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PORTUGUES

. Nome do produto
CINtec® Histology Kit
Il. Utilizagao prevista

Para utilizar em diagnaéstico in vitro.

O CINtec® Histology Kit € um ensaio imuno-histoquimico para a detegdo qualitativa
do antigénio p16'Nk4a em secgdes de tecido preparadas a partir de biopsias do colo
do utero fixadas em formol e impregnadas em parafina.

Destina-se a ser utilizado em conjunto com Iaminas coradas por H&E preparadas a
partir da mesma amostra de tecido do colo do utero como forma de ajudar a
aumentar a precisao de diagnéstico e a concordancia interobservador no diagndstico
de neoplasia intra-epitelial do colo do utero de alto grau.

Este teste destina-se a utilizagcdo manual ou em Instrumentos Autostainer.

Este ensaio devera ser interpretado por um patologista qualificado em conjunto com
exames histoldgicos, informacgdes clinicas relevantes e controlos adequados.

lll. Resumo e explicacao do dispositivo

Resumo e explicacao

O CINtec® Histology Kit baseia-se num anticorpo monoclonal de ratinho (clone
E6H4®) dirigido contra a proteina humana p16/Nk4a,

A proteina p16'NX4aé um inibidor de cinases dependentes da ciclina que desempenha
um papel principal na regulacdo do ciclo celular eucariético. Faz parte do controlo
mediado pela proteina retinoblastoma (pRB) da transi¢do da fase G1-S e ativa o
travamento do ciclo celular no decorrer de processos de diferenciagao celular. Em
células epiteliais diferenciadas no final, a p16'Nk4a é expressa em niveis tipicamente
ndo detetaveis por imuno-histoquimica.

Em varias entidades tumorais, o gene p16'Nk4a foi considerado funcionalmente inativo
por mutagdo do gene ou hipermetilagdo da regido promotora. Esta inativagdo do
gene supressor de tumores p16'NK4a mostrou contribuir para a desregulagado do ciclo
celular e para a perda de controlo da proliferagao celular.

Contudo, na replicacao de células epiteliais do colo do utero competentes, em que
oncoproteinas do tipo Papilomavirus humano de alto risco (HR-HPV) iniciaram o
processo de transformacgdo celular, a expressdo de p16'"k4 foi considerada
altamente regulada para cima [1; 2]. Esta forte sobre-expressdo de p16'NK4a foi
estritamente ligada ao nivel molecular a atividade das oncoproteinas E7 de HR-HPV.
A sobre-expressdo de p16'™NK4a demonstrou refletir a inativagdo mediada pela
oncoproteina E7 do complexo funcional entre pRB e o fator de transcricao E2F, que
€ um dos eventos chave durante a transformacéao celular induzida por HR-HPV [3].

Existem inumeros estudos na literatura publicada que relatam que a
sobre-expressdo da proteina p16NK4a  foi observada por processos
imuno-histoquimicos numa proporcdo muito elevada de casos de displasia
pré-cancerosa do colo do utero de alto grau (isto €, entre 80 e 100% das lesbes de
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CIN2 e virtualmente todas as lesbes de CIN3) e cancros invasivos. Lesbes
intra-epiteliais do colo do utero de baixo grau (CIN1) demonstraram a apresentagao
de sobre-expressdo de p16'Nk4a em proporgdes variaveis, tipicamente no intervalo
entre 30 e 60% [1; 2; 4-16].

A interpretacdo dos resultados deve ter em consideragéo o facto de a p16'Nk4a ser
uma proteina celular que pode ser expressa em niveis detetaveis em lesdes
displasicas de alto grau do colo do utero e cancros do colo do utero, bem como em
algumas condi¢des n&o associadas a displasia do colo do utero, embora com niveis
e com padrdes de expressao diferentes. As preparagdes de tecido histologico tém a
morfologia do tecido intacta para auxiliar na interpretagéo da positividade da p16'NK4a
da lesao no colo do Utero. Um padrdo de coloragao difusa, isto é, uma coloragéo
continua de células das camadas celulares basais e parabasais, com ou sem
coloragdo de células de camadas celulares superficiais, foi sugerido como
classificacdo para um resultado de teste positivo para sobre-expressao de p16/NK4a,
Este padrao de coloragdo demonstrou fornecer o nivel mais elevado de sensibilidade
e de especificidade para CIN de alto grau [1; 4; 5]. Por outro lado, um padréo de
coloragao focal (coloragcdo de células isoladas ou pequenos agrupamentos de
células, isto &, coloragao n&o continua, particularmente ndo proveniente das células
basais e parabasais), bem como a falta de qualquer imunorreatividade, é visto como
um resultado de teste negativo para sobre-expressao de p16'NK4a [1; 4; 5].

