rasuras (rabiscos ou corretivo), portanto, o erro deve ser apenas grifado para
que permita saber o que estava escrito anteriormente. Abaixo da descricao
macroscopica deve ser indicado o numero de fragmentos clivados, o numero de
cassetes utilizados (blocos) e se houve reserva de material ou ndo, conforme o
exemplo: 1F/1B/CR, onde F representa o niamero de fragmentos, B representa o
namero de blocos gerados e CR - ou “com reserva” - indica que houve reserva/sobra
da amostra apos a clivagem. Em casos onde a amostra ndo gere reservas, pode-se
utilizar a sigla SR, ou seja, “sem reserva”, a sigla “TI”- totalmente incluido ou outra
forma de representacdo, a critério do laboratério, desde que garantam a

rastreabilidade da amostra. Podem ser realizados, a critério do profissional, desenhos
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esquematicos da(s) lesdo(Bes), a colagem do rétulo/etiqueta do frasco no verso do
relatério ou a transcri¢cdo para o relatério macroscoépico das informacdes contidas no
rétulo/etiqueta do frasco, especialmente, a topografia detalhada. Ao término do exame
macroscopico, o profissional responsavel deve assinar ou rubricar e datar a folha onde
foi feita a descricdo da macroscopia, além de descartar os frascos de plastico vazios
na lixeira identificada como residuo biologico (saco branco) e os frascos de vidro na
bombona especifica para descarte de vidros.

Os fragmentos clivados serdo arrumados em cassetes histologicos de plastico.
A critério do laboratério, cassetes de cores variadas podem ser utilizados (p. ex., cores
distintas para diferenciar amostras humanas ou animais; destinadas a pesquisa ou
rotina, etc.). Todos os cassetes preparados sdo acondicionados em um frasco de
plastico ou de vidro, com formol a 10%, para serem encaminhados ao processamento.

Recomenda-se que fragmentos de tecido pequenos sejam marcados com
eosina e embrulhados com papel filtro para que ndo haja perda do material no
processamento. Deve-se ainda verificar o fechamento adequado da tampa do cassete
antes de coloca-lo no frasco do processamento.

O descarte do material de reserva pode ser realizado trés meses apés a
liberacdo do laudo e deve seguir as normas de biosseguranca (CONSELHO
FEDERAL DE MEDICINA, 1994a).

Recomendacdes do Controle de Qualidade

ApaGs a clivagem, caso a amostra tecidual n&o seja totalmente incluida em cassetes para
processamento histologico, a reserva do material contida em seu respectivo frasco com solugéo
fixadora deve ser armazenada em local adequado. A solugdo de formalina a 10% pode ser
substituida por alcool a 70% para preservar as estruturas celulares por um periodo de tempo
maior, caso esse material seja requisitado posteriormente para nova inclusdo, para realizacéo de
outras técnicas ou para pesquisa.

O mapa de clivagem, conforme exemplo disponivel na figura 13, € uma forma simples de controle
do material clivado e de rastreabilidade do processo.

No descarte das amostras de reserva, é recomendavel o preenchimento de um mapa de controle
de descarte de material biolégico. Esse procedimento facilita a rastreabilidade das amostras
descartadas e serve para registrar todas as informagoes relacionadas ao descarte como a data, as
amostras descartadas e quem foi o profissional responsavel, conforme figura 14.
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Como proceder em casos de grande demanda?

Em situagdes de grande demanda, o laboratorio deve definir os casos prioritarios. Nesse contexto,
podem ser priorizados 0s casos mais graves, 0s mais antigos ou, em casos de surtos, aqueles cujos
resultados sejam determinantes para o desencadeamento de agoes de vigilancia

A confecgao do bloco com fragmentos de multiplos 6rgaos (monobloco) € uma forma de agilizar o
tempo de resposta diagnostica a surtos em cenarios de grande demanda. Em casos de necropsia, onde s&o
recebidos diferentes tecidos de um Unico paciente/animal, um fragmento de cada tecido pode ser incluido em
um unico cassete, reduzindo a quantidade de cassetes por paciente/animal e, consequentemente,
aumentando o numero de casos a serem processados por vez. Adicionalmente, estando todos os tecidos
representados em um unico bloco, as técnicas de coloragao especial e imuno-histoquimica, quando
indicadas, podem ser aplicadas no mesmo bloco, reduzindo custo e tempo necessario para resgate de
amostras. A utilizagdo do monobloco € de blocos separados por tipo de tecido ndo sao excludentes. Nesse
caso, 0S monoblocos podem ser processados antes, abreviando o intervalo de tempo até que sejam
encaminhados a técnica de imuno-histoquimica e, consequentemente, o tempo em que o caso é entregue ao
patologista.

Figura 13 - Exemplo de informag¢des que devem constar em um mapa para ser utilizado na
clivagem das amostras de material bioldgico.

MAPA PARA CLIVAGEM

NUMERO DO POP: ntimero do POP em que o formulério esteja descrito.
DATA DA CLIVAGEM: data que a clivagem foi realizada.

MATERIAL: tipo de amostra biologica.

FRAGMENTO: quantidade de fragmentos que foram clivados.

BLOCOS: guantidade de blocos que foram gerados.

RESERVA: sobra/reserva das amosiras biologicas.

RESPONSAVEL: profissional responsavel pela clivagem.

Fonte: elaborado pela autora.
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Figura 14 - Exemplo de um mapa para ser utilizado no descarte da reserva de amostras
teciduais provenientes da macroscopia.

MAPA DE DESCARTE DA RESERVA DE MACROSCOPIA

NUMERO DO POP: nimero do POP em que o formuldrio esteja inserido.
NUMERO DE BANCADA: niimero de registro do laboratério.
DATA E HORA DA MACROSCOPIA: data em que foi feita a macroscopia.

DATA DA LIBERAGAOQ DO LAUDO: data que o laudo foi liberado (o descarte sé podera
ocorrer apos a liberacéo do laudo).

DATA E HORA DO DESCARTE: data em que esta sendo feita a separacéo das amostras.

RESPONSAVEL: nome de quem executou a separacio para o descarte.

Nota: esse formulario se destina ao controle interno do descarte da reserva. Cada local possui
critérios que devem ser observados para a retirada de residuo.

Fonte: elaborado pela autora.

5.5.4.4 Fase Analitica: processamento das amostras

O processamento de tecidos € a etapa em que o0s cassetes contendo
fragmentos de material bioldgico sdo imersos em substancias, como o alcool, xilol e a
parafina. Por meio de difusdo, essas substancias penetram nos tecidos, removendo a
agua e preparando o material para os processos de inclusdo em parafina e microtomia
(ARMED FORCES INSTITUTE OF PATHOLOGY (U.S.), 1995; MICHALANY, 1998).

O processamento pode ocorrer de maneira automatizada, por meio de um
equipamento denominado processador de tecidos “autotécnico”, conforme Figura 15
ou de forma manual. O processador de tecidos deve possuir manutengao preventiva

e corretiva para garantir o seu funcionamento continuo e adequado.
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Figura 15 - Processador de tecido de uso na rotina do SeAP-INI.

'*r
L —

I / >
g,mm““ i

Fonte: imagens cedidas pelo SeAP-INI.

Existem dois tipos de processadores de tecidos: o que transfere o tecido de
cuba em cuba, onde estdo os reagentes e o que transfere os fluidos, enquanto o
material fica estacionado. A escolha do equipamento deve ficar a critério das
necessidades e disponibilidades financeira e de espaco fisico do laboratorio.

A temperatura, a concentracdo dos reagentes (alcool, xilol e parafina) e as
propriedades do tecido sdo elementos que devem ser considerados, devido a
possiveis interferéncias nas fases que definem o processamento para materiais
embebidos em parafina. Assim, o laboratério precisa ter parametros de qualidade,
protocolos técnicos e treinamento regular da equipe para minimizar os possiveis erros.
As fases que fazem parte do processamento serdo brevemente descritas a seguir e

0s reagentes mais utilizados estarao descritos no quadro 13.
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Quadro 13 - Substancias mais utilizadas nas fases do processamento.

Desidratagao Clarificagdoldiafanizagdo Embebigédo
Acetona Cloroformio Parafina
Miscivel em dgua e oufros solventes organicos. E Caro, voldtil, de penefracdo lenta e causa danos E uma mistura de hidrocarbonetos e polimeros que
rapida e eficaz como desidratante, pode serusada | menores ao tecido do que o xilol. proporciona melhor adeséo e plasticidade e,
como fixador secundario anticoagulante. Tolueno consequentemente, facilitando o corte.
Etanol E miscivel em dlcool. Clareia rapidamente, mas

E 0 mais usado por questdes de custo/beneficio. E | endurece o tecido fixado em fixadores coagulantes.
miscivel em agua, rdpido e eficiente, mas a imerséo | Xileno

prolongada dos tecidos podem tornd-los E 0 mais utizado no processamento. Miscivel em
quebradicos. alcool. Clareia rapidamente, mas endurece o tecido
Fenol fixado em fixadores coagulantes.

Miscivel em agua, alcool e a maioria dos solventes
orgdnicos. Os cristais higroscdpicos reagem com o
ar e a luz e liberam uma cor rosa, de maneira que
para usd-lo se faz necessario recipientes protegidos
da luz e hermeticamente fechados.

Metanol

Miscivel em agua, muito volatil, inflamavel e caro,
além de endurecer os tecidos mais do que 0 etanol.

Fonte: Michalany, 1998; Tolosa et al., 2003.

5.5.4.4.1 Desidratacdo

Essa etapa baseia-se na retirada de agua e fixador aquoso dos tecidos para
permitir a posterior entrada da parafina, que € insolivel em agua. Esta é a primeira
fase do processamento, sendo o alcool etilico a substancia mais utilizada como agente
desidratante. A desidratacdo ocorre quando os cassetes histologicos contendo os
fragmentos de tecido sdo submetidos a imersfes seriadas em solugfes alcodlicas em
concentracfes crescentes que variam, progressivamente, de 70% a 99%. Para
fragmentos pequenos e/ou delicados, aconselha-se deixar de 30 a 40 minutos em
cada cuba de &lcool. Para fragmentos maiores, recomenda-se que permanecam até
1h30min em cada cuba de alcool. Em alguns casos, em que se tem a garantia de uma
boa fixacdo, a desidratacdo pode iniciar com o alcool a 95% sem prejuizo para o
restante do processo (ARMED FORCES INSTITUTE OF PATHOLOGY (U.S.), 1995;
MICHALANY, 1998).
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5.5.4.4.2 Clarificacao (diafanizacao)

A clarificacdo baseia-se na retirada do alcool utilizado na desidratagéo,
utilizando um agente soltvel em parafina. E a segunda fase do processamento, sendo
o xilol a substancia mais utilizada. A partir da retirada do alcool e entrada do xilol, o
tecido vai se tornando mais claro, transparente.

Os tecidos desidratados em contato com o xilol se tornam transparentes e isso
demonstra que o material esta diafanizado/clarificado. Nota-se também um acentuado
encolhimento do tecido devido a remocéo da gordura pelo xilol (ARMED FORCES
INSTITUTE OF PATHOLOGY (U.S.), 1995; MICHALANY, 1998).

5.5.4.4.3 Embebicdo

E a terceira etapa do processamento, onde a substancia mais utilizada é a
parafina sintética. Baseia-se na embebicdo do tecido em parafina liquida,
preenchendo todos os espacos e células (ARMED FORCES INSTITUTE OF
PATHOLOGY (U.S.), 1995).

O ponto de fusdo ideal da parafina sintética para ser utilizada tanto no
processamento quanto na incluséo € de 58 °C a 62 °C. Isso garante que o bloco de
parafina contendo o tecido figue endurecido quando em temperatura ambiente,
permitindo a posterior confeccdo de cortes histologicos. A exposicdo do material a
uma temperatura superior a 62 °C pode proporcionar a queima parcial ou total da
amostra, chegando a inviabilizar o diagnéstico. Portanto, a verificacdo da temperatura
da parafina deve ser um ponto de checagem com verificacdo diaria e notagdo em
planilha propria (MICHALANY, 1998).

Para que o processamento das amostras de tecido seja realizado
satisfatoriamente, as fases citadas acima devem ser monitoradas adequadamente
com protocolos definidos e equipe treinada. O quadro 14 sugere alguns cuidados que
devem ser observados nas fases do processamento e nos quadros 15 e 16 sao
demonstrados os protocolos utilizados no SeAP-INI como forma de sugestéo, ficando

a critério do laboratorio elaborar seus proprios protocolos.
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Quadro 14 - Sugestdes de cuidados que devem ser observados nas fases de desidratacéo,
clarificacdo e embebicdo do processamento histolégico.

Desidratagdo

suficientes.