A interpretacdo de laminas coradas para p16'Nk4a ytilizando o CINtec® Histology Kit
deve ser efetuada em conjunto com laminas coradas por H&E preparadas a partir
da mesma amostra de tecido do colo do utero. As informacgées adicionais fornecidas
pelas laminas coradas por CINtec® devem ser combinadas com o diagndstico
preliminar baseado na morfologia estabelecido nas laminas coradas por H&E para
criar um diagnéstico final.

Significado clinico

A leitura conjunta de laminas coradas por H&E que compreendem seccgdes de
biépsia do colo do utero juntamente com Iaminas consecutivas a partir da mesma
amostra de tecido e imuno-coradas para p16'Nk42 demonstrou melhorar a precisdo
de diagndstico e a concordancia interobservador no diagndstico de neoplasia
intra-epitelial do colo do utero de alto grau (CIN2+).

O diagndstico patoldgico efetuado nas secgdes de tecido do colo do utero coradas
por H&E estabelece a base para a decisdo de procurar mais tratamento.
Consequentemente, o impacto de um diagndstico impreciso € significativo. Um
diagnéstico impreciso pode levar a uma gestdo inadequada da doente, isto é,
tratamento exagerado de mulheres essencialmente saudaveis, ou tratamento
insuficiente de mulheres com lesdes displasicas de alto grau estabelecidas.

A interpretagao de diagnostico de secgdes histologicas de tecido corado por H&E
estd sujeita a taxas elevadas de discordancia entre patologistas. Foram referidas
taxas baixas de concordancia inter e intra-observador em histologia do colo do utero
em varias publicagdes [17-20].

Um extenso ensaio multicéntrico nos Estados Unidos avaliou a interpretagcao de
exames histolégicos do colo do utero (2237 bidpsias colposcopicas e 535 amostras
de bidpsia por conizagdo com ansa diatérmica) por varios patologistas com formagao
adequada; a reprodutibilidade das interpretagdes histo-patolégicas foi apenas
moderada (kappa = 0,46 para biépsias por pungao e kappa = 0,49 para amostras de
biépsia com ansa diatérmica) [17]. Utilizando o sistema de classificacdo da OMS e
um sistema de classificacdo Bethesda modificado, a concordancia interobservador
de seis histopatologistas que avaliaram 125 amostras de bidpsias colposcépicas
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demonstrou ser insuficiente para ambos os sistemas de classificagdo [18]. Da
mesma forma, um estudo conduzido no Reino Unido demonstrou uma concordancia
interobservador insuficiente entre oito histopatologistas especialistas que
examinaram 100 amostras de biépsias colposcoépicas (valor kappa ndo ponderado
de 0,358) [19].

Adicionando laminas coradas com CINtec® Histology Kit as laminas coradas por H&E
convencionais utilizadas para estabelecer o diagndstico, a precisdo geral deste
procedimento de diagndstico histomorfolégico € melhorada [21-39].

Principios do procedimento

CINtec® Histology Kit contém um conjunto de reagentes para a detegdo
imuno-histoquimica do antigénio p16™K4 O Kit destina-se a efetuar um
procedimento de coloragdao imuno-histoquimico de dois passos para amostras de
tecido fixadas em formol e impregnadas em parafina obtidas de biépsias do colo do
utero. Para a detegdo do antigénio, é utilizado um clone de anticorpo monoclonal
primario de ratinho E6H4® direcionado & proteina p16'N%4a humana.

E utilizado um reagente de visualizag&o pronto a usar incluindo um conjugado de
reagente de polimero com peroxidase de rabano e fragmentos de anticorpo Fab anti-
ratinho de caprino. O Visualization Reagent foi sujeito a absorg¢ao de fase solida para
eliminar a reatividade cruzada com imuno-globulinas humanas. A reagido de
cromogénio baseia-se na conversdao mediada por peroxidase de rabano de um
cromogénio de DAB num produto de reagao visivel no local do antigénio. Depois da
aplicacdo do corante de contraste, a amostra pode ser coberta por uma lamela e os
resultados podem ser avaliados por inspeccédo de microscopia optica.

IV. Reagentes

Materiais fornecidos

Os materiais indicados em baixo estao incluidos em cada kit e sao suficientes para
efetuar 50 testes e 50 reacdes de controlo negativo. O numero de testes baseia-se
na utilizagao de 200 pl dos reagentes por lamina.

1 | Peroxidase Blocking Reagent

Peroxidase Blocking Reagent
2 x 11,5 ml, pronto a utilizar
3% de peroxido de hidrogénio, contendo 15 mmol/l de azida de sédio (NaNsa).

EUH210: Ficha de segurancga fornecida a pedido.

2 | Mouse anti-Human p16'N<4a Antibody

Mouse anti-Human p16'Nk4a Antibody

11,5 ml, pronto a utilizar

Mouse anti-Human p16™k4a Antibody monoclonal (~1 pg/ml), Clone E6H4™,
fornecido em 50 mmol/l de tampao Tris pH 7,2, contendo 15 mmol/l de azida de
sédio (NaNs) e proteina estabilizadora.
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3 | Visualization Reagent

Visualization Reagent
2 x 11,5 ml, pronto a utilizar

Aviso
H317 Pode provocar uma reacgao alérgica cutanea.

P261 Evitar respirar as poeiras/fumos/gases/névoas/vapores/aerossois.

P272 A roupa de trabalho contaminada n&o pode sair do local de trabalho.

P280 Usar luvas de protegéo.

P333 + P313 Em caso de irritagdo ou erupgao cutanea: consulte um médico.
P362 + P364 Retirar a roupa contaminada e lava-la antes de a voltar a usar.

P501 Eliminar o conteudo/recipiente num centro de tratamento de residuos
apropriado.

Contém:

26172-54-3 cloridrato de 2-metil-2H-isotiazol-3-ona

55965-84-9 massa reacional de: 5-cloro-2-metil-4-isotiazolina-3-ona [CE n.° 247-
500-7] e 2-metil-2H-isotiazol-3-ona [CE n.° 220-239-6] (3:1).

Conjugado de reagente de polimero com peroxidase de rabano e fragmentos de
anticorpo Fab anti-ratinho de caprino purificado por afinidade, fornecido em
solucao estabilizante com conservantes e proteina estabilizadora.

4 | Negative Reagent Control

Negative Reagent Control
11,5 ml, pronto a utilizar

Anticorpo de neurofisina relacionado com oxitocina anti-rato monoclonal de ratinho
(~1 pg/ml), fornecido em 50 mmol/l de tampao Tris pH 7,2, contendo 15 mmol/l de
azida de sodio (NaNs) e proteina estabilizadora. Para verificagdo da especificidade
da coloragao. A neurofisina relacionada com oxitocina de rato ndo esta presente
em tecidos humanos.

5 | DAB Buffered Substrate

DAB Buffered Substrate
31 ml

Solugao tampao de substrato, pH 7,5, contendo <0,1% de peréxido de hidrogénio,
estabilizadores e intensificadores.

6 | DAB Chromogen

DAB Chromogen
0,85 ml, solugcéo de cromogéneo 3,3’-diaminobenzidina.
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Perigo

H290 Pode ser corrosivo para os metais.

H314 Provoca queimaduras na pele e lesdes oculares graves.
H341 Suspeito de provocar anomalias genéticas.

H350 Pode provocar cancro.

P201 Pedir instrucdes especificas antes da utilizacio.

P280 Usar luvas de protecao/vestuario de protegao/protecdo ocular/protecao
facial.

P303 + P361 + P353 SE ENTRAR EM CONTACTO COM A PELE (ou o cabelo):
despir/retirar imediatamente toda a roupa contaminada. Enxaguar a pele com
agua.

P304 + P340 + P310 EM CASO DE INALACAO: retirar a vitima para uma zona
ao ar livre e manté-la em repouso numa posigcado que nao dificulte a respiracgao.
Contactar imediatamente um CENTRO DE INFORMACAO ANTIVENENOS ou
um médico.

P305 + P351 + P338 + P310 SE ENTRAR EM CONTACTO COM OS OLHOS:
enxaguar cuidadosamente com agua durante varios minutos. Se usar lentes de
contacto, retire-as, se tal lhe for possivel. Continue a enxaguar. Contactar
imediatamente um CENTRO DE INFORMAGAO ANTIVENENOS ou um médico.
P308 + P313 EM CASO de exposicao ou suspeita de exposicao: consulte um
médico.