Clarificagéoldiafanizagdo

No processador de fecidos 0 alcoois devem ser  Da mesma forma que 0 alcool deve ser
revisados todos os dias. Nos casos de baixa — observado, o xilol tambem deve ser
demanda sugenmos a froca completa a cada 20 constantemente verificado & renovado. Sugere- mesmo periodo indicado para as outras
dias e nos periodos de alta demandaacada 7 se que oilol seja frocado utilzando os
dias ou a citério do laboratério. Esse esquema  mesmos periodos descritos paraa trocado | processamento. E necessario ficar atento ao
permite que o material desidrate cometamente,  alcool O xilol quando estd saturado mostra-se | ponto de fusAa da parafina, pois quanto maior o
DOIS 05 cassetes s40 Imersos emreagentes  turvo e isso também pode serum sinalizador | ponto de fusdo mais dura serd a parafina e,
limpos, sem saturacAo de dgua e em quantidades |de que a desidratacAo foi inadequada.

Embebicdo

Deve-se verificar a temperafura da parafina e a
quanidade. Afroca pode ser realizada no

substancias que fazem parte do

portanto, pode dificutar a microtomia.
sualmente, se deve escolner a parafina com
ponto de fusdo enfre 58 °C e 62 °C.

No processamento manual, além dos cuidados com a froca dos reagentes, o técnico deve agitar o recipienta contendo os cassetes para permitir

mehor contato com as substancias.

Fonte: elaborado pela autora.

Quadro 15 - Protocolos dos processamentos automatizados utilizados no SeAP- INI.

Tipos de processamento Reagentes

Alcoola 70%
Aloool efco absodo 90%
Processamento para pegas  Alcoolefco absoluto 95%
cirirgicaslfragmentos e Alcoolefico ahsoito 99%
visceras de necropsiasl Ao efico ahsoido 89%
material com espessura > 3 mm XlolPA

(duranteanoty)  KoIPA
Xilol PA

Parafina histoldgica (58 °C
Parafina histoldgica (56 °C

Solucéo de formaiina a 10% 260 min

Tempo  Tipos de processamento Reagentes Tempo

Solucéo de formaiina a 10% 30 min

80 min Acoala T0% N min

80 min Alcool etfico absoto 0% 30 min

80 min : t Alcool etiico absoluto 95°% 30 min
S Aol |

Bmin | "Opsiasima i”a SO Acooefico absolto 9% 3mi
Bmn | ESPeSSURSIMM i oy H0min

gmn | (duranteodie) gy 30

fil min Allol PA 30 min

262°C) | 60min Parafina histologica (56 °Ca62°C) | 30 min
a62°C) | S0min Parafina histoldgica (56 °C a62°C) | 30 min

Fonte: elaborado pela autora.
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Quadro 16 - Protocolos para os processamentos manuais utilizados no SeAP-INI.

Tipos de processamento Reagentes Tempo Tipos de processamento Reagentes Tempo
Acoola T0% 4min Acoola 0% 20min

{‘x\cool efiico absoluto 90% 40 min Alceo\ efiico absoluto 90% 20 min

Processamento para {‘x\cooletilicoabsolmogﬁ"/o 40 min Alceo\etﬂicoabso\m%% 20 min
pegas Alcool eflico absoluto 9%% 40min Alcool effico absoluto 9%% 20min
ctingicasfragmentos de ACooleficoabsolo 9% Jin  Processamento para - ijcooefico asoido 99% 20min
iscerasdenectopsias XIOPA Jmin  biopsiasimaterialcom i pA 20 min
materal com espessura XHO\ PA 40 min espessura £ Jmm X!|0| PA il min
31 XiolPA 40 min Xilol PA 20 min

Parafina histologica (58°Ca 62°C) 30 min Parafina histoldgica (58°Ca62°C) 20 min

Parafina histologica (56°Ca 62°C) 30 min Parafina histologica (56°Ca62°C) 20 min

Fonte: elaborado pela autora.

No processamento manual, devem ser utilizados 10 béqueres para as solucdes
de &lcool e xilol e 2 canecas de metal para a parafina, cada um com o reagente na
concentracédo indicada no quadro 16 e com o volume do liquido suficiente para cobrir
0s cassetes e possibilitar a constante agitacéo, facilitando a penetracédo do solvente
nos tecidos. Luvas de protecéo térmica devem ser empregadas para manipulacao da
caneca de parafina aquecida. O manuseio dos cassetes pode ser realizado com o uso
de pinca histoldgica e a agitacdo dos reagentes pode ser feita com um bastéo de vidro.

No processamento manual, a parafina histologica deve ser aquecida em estufa
graduada de 58 °C a 62 °C e, antes da imersao dos cassetes, a temperatura deve ser
aferida utilizando um termémetro digital para uso em laboratario.

O tempo de cada etapa do processamento deve ser controlado com o uso de

um cronémetro.
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Recomendacdes do Controle de Qualidade

O mapa de processamento, conforme exemplo disponivel na figura 16, € um controle de amostras
colocadas no processador de tecidos, informando-se a quantidade de cassetes, a data e a rubrica
do técnico gue realizou a tarefa.

A substituicdo de reagentes, tanto no processamento automatizado quanto no manual, deve ser
registrada no mapa de controle de troca de reagente, conforme figura 17.

Para o controle dos equipamentos, & aconselhavel ter um mapa que deve ser preenchido
diariamente com informagoes sobre o funcionamento e limpeza do aparelho, conforme figura 18.

Figura 16 - Mapa de controle das amostras que seguem para processamento.

y

CONTROLE DE MATERIAL PARA PROCESSAMENTO

NUMERO DO POP: nimero do POP em que o formulario esta inserido.

MEDICO RESPONSAVEL: responsavel pela macroscopia/clivagem.

de tecidos.

N° TOTAL DE CASSETES: numero de cassefes que foram colocados na cesta do
processador de tecidos.

TECNICO RESPONSAVEL: profissional responsavel por colocar os cassetes no

processador de tecidos.

DATA/HORA DA SAIDA: data e hora que os cassetes foram retirados do
processador de tecidos.

N° TOTAL DE CASSETES: numero de casseies que foram retirados da cesta do
processador de tecidos.

TECNICO RESPONSAVEL: profissional responsavel por retirar os cassetes do
processador de tecidos.

DATA/HORA DA CLIVAGEM: data e hora que a macroscopia/clivagem foi realizada.

DATA/HORA DA ENTRADA: data e hora que 05 cassetes entraram no processador

Fonte: elaborado pela autora.



Figura 17 - Mapa de controle de troca de reagentes do processador de tecidos.

MAPA DE TROCA DO PROCESSADOR DE TECIDOS
NUMERO DO POP: nimero do POP em que o mapa esta inserido.
DATA: data da realizacdo da troca.

REAGENTES: citar os tipos de reagentes e a quantidade de cubas gue cada um ocupa no
aparelho.

QUANTIDADE: quantos litros de reagente foram gastos em cada cuba
NUMERO DO LOTE: anotar o lote de cada reagente utilizado.

RESPONSAVEL: profissional responsavel pela troca de reagentes.

Fonte: elaborado pela autora.

Figura 18 - Mapa de controle dos equipamentos.

CONTROLE DE EQUIPAMENTO

IDENTIFICAGAO DO EQUIPAMENTO: nome do equipamento, niimero de série, modelo,
marca e numero do patriménio, caso tenha.

NUMERO DO POP: nimero do POP em que a planilha esta descrita.
DATA: data do uso da planilha.

ITENS DE CHECAGEM: s&o os itens que devem ser verificados em cada equipamento,
como, por exemplo, mecanica, optica, elétrica, rotacéo, limpeza.

OBSERVAGAO: qualquer intercorréncia com o equipamento deve ser anotada nesse
campo.

RESPONSAVEL: profissional que utilizou o equipamento.

Nota: essa planilha é de uso diario e deve ser adequada a rotina dos profissionais que
utilizam os equipamentos.

Fonte: elaborado pela autora.
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Como proceder em casos de grande demanda?

Atroca das solucfies das cubas do autotécnico deve atender a demanda do laboratorio. Em casos de
alta demanda, principalmente quando os fragmentos de tecido séo maiores, como & o caso de
amosiras oriundas de necropsia, as trocas podem ser mais frequentes, evitando que as amostras
estejam hidratadas apos a passagem pelas soluctes alcoolicas.

Caso o processador de tecidos tenha manutencéo preventiva regular, sugerimos, em casos de alta

demanda, a utilizac&o dos protocolos de processamento noturno e diurno para que possam ser
processados um maior nimero de amostras possivel e assim agilizar o processo.

5.5.4.5 Fase Analitica: inclusdo em parafina

Aincluséo é a etapa em que o fragmento de tecido ja processado € emblocado
em parafina para confeccao de corte histologico (ARMED FORCES INSTITUTE OF
PATHOLOGY (U.S.), 1995).

O ideal é que o tecido seja incluido em parafina logo ap6s o término do
processamento para que se evite as variacdes de temperatura, ou seja, que o material
resfrie e depois seja colocado novamente em parafina aquecida.

A inclusédo de parafina pode ser realizada em uma central de incluséo,
dispensador de parafina ou autoinclusor, equipamento usual para essa atividade.
Esse equipamento € composto por trés partes: a placa aquecida, a placa fria e o

tanque reservatério da parafina liquida, conforme a figura 19.
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Figura 19 - Central de incluséo utilizada na rotina do SeAP-INI.

Fonte: imagens cedidas pelo SeAP-INI.

Nessa fase, sao utilizados moldes de metal, de diversos tamanhos, indicados
na figura 20, que servirdo para dar forma ao bloco de parafina contendo o fragmento

de tecido.

Figura 20 - Moldes de metal utilizados na inclusdo em parafina.

Fonte: imagens cedidas pelo SeAP-INI.

O local deve ser ventilado e, se possivel, com exaustdo para que 0s vapores
da parafina possam se dissipar.
Abaixo, a figura 21 ilustra a sequéncia basica do protocolo de inclusdo em

parafina utilizado no SeAP/INI.
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Figura 21 — Etapas da inclusdo em parafina, conforme protocolo utilizado no SeAP-INI.

a) Escolher o molde de ¢) Posicionar 0 molde na
metal mais adequado b) Fixar o fragmento de placa fria, pressionar
para o tamanho e forma tecido no fundo do levemente o fragmento
do fragmento de tecido. molde com o auxilio de na posicdo correta até
Remover o fragmento uma pinca aquecida e que ele fique aderido ao
de tecido do cassete. um pouco de parafina. fundo do molde. Colocar
Ndo descartaro Posicionar a superficie 0 cassete com a
cassete, pois ele sera do corte do fragmento identificacéo do paciente
(til na identificacdo do de forma paralela ao e preencher com

bloco de parafina. fundo do molde. parafina.

d) Colocar na placa fria
0 molde de metal com o €) Aparar as arestas de
cassete até ficar firme o parafina € iniciar a
suficiente para remover microtomia

0 molde.

Nota: imagens cedidas pelo SeAP-INI.
Fonte: Michalany, 1998.

5546 Fase Analitica: microtomia

A microtomia € a etapa da histotécnica que corresponde ao corte micrométrico
de amostras de tecido incluidas em parafina. Como foi visto na etapa anterior, a
formacéo do bloco de parafina contendo a amostra facilita o corte e a confec¢céao de
fitas que medem em torno de 1-5 ym de espessura ou a critério do laboratério (ARMED
FORCES INSTITUTE OF PATHOLOGY (U.S.), 1995; MICHALANY, 1998).

Para se obter cortes delgados e de alta precisdo utiliza-se um micrétomo,
ilustrado na figura 22. Esse equipamento pode ser automatico ou manual, rotativo ou
de deslizamento (trend) e usar navalhas permanentes ou descartaveis. No rotativo, a
amostra se move até a navalha que é estatica, ja no deslizante a amostra fica estatica
e a navalha se move. A escolha do tipo de equipamento ideal fica a critério do
laboratario.
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Figura 22 - Micr6tomo rotativo manual.

Fonte: imagens cedidas pelo SeAP-INI.

5.5.4.6.1 Itens e equipamentos necessarios para dar inicio aos cortes histoldgicos

e Micrétomo rotativo manual ou automatico, rotativo ou de deslizamento.

e Banho-maria histologico de 40 °C a 45 °C ou placa aquecida na mesma

temperatura.

e Placa refrigerada ou cuba de metal com gelo (a placa refrigerada pode ser a
mesma da central de inclusédo de parafina).

e Estufa de secagem a 58 °C a 60 °C.

e Pinca histologica e pincel.

e Laminas de vidro com a ponta fosca.

e Lapis ou caneta de marcacdo permanente resistente a solventes.

e Navalha para microtomia permanente afiada ou navalha para microtomia

descartavel.
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5.5.4.6.2 Preparo das laminas histologicas

As laminas devem ser limpas (com agua, sabdo e com papel toalha) para a
retirada de todas as impurezas e gordura que possam prejudicar a aderéncia da
amostra a lamina (ARMED FORCES INSTITUTE OF PATHOLOGY (U.S.), 1995).
Atualmente, j& se encontram a venda laminas previamente limpas e embaladas a
Vvacuo, prontas para o uso.

Laminas silanizadas devem ser utilizadas sobretudo para a técnica de imuno-
histoquimica, para possibilitar maior aderéncia do tecido, mesmo quando exposto a
agentes quimicos e ao calor. As laminas adesivas podem ser adquiridas
comercialmente ou preparadas no proprio laboratério, utilizando substancias proprias
para esse fim, como por exemplo, a albumina, a gelatina, a polilisina ou silano.

A identificacdo da lamina deve ser feita com a maxima atencéo para evitar
erros. Sugere-se que o0s blocos de parafina prontos para o corte devam ser
organizados por ordem numérica e suas respectivas laminas identificadas e

arrumadas na mesma sequéncia.

5.5.4.6.3 Prender o bloco no porta bloco

Para auxiliar na melhor orientagéo, o maior eixo do bloco deve ficar paralelo a
navalha e, como alguns fragmentos de tecido possuem regides mais consistentes ou
possuem capsula, estas partes devem ficar voltadas para cima (p. ex., pele, intestino

e rim).

55.4.6.4 Desbhaste do material

O bloco de parafina deve ser desbastado, ou seja, retirado o excesso de
parafina, até que apareca o fragmento e que a superficie do bloco fique paralela a

navalha. Esse procedimento requer habilidade para ser realizado, visto que o
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desbaste excessivo pode consumir o material do bloco e, dessa forma, impossibilitar

a confeccao de novos recortes.

5.5.4.6.5 Cortes histologicos

Os cortes se realizam por um movimento de rotacdo no volante do
equipamento. A velocidade da rotacéo varia de acordo com a consisténcia da peca,
sendo mais lenta para pecas com maior consisténcia. A medida que a navalha encosta
no bloco de parafina sdo extraidas fitas muito finas que serdo, posteriormente,
aderidas a lamina. Essas fitas, de tao finas e delicadas, vao se juntando ao longo do
corte e € necessario o auxilio de uma pinca ou de um pincel para evitar que se dobrem
(ARMED FORCES INSTITUTE OF PATHOLOGY (U.S.), 1995; MICHALANY, 1998).

5.5.4.6.6 Distensao e aderéncia dos cortes

Quando retirada do micrétomo, a fita deve ser distendida em banho-maria para
qgque as dobras que ocorrem pela sua fragil espessura sejam eliminadas e o0s
fragmentos de tecido possam aderir adequadamente a lamina (ARMED FORCES
INSTITUTE OF PATHOLOGY (U.S.), 1995).

Desta forma, a fita € disposta na superficie da agua do banho-maria a uma
temperatura entre 40-45 °C. Ao entrar em contato com a agua aquecida, a parafina da
fita se distende imediatamente. Esse procedimento ndo deve exceder 30 segundos
para evitar a hidratacdo do tecido. Nessa etapa, a agua provoca a distensao e adesao
do corte, facilitando sua fixagdo a lamina de vidro (ARMED FORCES INSTITUTE OF
PATHOLOGY (U.S.), 1995).

Assim que a fita estiver bem esticada e sem dobras, o profissional deve coletar
“pesca” os cortes da superficie da agua com o auxilio da lamina de vidro, de modo
gue o fragmento fique posicionado na parte central e, sempre que possivel, a maior

guantidade de cortes sequenciais deve ser colocada na mesma lamina. A lamina deve
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ser previamente identificada (ARMED FORCES INSTITUTE OF PATHOLOGY (U.S.),
1995). Procedimentos como recortes, aprofundamento da amostra, cortes para
coloracdes especiais ou imuno-histoquimica, solicitados pelo patologista, devem ser
sinalizados no canto superior da lamina ou a critério do laboratério. A seguir, a lamina
deve ser colocada em um suporte para secar antes de ser levada a estufa com uma
temperatura entre 50-60 °C por um periodo de tempo entre 20 a 40 minutos, para que
o fragmento perca o excesso da parafina e fiqgue bem aderido.

A figura 23 demonstra, brevemente, a etapa de microtomia de materiais
emblocados em parafina utilizado no SeAP-INI.

No quadro 17, estdo descritos os problemas técnicos mais usuais em

microtomia.

Figura 23 - Etapas da microtomia dos materiais emblocados em parafina, conforme protocolo
utilizado no SeAP-INI.

c) Iniciar a producéo da
fita a partir do bloco de
parafina (3-5 ). Colocar,

b) Proceder o desbaste

a) Posicionar o bloco de .| até que asuperficie do sempre que possivel, a
parafina no suporte. bloco fique paralela a maior quantidade de
navaﬁw. cortes sequenciais na
[dmina.

f) Organizar as ldminas
em bandejas, para que

¢) ‘Pescar” a fita com a
escorram e,

d) Estender a fita o |&mina de vidro, de forma y
) banho maria que os cortes figuem ggs;ztr:j?;m g:(ti% gggrl:::g ——
’ corretamente alinhados a el ‘
lamina aaderénciado cortea
: ldmina de vidro. .

Nota: imagens cedidas pelo SeAP-INI.
Fonte: Michalany, 1998.
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Quadro 17 - Problemas técnicos mais usuais em microtomia.

Problemas técnicos Razéo para esse problema Resolugao
Bloco imegular. Aparar o bloco cuidadosamente.
Fita curva Navalha sem fio. Trocar a navalha ou ver o posicionamento.

Resfriamento do bloco néo esta uniforme. Deixar o bloco resfriar por mais tempo para que as partes intena e extema gelem da mesma forma.
Navalha sem fio. Trocar a navalha.

Carte comprimido Parafina muito macia em temperatura ambiente. Verfficar se a parafina é propria para uso em histotécnica, o ponto de fusdo ou se ndo tem mistura.

Trocar a parafina e reincluir as amostras.
Defeito no equipamento. Proceder a lubrficagdo do equipamento, caso ndo resolva, solicitar a assisténcia técnica/manutencéo
Espessura do corte desigual (cortes finas  Bloco rachado. corretiva.
e grossos altemadamente) Navalha frouxa. Reincluir a amostra.

Verfiicar o porta navalha do equipamento e apertar o parafuso de fixagéo.
Parafina do centro do bloco mais fia do que a parafina das bordas. | Deixar o bloco resfriar por mais tempo para que as partes intema e extema gelem da mesma forma.

Corte abaulado Amostra embebida em uma parafina mais dura do que a parafina da | Veerficar a parafina, caso seja necessario proceder a troca e reincluir a amostra.
inclusdo.
Navalha com dentes. Trocar a navalha.

Corte estriado i 5 Limpar com a ajuda de uma pinga
Fibras de algoddo ou do pincel coladas na navalha. p: I pinca.
Material incluida em uma parafina com ponto de fusdo inadequado ou |Caso seja possivel, reclivar o material, porém se ndo for possivel, sugerimos reprocessar e reincluir.

Material com aspecto de iz ou desidratacéo ou diafanizaco inadequada. Reposicionar a navalha.
esfarinhado Inclinacéo exagerada da navalha. Girar o volante lentamente.

Rotacdo do volante do micrétomo muito acelerado.

Fita que se separa longitudinalmente em  Navalha com dentes. TTUCETE_ navalha.
duas partes Algum artefato esta preso ao bloco ou alguma fissura. Reincluir a amostra.
A parafina contém vestigios de xilol. Reincluir a amostra.
. Angulo da navalha incorreto. Ajustar o Angulo da navalha.
Néio forma fita e os cortes ficam enrolados. o it finos. Realizar corte mais espessos (> 3 um).
Rotacdo do volante do micrétomo muito acelerado. Cortar mais lentamente.
; . Fragmento ficou hidratado na distenséo. Recortar o bloco.
Corte néo aders a limina L&mina suja. Limpar as |4minas previamente, caso seja necessério lavar com 4qua e sabo e secar.

Fonte: Armed Forces Institute of Pathology, 1995; Michalany, 1998.

Como proceder em casos de grande demanda?

Ao término da microtomia, aconselha-se que o bloco de parafina seja arquivado em caixa apropriada,
em sequéncia numerica. Essa medida auxilia muito a organizagdo do laboratorio, visto que ndo ocorre
0 acumulo de blocos para o arquivamento, principalmente, em momentos de alta demanda.

Em casos de vigilancia de epizootias e de alta demanda, as amostras podem muitas vezes ser
sistematicamente submetidas a técnica de imuno-histoquimica para investigagao diagnostica
especifica. Em casos em que o diagnastico € realizado em um oérgao-alvo (p. ex., figado para febre
amarela), o drgao-alvo pode ser priorizado no processamento e pelo patologista para agilizar o tempo
de resposta aos 6rgaos de vigilancia, otimizando a implementacao de medida pertinente se houver
casos confirmados de determinado agravo.

Em algumas situagoes de alta demanda ou quando se precisa de uma investigacao de algum agravo
por suspeita de surto, os cortes histolégicos para imuno-histoquimica ou para outras coloragoes ja sao
realizados no momento do corte para H&E, agilizando a resposta, uma vez que ndo sera preciso
resgatar o bloco histologico do arquivo para realizar os recortes.
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5.5.4.7 Fase Analitica: técnicas histoguimicas

Os cortes histoldgicos necessitam de técnicas de coloracdo para melhorar a
diferenciacdo Optica de estruturas celulares/teciduais e facilitar o exame microscoépico.
Para isso sao utilizados corantes que se fixam seletivamente aos varios componentes
do tecido, das células e da matriz extracelular e podem apresentar carater acido ou
basico formando ligacdes com os componentes ionizados dos tecidos (ARMED
FORCES INSTITUTE OF PATHOLOGY (U.S.), 1995; MICHALANY, 1998):

55.4.7.1 Seletividade dos corantes

a) Corantes acidos
Coram estruturas celulares com caracteristicas basicas, acidofilas (p. ex., o

citoplasma celular).

b) Corantes béasicos

Coram estruturas celulares com caracteristicas acidas, baséfilas (p. ex., o
nacleo).

As coloracbes podem ainda ser categorizadas pelo tipo de acédo do corante,
pelo desenvolvimento da coloracdo e a cromatizacdo (MICHALANY, 1998; TOLOSA
et al., 2003) .

5.5.4.7.2 Acgéo do corante

a) Direta

N&o necessita de tratamento com solugcdo mordente.
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b) Indireta

E necessario tratamento com solugédo mordente.

Mordente € um sal metalico como, por exemplo, o alimen de potassio ou cloreto de
ferro, que forma uma ponte entre o tecido e o corante: tecido - mordente - corante.
Pode ser miscivel ao corante ou pode ser utilizado como uma etapa na técnica, antes

ou depois do corante.

5.5.4.7.3 Desenvolvimento da coloracao

a) Progressiva
O corte histoldgico cora gradativamente de maneira que ndo seja necessaria

a atuacao de uma substancia diferenciadora.

b) Regressiva
O corte histoldgico cora excessivamente e ocorre a necessidade da utilizacao

de uma substancia diferenciadora.

Diferenciador € uma substéncia utilizada para retirar o excesso do corante permitindo
uma melhor visualizagao das estruturas. Constitui uma fase na coloragédo denominada

diferenciacao.

5.5.4.7.4 Cromatizacao

a) Monocrémica

Coloracéao que utiliza uma combinacgéo de corantes que resulta em uma cor.
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b) Bicromica

Coloragao que utiliza uma combinag&o de corantes que resulta em duas cores.

c) Tricrbmica

Coloracéo que utiliza uma combinagéo de corantes que resulta em trés cores.

d) Policromica

Coloracéao que utiliza uma combinacéo de corantes que resulta em varias cores.

e) Metacromatica
Coloracao cujos corantes utilizados tingem certas estruturas teciduais com
cores diferentes daquelas apresentadas originalmente pelos corantes (p.ex., a
hematoxilina fosfotingstica de Mallory tem cor violeta e cora 0 muco de alaranjado).

5.5.4.7.5 ltens e equipamentos necessarios para realizacdo das coloracdes
histolégicas

e Bateria de coloracao ou sistema de coloragdo manual. Dispositivo encontrado
comercialmente, que pode ser de vidro, de nylon ou de outro material resistente

a xilol. O sistema utlizado no SeAP-INI esta demostrado na figura 24.
e Estufa de secagem a 58 °C a 60 °C.
e Balancga de preciséo.
e Camara fria (geladeira prépria para laboratorio).
e Pinga com 10 cm para coloracdo ou pinga anatémica serrilhada.

e Vidrarias de laboratério (p.ex., béquer, vidro de reldgio, funil, erlenmeyer,

bastéo).
e Laminulas 24 X 32 mm ou 24 X 50 mm.
e Papel de filtro.

e Pipeta tipo Pasteur.
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Figura 24 - Sistema de coloragdo manual.

Fonte: imagens cedidas pelo SeAP-INI.

A seguir, serdo abordados os procedimentos gerais para utilizacdo em quase
todos os protocolos de coloracéo para amostras fixadas em formol a 10% e embebidas

em parafina, conforme descrito no quadro 18.

Quadro 18 - Procedimentos gerais que séo utilizados em quase todos os protocolos de
coloracéo para amostras fixadas em formol a 10% e embebidas em parafina.

Procedimento geral inicial Coloracédo Procedimento geral final
Desparafinizar Tempo | Protocolo de coloragéo Desidratar Tempo
Xilol PA 1 min Alcool etilico 95% 2 min
Xilol PA 1 min Alcool etilico 95% 2 min
Hidratar Tempo Alcool etilico absoluto 99,5% | 2 min
H . 0, . i e 0, H
Alcool et!l!co absoluto 89,5% | 1 min Nesta etapa o técnico Alcool etilico a_bsoluto 89,5% | 2min
Alcool etilico absoluto 99,5% | 1 min sequira o protocolo de Clarificar Tempo
Alcool etilico 95% 1 min coloragéo previamente Xilol PA 2 min
Alcool etilico 95% 1 min definido pelo laboratorio Xilol PA 2 min
Alcool etilico 80% 1 min ' Selagem/montagem
Alcool etilico 70% 1 min Melo de montagemde 1, » 1z
preferéncia
Agua destilada 1 min Laminulas para cobrir o fragmento

A maioria das coloragdes seguem os procedimentos descritos neste esquema, porém coloragdes como o Wade,
Fite e o Ziehl-Neelsen, apresentam modificagdes importantes que devem ser observadas.

Fonte: elaborado pela autora.
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A técnica de Hematoxilina & Eosina (H&E) & amplamente utilizada na rotina
laboratorial como uma coloracdo de base por fornecer uma visao geral das

caracteristicas citoplasmaticas, nucleares e da matriz extracelular (TITFORD, 2005).

5.5.4.7.6 Coloragéo de base - Hematoxilina & Eosina (H&E)

A hematoxilina € um corante natural, extraido da madeira de lenha denominada
Haematoxylon campechianum. Seu agente corante, a hemateina ou haematina, se
forma por oxidacdo, que pode ser espontanea, quando a solucao repousa por varios
dias sob a luz do sol, ou em combinacdo com um agente oxidante como o iodato de
sédio, peroxido de hidrogénio, permanganato de potassio ou iodo (TITFORD, 2005).

A vida util do corante esta relacionada ao tempo de oxidacdo, quanto mais lenta
e gradual, mais longa sera sua vida 0til, sendo assim, a oxidacdo natural € mais eficaz,
porém com a crescente demanda dos laboratérios € cada vez mais comum a utilizagéo
de um agente oxidante, que permite a aplicacdo imediata da solucdo (WITTEKIND,
2003).

Ha diversos métodos de H&E, porém o protocolo ideal € aquele que esta de
acordo com o perfil do laboratério. Serdo abordados a seguir, no quadro 19, os dois
métodos mais utilizados no SeAP-INI: H&E pelo método de Harris e H&E pelo método
de Mayer.

Os corantes, para realizacdo das técnicas, podem ser adquiridos

comercialmente ou confeccionados no laboratério pelo técnico responsavel.
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Quadro 19 - Protocolo para atécnica de coloracdo de Hematoxilina & Eosina pelos métodos de
Harris e de Mayer.

Procedimento geral inicial Coloragdo Procedimento geral final
Desparafinizar Tempo H&E-métododeHarris | Tempo  H&E-método de Mayer | Tempo Desidratar Tempo
Xilol PA f min Hemam(’f‘l'#r”az:)e HAS  domin  HematodinadeMayer | Smi Alcool effico 95% 2min
Xilol PA 1 min Agua corrente 5 min Agua corrente 15 min Alcool etlico 95% 2 min
Hidratar Tempo  Alcoo dcido a 1% (diferenciar) merguihos Agua destilada fmin | Alcoolefiico absoluto 995% | 2min
Alcool etfico absoluto 99.5% | 1 min Agua corrente (azular) 15min Alcool effico 80% 2min | Alcool effico absoluto 895% | 2min
Alcoal etlico absaluto 99.5% | 1 min Alcoal etlico 80% 2min Eosina floxina 2min Clarificar Tempo
Alcoo\ efilico 95% 1 min Fosina floxina 2min Xilol PA 2min
If\lcoo\ efilico 95% 1 min Xilol PA 2min
Alcool etlico 80% 1min Selagem/montagem
Alcoal etiico 70% 1 min Meio de mortagem de -2
) preferéncia gotas
Agua destilada 1 min Laminulas para cobrir o fragmento

Fonte: elaborado pela autora.

5.5.4.7.7 Colora¢Bes especiais

As coloracbes especiais sdo importantes dentro da histopatologia, porque
abrangem uma ampla variedade de métodos que podem ser utilizados para visualizar
estruturas, elementos ou microrganismos em tecidos especificos (ALTURKISTANI;
TASHKANDI; MOHAMMEDSALEH, 2015; TOLOSA et al., 2003).

Apesar de existirem centenas de técnicas de coloracdo especial, apenas uma
pequena parte é utilizada rotineiramente nos laboratérios e solicitada a critério do
patologista (ALTURKISTANI; TASHKANDI; MOHAMMEDSALEH, 2015).

A lista exposta, no quadro 20, possui o intuito de auxiliar o conhecimento das
técnicas mais adequadas para a observacdo, sob a luz do microscopio, de uma

determinada estrutura celular ou tecido.
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Quadro 20 - Principais métodos de coloracdo especial, categoria, estruturas observadas e cor

resultante.

Métodos de coloragio

Alcian Blue (pH 1,0 ou 2,5)
Ferro Coloidal
Fontana masson

Giemsa de Lennert

Gram (Brow Breenn)
Grocott (prata metenamina)
Kinyon

Mucicarmim de Best
Orceina
PAS (cido periédico de Schiff)
Perl's
Reticulina de Gomori
Tricrémio de Gomori

Tricrémio de Masson

Vermelho congo
Von Kossa
Wade
Warthin Starry
Waysson
Ziehl-Neelsen

Categoria

Tecidos especificos
Tecidos especificos
Pigmentos e minerais

Tecidos especfficos
Agentes infecciosos

Agentes infecciosos
Agentes infecciosos
Agentes infecciosos

Agentes infecciosos
Tecidos especificos
Tecidos especfiicos
Pigmentos e minerais
Tecidos especfficos
Tecidos especfficos

Tecidos especificos

Tecidos especfificos
Pigmentos e minerais
Agentes infecciosos
Agentes infecciosos
Agentes infecciosos
Agentes infecciosos

Estruturas observadas

Glicosaminoglicanos e glicoproteinas acidas
Glicosaminoglicanos
Grénulos argentafins de células neuroenddcrinas e melanina

Linfécitos, mastocitos, medula dssea, outros drgéos linfoides,
Treponema pallidum , Leptospira, Helicobacter pylon, Giardia
lamblia, Entamoeba histolytica, Trichomanas vaginalis

Bactérias Gram positivas ou Gram negativas

Fungos
Bacilos alcool-acido resistentes (Mycobacterium sp e
Nocardia)
Capsula mucopolissacaridica do fungo
Fibras elasticas
Glicogénio
Hemossiderina, dxido e sais de ferro
Fibras reticulares
Fibras musculares, colageno e nicleo

Fibras musculares, queratina, colageno e nicleo

Amiloide
Fosfato, carbonato e oxalato de calcio e de ferro
Bacilos alcoal-acido resistentes
Espiroquetas e corpos de Donovan
Helicobacter pylori
Bacilos alcoal-acido resistentes

Cor resultante

Azul claro e azul intenso
Azul claro e azul intenso
Negro
Agentes infecciosos em azul intenso/nlcleos em azul e
demais estruturas em rosa ou azul palido/granulos de
neutrdfilos em vermelho ou amarelado

Gram positivas em azul, Gram negativas em rosa, fundo
amarelo
Negro ou castanho escuro em fundo verde

Rosalplrpura em fundo azul

Rosa/magenta
Marrom escurg
Rosa/magenta
Azul intenso/negro
Negro em fundo verde
Nicleo castanhoffibras musculares rosa/colageno verde
Nicleo castanhoffibras musculares e queratina
rosa/colageno azul
Rosa
Negro
Rosa/magenta
Negro
Azul
Rosa/plrpura em fundo azul

Fonte adaptada: Michalany, 1998; Tolosa et al., 2003.

Recomendacdes do Controle de Qualidade

Para o controle do preparo das solugoes utilizadas nas técnicas € aconselhavel registrar em um mapa sempre que
alguma soluggo for preparada. A figura 25 apresenta as informagbes basicas para a elaboragdo de um mapa de

controle de preparo de solugoes.

Um controle para a troca dos reagentes e corantes das baterias de coloragao também pode ser aplicado, a critério do

laboratorio. Vide figura 26.

De acordo com a logistica do laboratdrio pode ser preconizado um prazo para as trocas dos reagentes e corantes
utilizados nas baterias de coloragéo. Pode ser determinado pela quantidade de laminas coradas, por exemplo, mas &
necessario observar atentamente as mudangas na demanda das amostras para que as solugdes nao fiqguem
saturadas antes da proxima troca e prejudique o resultado das coloragdes.

Todas as coloragdes especiais devem ser acompanhadas do respectivo controle positivo. Esses controles podem ser
conseguidos internamente, a partir dos casos realizados no laboratério (por meio da autorizacéo do paciente) ou a

partir do material da reserva.
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Figura 25 - Mapa para controle das solu¢8es preparadas pela técnica.

CONTROLE DE PREPARO DE SOLUCOES
NUMERO DO POP: numero do POP em que o mapa esta descrito.
SOLUCAO PREPARADA: nome da solucdo que vai ser preparada.
QUANTIDADE: a quantidade final da solucao.
IDENTIFICACAO DO PREPARADO: cédigo que identifique a solucéo preparada.
Pode ser um codigo alfa numérico ou apenas o nome abreviado da solugcdo ou outra
forma que se adeque melhor a cada equipe de histotécnica.

DATA DO PREPARO DA SOLUCAO: a data que a solucéo foi preparada.

VALIDADE DA SOLUCAO: a data de validade deve ser estipulada de acordo com a
data do preparo e levado em consideracao o tipo de solucéo elaborada.

SUBSTANCIAS/REAGENTES UTILIZADOS: descricdo dos reagentes utilizados
para confeccionar a solucgéao.

QUANTIDADE: quanto foi utilizado de cada substancia.

LOTE DA SUBSTANCIA: lote que consta no rétulo do fabricante da substancia
utilizada no preparo da solucéao.

DATA DE VALIDADE DA SUBSTANCIA: data da validade que conta no rétulo do
fabricante da substancia utilizada no preparo da solugéo.

NUMERO DA LAMINA-CONTROLE PARA VALIDACAO: numero da lamina-
controle seguido da data.

PARECER DE VALIDACAO: espaco para o patologista e/ou veterinario dar seu
parecer sobre a solugcao apresentada.

RESPONSAVEL PELO PREPARO E PELA VALIDACAO: rubrica do técnico que
realizou a técnica e do médico/veterinario que realizou a validagao.

Fonte: elaborado pela autora.
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Figura 26 - Controle para troca de reagentes e corantes das baterias de coloragéo.

MAPA PARA TROCA DE BATERIA DE COLORACAO
NUMERO DO POP: nimero do POP em que o mapa esta descrito.

REAGENTES/CORANTES: cada reagente e corante da bateria deve ser escrito no mapa e em
numero de vezes que aparece na bateria.

QUANTIDADE: volume utilizado para cada reagente e/ou corante.
LOTE: o lote descrito no rotulo da embalagem do fabricante.
DATA: a data da realizacio da troca dos reagentes.

RESPONSAVEL: profissional que realizou a troca.

Fonte: elaborado pela autora.

554.8 Fase Analitica: técnica imuno-histoquimica

A imuno-histoquimica (IHQ) é um método para identificar antigenos teciduais
por meio da interacdes antigeno-anticorpo, sendo o local de ligacéo identificado por
marcacdo direta ou indireta. Atualmente, € um dos métodos auxiliares mais
importantes no diagnéstico das doencas infecciosas, neoplasicas e degenerativas, em
humanos ou animais, com abrangéncia no diagnostico, progndstico, decisédo
terapéutica e patogénese (RAMOS-VARA, 2005; RAMOS-VARA; MILLER, 2014).

A IHQ é um método pratico para uso na rotina laboratorial, pois permite sua
realizacdo em material fixado em formol e embebido em parafina, porém apresenta
algumas particularidades que podem interferir no resultado da reagéo, como a fixacao,
a escolha do anticorpo e a padronizacéo da reacdo (WERNER et al., 2005). Alguns
desses fatores foram minimizados com o melhoramento dos anticorpos, reagentes
mais especificos e 0 advento da recuperacao antigénica, possibilitando que a IHQ seja
utilizada em diferentes situa¢des dentro de um laboratorio (NONOGAKI et al., 2007).

5.5.4.8.1 Anticorpos (Ac) policlonais e monoclonais
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Para realizacdo do método IHQ é fundamental a utilizacdo dos anticorpos que
sdo produzidos apoOs imunizacdo de animais-alvo, como coelho, cabra, porco, entre
outros, dos quais sdo posteriormente obtidos, por via direta ou indireta, 0os anticorpos
policlonais e monoclonais (RAMOS-VARA et al., 2008; RAMOS-VARA; MILLER,
2014).

a) Anticorpos policlonais
Possuem anticorpos produzidos por varios plasmécitos, reagindo assim com
diversos epitopos de um antigeno. O animal mais utilizado para a produ¢éo de soros
policlonais é o coelho. Basicamente, a sequéncia de producdo comeca na injecdo do
antigeno de escolha no animal-alvo de forma a se obter uma resposta imunitaria e,
consequentemente, um soro purificado com anticorpos dirigidos para os Varios
epitopos do antigeno (FERRO, 2014; RAMOS-VARA; MILLER, 2014).

b) Anticorpos monoclonais
E o produto de um Gnico clone de plasmocitos, ou seja, os anticorpos de um
determinado clone séo idénticos e reagem com um determinado epitopo do antigeno
contra o qual foram produzidos (FERRO, 2014; RAMOS-VARA; MILLER, 2014).
O quadro 21 apresenta a comparacao entre as principais especificacdes dos

anticorpos policlonal e monoclonal.
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Quadro 21 - Comparacdao entre as especificacdes principais dos anticorpos policlonal e
monoclonal.

Comparagio entre as especificagbes principais dos anticorpos policlonal e menoclonal

Especificagoes Anticorpo policlonal Anticorpo monoclonal
QOrigem Varias espécies Rafo e coelho
Anticorpo total 520 mg/mL 0.05 mg/mL - sobrenadante de meio de culfura sem soro

1-10 mg/mL - ascite
0,05 mg/mL - sobrenadante de meio de cultura sem soro

Anticorpo especifico 0.05-0,2 mg/mL 0.9-0 mg/m. - ascite
Facil Tecnologicamente desafiador
Producdo Custo baixo Custo elevado
Grande volume do mesmo animal Células de hibridoma infinitas
Epitopo Multiplos Unico
Especificidade Baixa para alta Alta
Afinidade Variavel entre baixa e alfa Homogénea
Avidez Alta Baixa
Tolerancia a fixacdo Alta Variavel
Efeito da fixacdo MUlitiplos Unico
Especificidade molecular  |Menor que a do anticorpo monoclonal |Alta {pouca reacdo de fundo/background)
. Variavel Minimo
Heterogencidade do 01€ | tes limitados Lotes iimitados

Fonte adaptada: Ramos-Vara; Miller, 2014.

As recomendacdes dadas pelo fabricante nas bulas “datasheet” sempre devem
ser seguidas. Muitos produtos para uso em imuno-histoquimica, produzidos
comercialmente, sdo estaveis por até varios anos e a forma de recebe-los é
fundamental para a manutencdo desse padrédo. Os anticorpos e qualquer outro
reagente devem ser prontamente armazenados de acordo com as instrugdes do
fabricante (DAKO, 2001).

A temperatura de armazenamento € fundamental, por isso, as temperaturas
das geladeiras e freezers usados para 0 armazenamento dos insumos devem ser
monitoradas diariamente. Sugere-se que o laboratorio disponha de equipamentos com
sistema de alarme de temperatura e um equipamento reserva para estocagem
emergencial (DAKO, 2001; RAMOS-VARA et al., 2008).

Os anticorpos e os reagentes pré-diluidos ndo devem ser congelados e
descongelados, porque as mudancas de temperatura e de estado fisico podem
provocar efeito deletério em seu desempenho. Esses produtos ndo devem ser
expostos a temperaturas acima de 25 °C, ao calor e a luz excessivos (RAMOS-VARA
et al., 2008).
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Alguns exemplos de anticorpos de producédo comercial e in house, assim como

suas padronizagdes estao descritos no quadro 22.

Quadro 22 - Exemplos de anticorpos para doencas infecciosas e suas padronizacées.

Anticorpo Fabricante Recuperagdo Antigénica Sistemas de deteccéo
Polimero | Polimero
HRP AP LSAB
Citomegalovirus Comercial pH 60 - banho-maria 30° X
Dengue Comercial pH 6 0 - banho-maria 30° X
Doenca de Chagas Fiocruz pH 6,0 - panela de pressio 2' 30" X
Epstein-Barr virus (EBV) Comercial pH 6,0 - banho-maria 30’ X
Febre Amarela IAL pH 8,0 - panela eléfrica/PK 15’ X
Herpesvirus Comercial pH 6,0 - banho-maria 30’ X X
Herpesvirus humano 8 (HHVE) Comercial pH 9.0 - banho-maria 20' X X
Papilomavirus humano (HPV) Comercial pH 6.0 - banho-maria 30° X X
Leishmania brasiliensis Fiocruz pH 6 0 - banho-maria 30° X X X
Leishmania chagasi Fiocruz pH 6.0 - banho-maria 30° X X X
Leptospira interrogans RoyalTropical Institute pH 6,0 - steamer 20" PK 15’ X X
Pneumocystis jirovecii/carinii Comercial pH 9,0 ou 6,0 - banho-maria 30° X X
Toxoplama gondii Comercial pH 6,0 - banho-maria 30’ X
Zika CDC pH 8,0 - EDTA Decloker 15° X

Fonte adaptada: Ferro, 2014.

5.5.4.8.2 Meétodos Direto e Indireto

a) Método Direto
Neste meétodo é utilizado somente um anticorpo primario, que possui 0
marcador e se liga diretamente ao antigeno (RAMOS-VARA et al., 2008).
Vantagem: simplicidade e a rapidez.

Desvantagem: pouca ampliagéo de sinal.

b) Método Indireto

i) Simples
Neste método sao utilizados dois tipos de reagentes, anticorpo primario que é
dirigido contra o antigeno e o anticorpo secundario que é dirigido contra as
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imunoglobulinas da espécie animal em que foi produzido o anticorpo primario
(RAMOS-VARA et al., 2008).
Vantagens: sensibilidade, versatilidade e economia.

Desvantagens: maior gasto de tempo.

i) Método Peroxidase Antiperoxidase (PAP)

Nesse método sao utilizados trés tipos de reagentes: primario que é o anticorpo
dirigido contra o antigeno que se quer detectar, secundario ou de ponte que é o
anticorpo dirigido contra as imunoglobulinas da espécie animal em que foi produzido
0 anticorpo anterior e o complexo PAP que é produzido na mesma espécie animal do
anticorpo primario.

Vantagens: maior sensibilidade e permite o aumento das diluicdes do anticorpo
primario.

Desvantagens: demanda mais tempo e é mais complexo.

iil) Método fosfatase alcalina antifosfatase alcalina (APAAP)
Método semelhante ao PAP, mas que utiliza como marcador a fosfatase
alcalina. E bastante utilizado em situacbes que pela sua natureza dificultem a
utilizacado dos métodos de imunoperoxidase (RAMOS-VARA et al., 2008).

iv) Métodos do complexo avidina-biotina (ABC)

Os métodos mais conhecidos sao: streptavidin-biotin complex (streptABC) e
labelled streptavidin-biotin (LSAB).

Todos os métodos de avidina-biotina se baseiam em 4 principios gerais:
afinidade existente entre a avidina e a biotina que se ligam formando um complexo
praticamente indissociavel. Possibilidade de ligacdo entre a biotina e outras
moléculas, como enzimas e anticorpos (anticorpos biotinilados). Possibilidade de
marcar a avidina com uma variedade de substancias como enzimas, metais pesados
ou fluorocromos. Utilizagdo da avidina como ponte entre duas moléculas biotiniladas,
COmo um anticorpo e uma enzima.

Nesses métodos, normalmente € necessario bloquear a biotina que existe
comumente em alguns 6rgdos para evitar que esta molécula se ligue a avidina

utilizada na imuno-histoquimica, criando falsos-positivos ou fundo inespecifico. O
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blogueio da biotina endégena pode ser feito com a utilizacdo da avidina livre, seguida
da biotina livre formando um complexo que desativa a biotina endégena (FERRO,
2014; GALIZA et al., 2014).

Vantagens: alta sensibilidade e alta polivaléncia. Pode ser utilizada também na
técnica de hibridacéao in situ.

Desvantagem: ligacdo da avidina e streptavidina a biotina endégena que existe

normalmente em alguns 6rgdos humanos como o rim, o figado ou a mama.

v) Métodos por polimero

Os sistemas por polimero permitem um grande aumento na capacidade de
amplificacdo, que resulta em uma marcagdo mais intensa e brilhante e aumenta a
sensibilidade do método permitindo, assim, detectar quantidades infimas de antigeno
(KABIRAJ et al., 2015).

Estes métodos permitem diminuir os custos com anticorpos primarios, pois
facultam um aumento das suas diluicbes de trabalho sem comprometer a intensidade
das marcacfes (KABIRAJ et al., 2015).

Vantagens: permite maiores diluicbes dos anticorpos primarios e apresenta
forte diminuicdo das marcacdes inespecificas provocadas pelas marcacdes cruzadas.
N&o requer reagentes bloqueadores.

Permite a padronizacdo do método, porgue os reagentes sdo vendidos prontos
para uso.

Desvantagem: reagentes de alto custo.

Apesar do alto custo dos reagentes, a praticidade e a rapidez do método aliada
a possibilidade de aumentar as diluicdes dos anticorpos primarios, compensa
largamente os custos destes reagentes, permitindo, assim, sua aplicabilidade na

rotina do laboratorio de anatomia patologica.

5.5.4.8.3 Recuperacao antigénica

O estudo imuno-histoquimico é realizado em amostras fixadas em formalina
tamponada a 10% e embebidos em parafina. Rotineiramente, ocorrem efeitos

provenientes da fixacdo e/ou do processamento, como ligagcdes cruzadas,
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mascaramento ou destruicdo de epitopos. No entanto, essas alteracdes podem ser
corrigidas com a ajuda dos varios mecanismos de recuperacdo antigénica existentes.

(RAMOS-VARA; MILLER, 2014).

a) Calor umido

Banho-maria, panela a vapor e panela de presséao.

Solucdes tampdao de uso na recuperacdo antigénica por calor imido: tampao
Tris-EDTA pH 9,0, EDTA pH 8,0 e citrato pH 6,0.

b) Digestdo enzimatica

Tripsina ou proteinase K.

Um roteiro basico contemplando as principais fases do método de imuno-

histoquimico esta compilado no quadro 23.

Quadro 23 - Roteiro basico para o método imuno-histoquimico.

Etapas do Procedimentos Recomendagoes
processo
Fixacdo da amostra Formalina tamponada a 10%
9 Processamento da amostra Conforme protocolo de processamento histoldgico
% Incluséo da amostra Parafina histoldgica
£ Microtomia da amostra Conforme protocolo da microtomia
0 Secagem das ldminas Estufa
o Desparafinizacéo e hidratacéo Xilol, dlcool e Agua corrente
Separacéo das ldminas Por tipo de recuperacéo antigénica e pelo anficorpo primario
Blogueio da peroxidase enddgena solucdo de metanol + peridrol (H;O;) a 45%
Recuperacio antigénica Calor imido ou enzimética
© Diluicéo do anticorpo primario Protocolo estabelecido pelo laboratdrio
= Incubacio com amplificadores LSAB/HRP-AP
TEU Revelacéo com cromdgeno DAB/Fast red/Permanent red
=Y Contra corar Hematoxilina de Mayer
Desidratacéo e clareamento Alcool e xilol
Meios de montagem natural ou sintético, aquoso ou livre de
Montagem/selagem . . I
dgua dependendo do cromégeno utilizado
@ Interpretacéo do resultado Detectado ou ndo defectado
(8] - A
g = Confeccéo do laudo Manuscrito
o Digitacéo Sistema informatizado
e Librac&o para o paciente ou resposavel legal |Protocolo de controle da liberacéo do laudo

Fonte adaptada: Ramos-Vara; Miller, 2014.

5.5.4.8.4 Controles para imuno-histoquimica
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Controles do tecido avaliam o desempenho do anticorpo e/ou reacgdes

realizadas.

a) Positivo
Tecido conhecido por conter o antigeno alvo detectavel pelo mesmo método
de IHQ.

b) Negativo

Tecido conhecido por conter o antigeno alvo detectavel pelo mesmo método de
IHQ. Nesse caso, sera incluido na reacdo uma lamina onde sera omitido o anticorpo
primario e adicionado um soro normal ou solucéo diluidora de anticorpo.

Os controles, geralmente, sdo obtidos a partir de casos internos sabidamente
positivos, no entanto, ja existem controles produzidos comercialmente e que permitem
maior controle de qualidade (KABIRAJ et al., 2015).

As laminas-controle devem ser identificadas com a data que se realizou a

reagao e o nome do anticorpo.

Recomendacdes do Controle de Qualidade

Um forma de controle e de rastreabilidade dos protocolos das reagdes imuno-histoquimicas, assim como do preparo
das solugdes e dos controles pode ser aplicada por meio de um mapa, um formularios ou um livro de registro.

y

Como proceder em casos de grande demanda?

Sugere-se a utilizagao, caso o laboratdrio tenha disponibilidade de recursos, de um equipamento de
automagdo. Esse equipamento permite que a técnica seja realizada em um grande numero de laminas
de forma padronizada. Em caso de protocolos manuais pode-se agilizar o processo utilizando o
sistema de capilaridade e as bandejas com ima que permitem que a técnica seja realizada em um
maior nimero de [aminas ao mesmo tempo.
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5549 Fase Analitica: Selagem ou montagem das laminas histoldgicas

7

A selagem ou montagem das laminas histolégicas é a Ultima operacao
realizada antes da entrega do material ao patologista. Consiste em cobrir os cortes
histolégicos previamente corados com um meio liquido e uma laminula delgada de
vidro, a fim de proteger e conservar o material.

As laminulas mais utilizadas em laboratdrio de anatomia patolégica podem ter
a espessura entre 100-160 um e dimensdes como 24 X 32 mm e 24 X 50 mm.

Os meios de montagem podem ser misciveis com agua, meios
hidrofilicos/provisorios, ou nhdo misciveis com agua, meios hidrofébicos/permanentes
(MICHALANY, 1998; CAPUTO; GITIRANA; MANSO, 2010).

e Meio hidrofilico/provisério: gelatina.

e Meio hidrofébico/permanente: comercial (p.ex., Entellan) e natural (p.ex., goma

de Damar ou balsamo do Canadd).

5.5.4.10 Fase Analitica: microscopia/analise histopatol6gica

Apbs os procedimentos técnicos o patologista recebera uma bandeja com as
laminas histoldgicas coradas em H&E e as solicitacfes dos exames para proceder a
analise microscopica (RAMOS; SANTOS; RAMOS, 2010).

A microscopia € a andlise morfologica das alteracbes presentes nas amostras
de tecido visualizadas ao microscopio 6ptico. Nesse primeiro momento, de acordo
com a hipotese diagndstica e com o aspecto morfoldgico, o patologista podera liberar
o resultado de imediato ou redirecionar o caso para retorno a técnica, caso julgue
pertinente a realizacao de recortes seriados ou aprofundamento do material, repeticao
da coloracado pela H&E, realizacdo de técnicas de coloracéo especial, realizagéo de
imuno-histoquimica ou de outras técnicas auxiliares que estejam disponiveis no
laboratorio (RAMOS; SANTOS; RAMOS, 2010).

Em periodos de pouca demanda, esse fluxo néo interfere no tempo de resposta

diagnostica e, ainda, favorece o controle de custos, uma vez que coloragfes especiais
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e a técnica de imuno-histoquimicas séo realizadas a critério do patologista.

Dessa forma o patologista sinalizara para a técnica que coloragbes ele
considera necessarias para seguimento do caso, quais anticorpos serao utilizados
para deteccdo do antigeno a ser estudado pela técnica de imuno-histoquimica ou caso
seja preciso, recortes ou aprofundamento da amostra. As solicitagbes devem ser
registradas em um livro de protocolo que servird de guia para o técnico iniciar sua
rotina.

N&o obstante, esse caminho pode se tornar moroso e desorganizado quando a
demanda subitamente aumenta, seja por falta de recursos humanos e insumos na
rede de laboratérios, seja por surtos ou epidemias ndo previsiveis que impactam em
todas as etapas do processo.

Sendo assim, a recomendacéo é a reformulacdo do fluxo, visando otimizar o
processo e minimizar o tempo de resposta diagnostica. Nesse caso, é recomendado
que seja definido um protocolo de coloracdes e/ou um painel de anticorpos que
possam ser realizados antes de chegar ao patologista. Assim, o patologista recebera
todas as coloracdes juntas, facilitando a elaboracédo imediata do relatério anatomo
patologico. Além disso, esse ajuste reduz o volume de trabalho para a parte técnica,
ja sobrecarregada pelo aumento da demanda, e evita a circulacdo excessiva de
laminas, blocos e requisicbes, 0 que pode propiciar seu extravio em momentos de

grande demanda.

Como proceder em casos de grande demanda?

Recomendamos, em caso de demanda sibita, que seja definido um protocolo de coloragdes e/ou um
painel de anticorpos que possam ser realizados antes de chegar ao patologista. Assim, o patologista
recebera todas as coloragdes juntas, facilitando a elaboragao imediata do relatorio anatomo patologico
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Recomendacdes do Controle de Qualidade

Para o controle das consultas infra e extra departamental em diagnostico histopatologico recomenda-se o
preenchimento de um formulario que deve ser anexado junto a requisicao do exame para permitir o acompanhamento
de todas as diretrizes tomadas, caso Seja necessario rever o caso ou para esclarecer algum questionamento. O
roteiro para o formulario esta descrito na figura 27. V

Figura 27 - Consultas intra e extra departamental em diagndstico histopatolégico.

CONSULTA HISTOLOGICA INTRA E EXTRA DEPARTAMENTAL

NUMERO DO CASO/BANCADA: nimero de identificacio do caso.

DATA: data que iniciou a solicitac&o de consulta.

TIPO DE CONSULTA.: optar por consulta intra ou extra departamental.
PATOLOGISTA DE ORIGEM: nome do patologista que esta estudando o caso.
PATOLOGISTA CONSULTOR: nome do patologista que fara a consulta.

INSTITUICAO: caso seja uma consulta extra departamental, inserir o nome da instituicéo de
origem do consultor.

ASPECTOS E/OU DIAGNOSTICOS PARA DISCUSSAO: informacdes pertinentes ao caso.

OPINIAO DO CONSULTOR: destinado ao parecer do consultor.

Fonte: elaborado pela autora.

5.5.4.11 Fase Analitica: relatorio anatomopatolégico (laudo/resultado)

O relatério anatomopatolégico, que inclui avaliagbes macro e microscoépicas
aliadas a metodologias auxiliares, como a técnica de imuno-histoquimica, passaram
a transmitir ndo so6 informacgdes diagndsticas, mas também progndsticas e preditivas
(RAMOS; SANTOS; RAMOS, 2010).

O relatorio anatomopatolégico deve ser preciso e objetivo, claro e nao
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apresentar rasuras, deve conter a data e a assinatura do patologista responséavel.
Seguidamente ao término da sua elaboragéo, o relatério devera ser entregue ao

responsavel por sua digitacdo em sistema informatizado (DIAS, 2017).

5.5.4.12 Fase Pés-analitica: digitacdo do relatdrio anatomopatoldgico
(laudo/resultado)

O relatério anatomopatoldgico manuscrito sera digitado por meio de um sistema
informatizado que possua backup de seguranca, para garantir a rastreabilidade das
informacdes (RAMOS; SANTOS; RAMOS, 2010).

O profissional responséavel por essa fungdo ndo poderd realizar alteragdes no
manuscrito e nem digitar informacdes que ndo estejam contidas no relatério. Caso
seja identificado algum desacerto, este devera ser corrigido pelo patologista
responsavel pelo relatério no momento da verificacao final.

Todos os passos realizados, desde a digitacdo até a impressao da cépia para
0 paciente ou instituicdo solicitante, sdo controlados por senha individualizada, que
garante a confidencialidade dos dados do paciente.

Sera arquivado, ap06s assinatura do patologista responsavel, a requisicdo do
exame anexada a cOpia do laudo impresso, conforme descrito no item de arquivo

deste manual.

5.5.4.13 Fase Pés-analitica: arquivo de laudo, lamina histoldgica e bloco de parafina

A manutencéo adequada do arquivo de um laboratério de anatomia patologica
deve ser levado em consideracao, pois o principal objetivo € resgatar as informacgdes
guando necessarias, sejam elas de laudos, de laminas histolégicas ou de blocos de
parafina (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2011).

Alguns requisitos para a organizagdo de um arquivo em anatomia patoldgica
devem ser observados, como o espaco fisico, tempo de permanéncia, a seguranca,
rastreabilidade e organizacdo (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2011).
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5.5.4.13.1 Espaco fisico

Laudos, laminas histologicas e blocos de parafina devem ser mantidos em um
espaco fisico adequado, seguro, restrito e que previna os riscos de incéndio ou de
inundacao e, caso seja possivel, um controle de temperatura e umidade deve ser
realizado diariamente (BRASIL, 2014).

5.5.4.13.2 Organizacao

Arquivo de laudos, laminas histolégicas e blocos de parafina deve ser
organizado por ordem crescente seguido do ano vigente (BRASIL, 2014).

O arquivo necessita de uma area que comporte armarios de metal proprios para
a guarda dos laudos, laminas histologicas e/ou blocos de parafina (arquivo de metal)
e/ou prateleiras para acondicionamento de caixas de arquivo. Os arquivos de metal
sdo duraveis e comportam grande quantidade de laudos, de laminas histolégicas ou
de blocos de parafina em um Unico lugar, facilitando a organizacdo do espac¢o. Em
locais com menos disponibilidade de recursos, podem ser utilizadas caixas para o
arquivamento dos laudos, das laminas histologicas e dos blocos de parafina,
identificadas com a sequéncia de numeros em ordem crescente seguida do ano
vigente, primando para que figuem organizadas e acessiveis (BRASIL, 2002; RAMOS;
SANTOS; RAMOS, 2010; SOCIEDADE BRASILEIRA DE PATOLOGIA - SBP, 2006a).

O arquivo de laudo pode ser organizado em arquivos de metal ou em caixas
‘box” de papeldo ou polionda (apresenta maior durabilidade), sendo as duas
maneiras, identificadas em ordem numérica crescente seguida do ano vigente. Cada
caixa box comporta em média 450 laudos arquivados ordenadamente. Em casos de
grande demanda, sugerimos que sejam arquivados, em cada caixa “box”, em média
700 laudos para que aumente a capacidade de arquivamento sem aumentar muito o
volume de caixas que precisam ser guardadas e, ainda assim, manter o arquivo
organizado (BRASIL, 2002, 2014).

O arquivo de laminas histologicas, preferencialmente, deve ser feito em arquivo

de metal proprio para laminas de vidro, porque permite a organizacao individualizada
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das laminas, em ordem numérica e evita a quebra. Ele é composto por gavetas que
devem ser identificadas com a sequéncia numérica e o ano vigente. Porém, como ja
citado, o arquivo pode ser feito em caixas proprias para laminas histolégicas,
dependendo dos recursos disponiveis em cada laboratério (BRASIL, 2002, 2014).

O arquivo de blocos de parafina pode ser realizado tanto em arquivo de metal,
como em caixas de papeldo proprias para esse tipo de arquivo. Conforme o arquivo
de laminas histologicas o de bloco de parafina também deve ter as gavetas
identificadas com a sequéncia numérica seguida do ano vigente. As caixas também
levam a identificagdo na tampa e armazenam 100 blocos em cada. Atenta-se, nesse
caso, para a necessidade de que os blocos de parafina sejam armazenados em um
espaco ao abrigo do calor (BRASIL, 2002).

Todos as maneiras de organizar o arquivo devem primar pela ordem, visto que
as informacg@es precisam estar acessiveis caso sejam solicitadas. As figuras 28 e 29
mostram os arquivos utilizados pelo SeAP-INI.
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Figura 28 - Arquivo de metal para armazenagem de laminas histolégicas e arquivo de papeléo
para blocos de parafina, utilizados no SeAP-INI.

1R

SRR JRIN AL

Legenda: a) arquivo de metal préprio para armazenagem de laminas histoldgicas, b) organizacéo e
capacidade de armazenagem do arquivo de metal demonstrada em uma gaveta aberta, c) caixa de
papeldo propria para armazenamento de blocos de parafina, d) caixas de papeldo com blocos de

parafina identificados e organizados em prateleiras, d) caixa de papeldo mostrando a organizacéo
interna dos blocos de parafina.

Fonte: imagens cedidas pelo SeAP-INI.
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Figura 29 - Arquivo em caixa box dos resultados/laudos.

Legenda: a) arquivo de laudos armazenados em caixas box de papeldo organizadas nas prateleiras, b)
caixa corretamente identificada, c; d) caixa box aberta mostrando os laudos organizados e a capacidade
de armazenagem.

Fonte: imagens cedidas pelo SeAP-INI.

5.5.4.13.3 Tempo de permanéncia

Laudos, laminas histologicas e blocos de parafina fazem parte do prontuéario
médico e devem ser mantidos sob a guarda do laboratério por, no minimo, cinco anos,
porém a adogéo de prazos maiores é facultada com o intuito de resguardar a memoria
histérica dos arquivos quer para fins juridicos, técnico-cientifico ou administrativo do
laboratério (GOVERNO DO ESTADO DE SAO PAULO, 1978; RAMOS; SANTOS;
RAMOS, 2010; SOCIEDADE BRASILEIRA DE PATOLOGIA - SBP, 2005, 2010).
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5.5.4.13.4 Rastreabilidade

O laudo, a lamina histolégica e o bloco de parafina precisam ser arquivados de
forma que garanta sua rastreabilidade, ou seja, qualquer manipulagéo do arquivo, seja
ela para o paciente, para pesquisa ou para recorte deve ser registrada em um livro ou
um formulario préprio, descrito no POP. Nesse registro deve conter o nimero interno
do laboratério, o motivo da retirada, a data e a rubrica do responsavel (EL-NEGEH,;
MAYNARD; CORDNER, 1999; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2011).

5.5.4.13.5 Seguranca

A maioria dos laboratorios de anatomia patoldgica utilizam o arquivo de papel
gue demanda espaco e um controle rigido de acesso, mas permite que a informacao
seja resgatada mesmo em locais com poucos recursos. Entretanto, outros laboratérios
possuem as duas modalidades de arquivo: o de papel e o informatizado, que
concentra todos os registros desde a solicitacdo do exame até a impressao do laudo.
Existem, ainda, os laboratdérios com maiores recursos, que dispfe de sistemas
integrados que possibilitam realizar todos os registros e digitalizar a requisicdo do
exame, promovendo o descarte do papel e otimizando o espaco do arquivo. Ademais,
protege melhor os dados, pois utiliza para isso um cdédigo de acesso individualizado e
rastreavel. No entanto, o backup de todo o sistema pode ser uma preocupacgao, pois
o laboratorio precisa salvar todo o sistema automaticamente e regularmente, com
critérios definidos de seguranca (BRASIL, 2014; WORLD HEALTH ORGANIZATION,
2011).

5.5.4.14 Fase Pds-analitica: Controle da cessdo de material

A cessdo de lamina histoldgica e bloco de parafina, mediante solicitacdo por

escrito realizada pelo médico assistente e com autorizagdo do paciente ou
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representante legal deve ser acatada pelo laboratério em um prazo previamente
definido e estabelecido no POP do laboratério (CONSELHO FEDERAL DE
MEDICINA, 1994b; RAMOS; SANTOS; RAMOS, 2010). Adotamos um prazo de 72
horas para que o laboratorio possa proceder um novo recorte do bloco de parafina e
confeccionar uma lamina corada em H&E para ser arquivada, além de providenciar os
tramites administrativos pertinentes. A figura 30 € uma sugestéo de formulario para
cessdo de lamina histolégica e bloco de parafina que pode ser preenchido a cada
solicitacdo e enviada juntamente com o material cedido. Para controle da saida do
material, pode ser usado um livro de protocolo, onde sera descrito o nimero de interno
do laboratério, que tipo de material estd sendo liberado e a quantidade (p. ex., uma
lamina histolégica corada em H&E, um bloco de parafina, uma segunda via do laudo
histopatoldégico e uma via do formulario de cessdo de material), o nome do
responsavel pela retirada, o grau de parentesco, quando for representante legal, um
documento de identificagdo, data da retirada e rubrica (CONSELHO FEDERAL DE
MEDICINA, 1994b; SOCIEDADE BRASILEIRA DE PATOLOGIA - SBP, 2006b).
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Figura 30 - Roteiro para formulério de cesséo de lamina e bloco.

CONTROLE DE CESSAO DE LAMINA HISTOLOGICA E BLOCO DE PARAFINA

NUMERO DO POP: nimero do POP em que o formulério esta inserido.
DATA/HORA: data e hora que foi realizada a separacéo do matenal.
NUMERO DO CASO: nimero de registro do material.

NOME DO PACIENTE: nome completo do paciente, a critério do laboratdrio pode
ser colocado o namero do atendimento ou prontuario do paciente.

MATERIAL FORNECIDO: especificar quantidade de laminas histologicas e as
coloracdes realizadas e 0 numero de blocos de parafina.

DIAGNOSTICO: informar qual foi o diagndstico e anexar uma segunda via.
MEDICO RESPONSAVEL: responsavel pelo diagndstico.

ENDERECO COMPLETO: endereco do laboratorio, telefone de contato e e-mail.
INFORMACOES SOBRE A REVISAO DO CASO: apds o patologista da outra

instituic&o realizar a revisao, espera-se receber uma resposta sobre o novo registro,
como forma de controle. Anexando a copia do laudo.

Fonte: elaborado pela autora.

5.6 INDICADORES DA QUALIDADE

A implementagcdo da gestdo da qualidade em laboratérios requer
comprometimento nas atividades de melhoria continua, monitoramento e definicdo de
metas dos principais processos e atividades, visando a deteccdo e eliminacdo de
pontos fracos e a reducdo da taxa de riscos. Essas medidas de controle sao
verificadas com a ajuda de indicadores da qualidade que permitem visualizar os
problemas que necessitam de acdes preventivas e corretivas (RICOS; GARCIA-
VICTORIA; FUENTE, 2004; SIMUNDIC; TOPIC, 2008).

Os indicadores da qualidade sao ferramentas importantes que permitem
mensurar a relacéo entre a situacéo atual e a meta desejada, por meio da utilizagao

dos dados gerados nos processos realizados rotineiramente e assim elaborar um
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panorama da situacdo real do laboratorio auxiliando a tomada de decisdo (VIEIRA et
al., 2011).

Os indicadores precisam refletir a situacdo que se deseja quantificar, ser de
facil compreensdo e com dados atuais e acessiveis. O desenvolvimento dos
indicadores deve ser uma acao disseminada entre os profissionais das diversas
etapas do trabalho, com o intuito de gerar envolvimento e comprometimento na
captacdo dos dados (INSTITUTO NACIONAL DO CANCER JOSE ALENCAR GOMES
DA SILVA (INCA), 2016).

Para cada indicador estabelecido € recomendada a elaboracdo de uma ficha
técnica contendo as caracteristicas a serem observadas e informag¢des que possam
auxiliar na interpretacao do indicador, conforme demonstrado na figura 31. A analise
critica dos resultados dos indicadores devem ter periodicidade de acordo com o

sistema da qualidade e/ou a critério do laboratério (KIRCHNER et al., 2007).
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Figura 31 - Ficha técnica para elaboragdo de indicadores.

FICHA TECNICA DE INDICADORES

NOME DO INDICADOR: nome simples e claro para o melhor entendimento da equipe, por
exemplo: tempo médio de resposta diagnostica.

LABORATORIO/SERVIGO: nome do local onde responsavel pelo indicador.

RESPONSAVEL: profissional responsavel pela captura das informacées necessarias para a
apuracao do indicador.

FINALIDADE: relato sucinto do objetivo do indicador.

VALOR INICIAL: primeira afericdo que servird de marco inicial para a comparacéo dos valores e
analise do comportamento do indicador.

META: resultado que se deseja alcancar em um determinado periodo de tempo.

FONTE DE DADOS: sistemas de informac&o, planilhas, relatérios, entre outros, responsaveis pela
producdo da informacdo necessaria para a verificaacdo do indicador.

PERIODO: intervalo de tempo para o acompanhamento do resultado, por exemplo: quinzenal,
mensal ou anual.

UNIDADE DE MEDIDA: padrdo escolhido para mensuracdo do indicador, por exemplo: unidade,
porcentagem, dias, metros, etc.

FORMULA: definicdo necessaria a compreensdo do indicador, por exemplo: uma formula
matematica.

REVISAQ: acompanhamento do indicador ap6s a realizacdo de alguma intervencio de melhoria
No processo.

Fonte: elaborado pela autora.

Embora o laboratério de anatomia patoldgica possa apresentar procedimentos
realizados manualmente, 0s erros com maior impacto para 0 paciente estao
concentrados na fase pré-analitica e pds-analitica. A figura 32 apresenta alguns erros
encontrados em laboratério de anatomia patolégica, em cada fase do processo
(ADYANTHAYA; JOSE, 2013; MOHAMMEDSALEH, 2014; RAO et al., 2016;
VALENSTEIN; SIROTA, 2004).
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Figura 32 - Erros mais comuns encontrados em laboratério de anatomia patolégica em cada

fase do processo.

FASE PRE-ANALITICA ‘ ‘

FASE ANALITICA

‘ ‘ FASE POS-ANALITICA

Identificacdo equivocada ou
— ausente do paciente/animal e da
amostra

inadequada, em quantidade
insuficiente, congelada ou
autolisada

Amostra acondicionada em
frasco com o gargalo estreito

Transporte sem a caixa

| adequada, expondo a amostra a

variacdo de temperatura e a
acidentes biologicos

Auséncia da histéria clinica efou
hipdtese diagndstica

Fonte: elaborado pela autora.

" Amostra com solucéo fixadora

——  Troca ou perda da amostra

Artefatos técnicos que
interferem na exame
microscopico

Perda de material por deshaste
EXCessivo

Lamina e bloco com
identificacdo equivocada

ColoragGes e imuno-
histoquimica realizadas nas
lAminas trocadas ou com
protocolos inadequados

Analise macroscdpica
inadequada

Erros de digitacdo por
— incompreensdo do laudo
manuscrito

Transmissdo equivocada de
informacdo diagnostica ao
paciente

Arquivos de lamina e bloco fora
de ordem

Extravio da requisicéo do
exame do paciente

L Extravio do bloco de parafina

Os laboratérios de anatomia patoldgica podem utilizar indicadores para avaliar

o desempenho dos processos relacionados as fases pré-analiticas, analiticas e pos-

analitica, com o objetivo de melhorar a qualidade do laboratério. Sugestéo de tipos de

indicadores de desempenho por fases do processo técnico estdo descritos no quadro
24 (GRIFFITHS; GILLIBRAND, 2017; RICOS; GARCIA-VICTORIA; FUENTE, 2004).
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Quadro 24 - Exemplos de tipos de indicadores de desempenho por fases do processo técnico
para uso em laboratério de anatomia patolégica.

Fases dos processos  Unidade de medida Indicadores de desempenho

Erros no cadastro da amostra e/ou paciente/animal
Pré-analtica Porcentagem Erros na identificacdo da amostra e/ou pedido de exame

Amostras sem fixador, com fixador inadequado ou congeladas
Afraso na técnica (processamento, inclusdo, microtomia)
Afraso na entrega da coloracéo especial

Analiica Porcentagem  |Afraso na entrega da imuno-histoquimica
Amostras com artefatos da técnica que prejudicaram o diagndstico
Material trocado ou extraviado
Tempo médio Resultados fora do prazo
Casos que ultrapassam o prazo
Porcentagem Solicitacdo de revisdo de casos
Satisfacdo dos clientes

Pds-analtica

Fonte: elaborado pela autora.

Os indicadores fazem parte do monitoramento da qualidade, por essa razao
suas fichas, relatérios, gréaficos, entre outros documentos devem ser arquivados em
local de facil acesso para agilizar o resgate da informacéo e desenvolver o habito da
avaliacdo das praticas da rotina diariamente (INSTITUTO NACIONAL DO CANCER
JOSE ALENCAR GOMES DA SILVA (INCA), 2016).

5.7 NOCOES DE GERENCIAMENTO DE RESIDUOS DE SERVICO DE SAUDE

Os residuos oriundos do sistema de saude causam uma consideravel poluicéo
representando um risco significativo a satde de funcionarios, pacientes e a sociedade.
Sédo gerados, principalmente, por prestadores de assisténcia médica, odontoldgica,
laboratorial, farmacéutica e instituicbes de ensino e pesquisa meédica relacionadas
tanto a populacdo humana quanta a veterinaria. (GADLELA et al., 2013; GONCALVES
et al., 2011; SILVA; HOPPE, 2005).

A partir de bases cientificas e técnicas, normativas e legais, o gerenciamento
de residuos de servico de saude (RSS) passou a atribuir responsabilidades

especificas aos varios segmentos envolvidos como geradores, autoridades sanitarias
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e ambientais com o objetivo de minimizar a producao de residuos e proporcionar um
encaminhamento seguro (BRASIL, 2018b; SILVA; HOPPE, 2005).

Todo gerador deve elaborar um Plano de Gerenciamento de Residuos de
Servicos de Saude (PGRSS), baseado nas caracteristicas dos residuos gerados e na
classificagcdo de risco, estabelecendo as diretrizes de manejo dos RSS (BRASIL,
2018b).

O PGRSS a ser elaborado deve ser compativel com as normas vigentes
relativas a coleta, transporte e disposicao final dos residuos gerados nos servicos de
saude (BRASIL, 2018b). Uma descri¢do resumida das etapas do manejo de RSS esta

apresentada no quadro 25.

Quadro 25 - Descricdo resumida das etapas de classificacdo de residuos de servigo de salude e
as diretrizes para consulta.

Etapas Descricao Diretrizes para consulta

Separacido dos residuos no momento e local
Segregacio de sua geracdo de acordo com as ROC 222:2018 da Anvisa
caracteristicas fisicas, quimicas e bioldgicas.

Embalar os residuos segregados em sacos ROC 222-2018 da Amvisa

Acondicionamento ou recipientes resistentes e livres de NBR 9191-2002 da ABNT
vazamentos.
dentificaco Medidas para reconhecer o residuo ROC 222:2018 da Anvisa
¢ acondicionado. MBR 7500:2011 da ABNT
Transporte do residuo até o armazenamento

Transporte interno ROC 222:2018 da Anvisa

temporario.

Guarda temporaria dos recipientes contendo NBR 12235-1992 da ABNT

Armazenamento temporario )
os residuos.

Aplicacdo de método, técnica ou processo
Tratamento que modifiqgue os riscos inerentes aos COMAMA, Resolugdo 237/1997
residuos.

Guarda dos recipientes dos residuos até a

. - RDC 222:2018 da Anvisa
coleta externa, em ambiente exclusivo.

Armazenamento externo

Coleta e transparte externo Remocédo dos residuos do abrigo até a MNBR 12810:2016 da ABMT
P unidade de tratamento ou disposicdo final. MNBR 14652:2019 da ABMT
Disposicdo final Disposigdo dos residuos ao solo. COMAMA, Resolugdo 237/1997

Fonte: elaborado pela autora.

Os residuos dos servicos de saude (RSS) podem ser classificados, como
residuo biolégico (Grupo A), quimico (Grupo B), radioativo (Grupo C), domeéstico

(Grupo D) e perfurocortante (Grupo E). A descricdo de cada grupo esta apresentada
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no quadro 26 (BRASIL, 2018b).

Quadro 26 - Classificacdo dos residuos de servicos de saude.

Classificagdo Descrigio

Residuos com a possivel presenca de agentes bioldgicos que, por suas

Grupo A caracteristicas, podem apresentar risco de infec¢do. Subdivide-se em A1, A2 A3 Ad e
A5
Residuos contendo substancias quimicas que podem apresentar risco a salde publica
Grupo B ou ao meio ambiente, dependendo de suas caracteristicas de inflamabilidade,

corrosividade, reatividade e toxicidade.

Quaisquer materiais resultantes de atividades humanas que contenham radionuclideos
em quantidades superiores aos limites de isen¢&o especificados nas normas do CNEN
e para os quais a reufilizacdo & impropria ou ndo prevista. - Enquadram-se neste

Grupo C o - . : : .
P grupo os rejeitos radioativos ou contaminados com radionuclideos, provenientes de
laboratdrios de analises clinicas, servicos de medicina nuclear e radioterapia, segundo
a resolucdo CNEN-6.05.
Grupo D Residuos que ndo apresentem risco bioldgico, quimico ou radiologico & salde ou ao

meio ambiente, podendo ser equiparados aos residuos domiciliares.

Materiais perfurocortantes ou escarificantes, tais como: Laminas de barbear, agulhas,
escalpes, ampolas de vidro, brocas, limas endoddnficas, pontas diamantadas, laminas

Grupo E de bisturi, lancetas; tubos capilares; micropipetas; laminas e laminulas; espatulas; e
todos os utensilios de vidro quebrados no laboratério (pipetas, fubos de coleta
sanguinea e placas de Petri) e outros similares.

Fonte adaptada: Brasil, 2018b.

O laboratorio de anatomia patolégica é um gerador de residuos importante e
como tal deve preparar um plano de gerenciamento de residuos de servico de saude
(PGRSS), conforme as determinacdes da RDC 222:2018 da Anvisa, visando
minimizar 0s impactos da gestdo inadequada dos residuos (BRASIL, 2018b;
GONCALVES et al., 2011).

Um grande impasse na implementacdo das boas praticas na gestdo de
residuos € o desconhecimento das pessoas envolvidas e da comunidade. A
conscientizacdo da importancia do manejo correto dos residuos gerados, o
levantamento e analise dos riscos atribuidos a geracédo de residuos, bem como as
medidas de evitar acidentes sdo fundamentais para aproximar o teérico do empirico.
Sendo assim, treinamentos regulares sobre o PGRSS do laboratério sao

fundamentais nesse processo, bem como reunides com profissionais capacitados
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para que a equipe possa esclarecer as davidas existentes (GONCALVES et al., 2011,
OZDER et al., 2013).

No laboratério de anatomia patoldgica algumas praticas podem ser adotadas

para promover a segregacao consciente e permitir a reutilizacao e/ou reciclagem nas

etapas do manejo dos residuos, conforme apresentado a seguir:

Reutilizar os frascos vazios das substancias quimicas, retirando a etiqueta

original e identificando de maneira indelével o nome da solucéo para descarte.

Atentar para as caracteristicas das substancias quimicas, pois podem exigir
tratamento especifico antes do descarte, vide NBR 10004:2004 da ABNT
(ASSOCIACAO BRASILEIRA DE NORMAS TECNICAS, 2004).

Atentar para a compatibilidade das substancias quimicas no momento de verter
para o recipiente de acondicionamento temporario (ASSOCIACAO
BRASILEIRA DE NORMAS TECNICAS, 2004).

Produtos quimicos perigosos devem ter um estoque minimo dentro do
laboratério (ASSOCIACAO BRASILEIRA DE NORMAS TECNICAS, 2004).

Produtos sem embalagem e/ou sem rotulo de identificacdo devem ser

descartados.

A etiqueta de identificacdo dos residuos de substéncias quimicas perigosas
deve conter: nome do produto, caracteristicas fisico-quimicas, volume e
simbolo para identificacdo do risco (ASSOCIACAO BRASILEIRA DE NORMAS
TECNICAS, 2001).

Frascos de plastico vazios provenientes das amostras bioldégicas devem ser
descartados no saco branco leitoso, no entanto os frascos de vidro, com a

mesma origem, devem seguir o residuo de vidros das substancias quimicas.

Nunca descarte residuos das classes A-Bioldgico, B-Quimico, C-Radioativo e
E-Perfurocortante na rede de esgoto domiciliar ou no lixo comum, essa

inadverténcia pode acarretar em problemas de seguranca e ambientais.

A classificacao dos residuos mais comuns gerados em laboratorio de anatomia

patolégica e a compatibilidade das categorias estdo descritas nos quadros 27 e 28.
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Quadro 27 - Classificacao dos residuos mais comuns gerados por um laboratério de anatomia

patoldgica.
Categorias Descrigdo Acondicionamento e identificagdo
L A Estes residuos podem ser dispostos, sem tratamento prévio. Devem ser
Reservas de hidpsias e pegas cirlrgicas, . ‘ -
Grupo A acondicionados em saco branco leitoso, que devem ser substituidos quando
papeltoalha, papel de filtro, gaze e frascos de s .
Subgrupo A4 . : ; atingirem 2/3 de sua capacidade ou pelo menos 1vez a cada 24 horas.
plastico vazios das amostras recebidas . - i . .
Sinalizado com etiqueta de residuo infectante e bioldgico.
0s residuos quimicos devem ser acondicionados, conforme suas
Reagentes, fixadores, tampdes, reveladores, caracteristicas fisico-quimicas, em recipientes constituidos de material
Grupo B descalcificadores, diafanizadores, parafina, | compativel com o quimico armazenado, resistentes, rigidos e estanques, com
corantes, diluentes entre outras. tampa rosqueada e vedante. Sinalizado com etiqueta de residuo quimico,
frases de risco (inflamavel, corrosivo, taxico, entre outros).
Papeis utilizados no sanitario, papel A4
Gruoo D utilizado na impressaao de laudos e outros Saco de qualquer cor, exceto branco. Sinalizado com efiqueta de residuo
P documentos, embalagens de papel, copos comum.
descartavelis.
Navalha, agulhas, pontas diamantadas,
Grupo E ldminas de bisturi, lancetas, micropipetas, Coletor rigidos, resistentes a punctura, ruptura e vazamento, com tampa.
P laminas e laminulas, espatulas, e todos os Sinalizado com efiqueta de residuo perfurocortante.
utensilios de vidro quebrados no laboratério.

Fonte: elaborado pela autora.

Quadro 28 - Compatibilidade das categorias de residuos quimicos para armazenamento

temporério.

Categoria de residuos
Solventes inflamaveis

Acidos organicos
Solventes halogenados

Categoria de residuos

Solugdo de metal pesado

Acidos minerais
Bases inorgénicas

Oxidantes

Residuos reativos

Compativeis (essas categorias podem ocupar o mesmo
recipiente)
Acetona, metanol, etanol, tolueno, xileno, formaldeido, acetonitrila,
benzeno, entre outras.

Halotano, cloreto de metileno, cloroférmio, tetracloreto de carbono,
tricloroetano, tricloroetileno.

Acido formico, acido acético, acido propiénico.
Incompativeis (essas categorias ndo podem ocupar 0 mesmo
recipiente)

Solugdes aquosas contendo arsénico, bario, cadmio, cromo, cobre,
chumbo, mercurio, 6smio, selénio, prata, entre outras.

Acido cloridrico, &cido nitrico, acido sulfurico, acido perclérico.
Hidroxido de sddio, hidroxido de potassio, aménia.

Nitrato de potassio, perdxido de hidrogénio, permanganato de
potassio, alvejante

pentoxido de fésforo, hidreto de sodio, metdxido de sédio, acido
picrico seco.

Fonte adaptada: Gadlela et al., 2013.
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6 DISCUSSAO

O aperfeicoamento do diagnoéstico laboratorial de doencas infecciosas €
fundamental diante da emergéncia e reemergéncia de diferentes patdgenos. Segundo
Masanza et al. (2010), os laboratérios sdo uma das principais capacidades que um
pais deve desenvolver, uma vez que desempenham um papel importante em todos
0s principais processos de detecc¢ao, avaliagéo, resposta, notificacdo e monitoramento
de eventos epidemiolégicos (MASANZA et al., 2010). Enquanto o0s paises
desenvolvidos organizam e adaptam facilmente seus servicos laboratoriais, 0s paises
com recursos limitados precisam de ajuda consideravel, sendo assim varias acdes ao
longo dos anos foram sendo estabelecidas para que se tenha redes de laboratérios
estruturadas com infraestrutura adequada para deteccao, controle e prevencédo de
doencas. O Centro de Controle e Prevencédo de Doencas (CDC) e a Organizacao
Mundial da Saude (OMS) estruturaram algumas recomendacdes para a formacéo de
parcerias locais e regionais e redes horizontais de laboratérios. Essas redes devem
compartilhar informagdes sobre padrdes incomuns de doengas humanas e
zoondticas, sendo assegurados suporte de transferéncia de tecnologia,
disponibilidade de reagentes e suprimentos criticos, recursos aprimorados de
comunicacao, atividades continuas de controle de qualidade e os meios para reter
pessoal competente e treinado que possua conhecimento ou recursos unicos de
diagnostico (OLMSTED et al., 2010; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 1996).

No Brasil, a epidemia de febre amarela entre 2017 e 2018 levou a um aumento
dramatico da demanda pelo diagnéstico da doenca, especialmente para a vigilancia
da doenca em primatas ndo humanos (BRASIL, 2004, 2017a, 2017b). Esse fato expos
pontos de fragilidade na rede de laboratérios de referéncia, frente a situagdes
emergenciais. Nesse sentido, o presente estudo demonstrou que a implementacéo de
medidas estratégicas ao fluxo do diagnéstico levou a reducdo do tempo de resposta
diagnéstica e do numero de resultados atrasados durante o periodo estudado,
conforme demonstrado pelos indicadores de qualidade utilizados.

Os indicadores utilizados neste trabalho foram o tempo médio de resposta
diagndstica e o percentual de resultados liberados que ultrapassaram o prazo de 30
dias. Uma vez que o aumento expressivo da demanda no SeAP se refletiu em

resultados negativos em relacdo a esses indicadores, mecanismos de controle da
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qualidade das atividades laboratoriais foram reformulados e intensificados para a
otimizar o fluxo dos processos relacionados ao diagnostico histopatolégico e imuno-
histoquimico e garantir uma resposta agil e efetiva aos 6rgaos de vigilancia.

De fato, estudos demonstram que os indicadores laboratoriais sao ferramentas
eficazes no controle de melhorias e que auxiliam na padronizagéao e na definicdo de
critérios de qualquer procedimento realizado pelo laboratorio (FRANCO et al., 2010;
KENNEDY et al., 2017; THE LANCET, 2020). Atualmente, ainda ndo se tem um
consenso acerca dos melhores indicadores para cada fase do processo pré-analitico,
analitico e pds-analitico de um laborat6rio, visto que a diversidade de processos é
muito grande. Dessa forma, os indicadores mais utilizados no ambito laboratorial
acabam sendo os escolhidos para controle da implementacdo de melhorias e
comparacao de resultados (VIEIRA et al., 2011). Ressalta-se que, no presente estudo,
o célculo dos indicadores foi realizado com base somente em casos positivos, de
forma que analises futuras, assim como a utilizacdo de outros indicadores, podem
auxiliar na identificacdo mais acurada de pontos criticos no fluxo laboratorial.

Destaca-se ainda que, além das medidas implementadas e da utilizacdo dos
indicadores mencionados, a existéncia prévia de um sistema da qualidade
estabelecido contribuiu para abreviar o tempo de deteccdo de problemas ou
inconsisténcias, facilitando a rapida execucao de acoes.

A experiéncia vivenciada pelo SeAP/INI nesta epizootia proporcionou grande
aprendizado, visto que ha muitas lacunas sem resposta sobre a pratica do
gerenciamento de laboratérios em casos de grandes demandas. Assim sendo, as
melhorias realizadas no fluxo para otimizacdo dos processos relacionados ao
diagnéstico histopatolégico e imuno-histoquimico foram descritas em um manual
técnico, esperando-se que possam nortear outros laboratérios de anatomia patolégica
em relacdo ao manejo de processos laboratoriais, ampliando sua capacidade de

resposta frente a situacdes de emergéncia em saude publica.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

Foram identificados os gargalos no fluxo técnico do SeAP a partir de dialogos
com a equipe e, dessa forma, se definiu as solu¢cdes para minimizar o impacto na
resposta diagndstica. Posteriormente remodelamos o fluxo utilizando o software
Bizage Modeler que realinhou a nova proposta ao fluxo ja utilizado pelo SeAP.

Os indicadores de desempenho para o tempo médio de resposta diagnostica e
o percentual de casos fora do prazo foram eficientes e demonstraram que as
melhorias implementadas foram capazes de reduzir o tempo de resposta diagndstica.

O manual foi elaborado para nortear outros laboratérios de anatomia
patologica em relacdo ao manejo de surtos, ampliando sua capacidade de resposta
frente a situacbes de emergéncia em saude publica. A proposta de otimizacéo
sugerida nesse trabalho é dependente da disponibilidade de espaco e recursos
técnicos e financeiros de cada local e as modificacbes propostas sédo frutos da

experiéncia vivida pelo SeAP/INI na epizootia de febre amarela.
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