Contém 868272-85-9 3,3'-diaminobenzidina tetrahidrocloreto hidratado

NOTA: Consulte os regulamentos locais, federais ou estaduais quanto a
eliminagéo.

7 | Epitope Retrieval Solution 10X

Epitope Retrieval Solution 10X
500 ml, 100 mmol/l de tampao Tris, pH 9 contendo 10 mmol/l de EDTA e
15 mmol/l de azida de sddio (NaNs).

Armazenamento

Conservar entre 2 — 8 °C. Néao utilizar depois do prazo de validade. Nao foram
gerados dados relativos ao armazenamento dos reagentes em condicdes diferentes
das indicadas acima.

Depois de aberto, os componentes do kit permanecem estaveis durante 6 meses, se
armazenados entre 2 — 8 °C. As solugdes devem ser eliminadas se apresentarem
um aspeto turvo.

A Epitope Retrieval Solution diluida e o Wash Buffer diluido permanecem estaveis
pelo periodo de um més, se armazenados entre 2 e 8 °C. As solugbes nao devem
ser utilizadas se estiverem turvas.
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Materiais e reagentes necessarios mas nao fornecidos

CINtec® Wash Buffer 10X a ser utilizado com o CINtec® Histology Kit esta disponivel
através do numero de catalogo 10215364001 de Roche, mas né&o esta incluido no
kit. Para obter informacdes de pedido, consulte o site www.roche.com.

Solucdo de tampao Tris de 500 mmol/l com 1,5 mol/l NaCl, pH 7,6, contendo
detergente e um agente antimicrobiano.

Aviso
H317 Pode provocar uma reacgao alérgica cutanea.

P261 Evitar respirar as poeiras/fumos/gases/névoas/vapores/aerossois.

P272 A roupa de trabalho contaminada n&o pode sair do local de trabalho.

P280 Usar luvas de protegéo.

P333 + P313 Em caso de irritagdo ou erupgao cutanea: consulte um médico.

P362 + P364 Retirar a roupa contaminada e lava-la antes de a voltar a usar.

P501 Eliminar o conteludo/recipiente num centro de tratamento de residuos
apropriado.

Contém 55965-84-9 massa reacional de: 5-cloro-2-metil-4-isotiazolina-3-ona [CE
n.° 247-500-7] e 2-metil-2H-isotiazol-3-ona [CE n.° 220-239-6] (3:1).

Toalhetes absorventes;

Corante de contraste de hematoxilina;

Agua desionizada ou destilada (4gua de lavagem);

Etanol, 95% e 70%;

Meio de montagem;

Tecidos positivos e negativos a utilizar como controlos de processo;
Laminas (SuperFrost® Plus ou equivalente);

Xilol;

Protecdes.

Equipamento necessario

Opcional: Estufa de secagem capaz de manter uma temperatura de 60 °C ou inferior;
Opcional: instrumento Dako ou LabVision Autostainer;

Camara humida (opcional);

Microscopio 6tico (4 — 40x a ampliagcao objetiva);

Tinas ou bacias de coloragao;

Frascos de lavagem,;

Cronémetro (capaz de intervalos de 2 a 60 minutos);

Banho-maria com tampa (capaz de manter uma Epitope Retrieval Solution a uma
temperatura entre 95 — 99 °C).
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V. Avisos e precaugoes

/A Aviso

1.

Atencéao! Alguns dos reagentes incluidos neste kit contém quimicos perigosos.
Ao manusear os componentes deste kit, seguir as precaugdes de seguranca
para o manuseamento de reagentes laboratoriais perigosos.

Os componentes 1, 2, 4 e 7 deste produto contém azida de sédio (NaNs), que é
altamente toxico na sua forma pura. Nas concentracdes do produto, apesar de
nao serem classificadas como perigosas, a azida de sodio pode reagir com a
canalizacao de chumbo e cobre e formar acumulagdes altamente explosivas de
azidas metalicas. Durante a eliminagéo, enxaguar com grande volume de agua
para evitar a acumulacao de azidas metalicas na canalizacao.

Os componentes 2, 3 e 4 contém material de origem animal. Cumprir os
procedimentos de manuseamento adequado conforme aplicado a qualquer
produto derivado de origens bioldgicas.

Ficha de Dados de Segurancga para o kit disponivel sob pedido.

Ao manusear e eliminar amostras de histologia, incluindo todas as amostras
antes e depois da fixacdo, bem como todos os materiais expostos a eles,
cumprir as precaugoes de seguranga para manusear material potencialmente
infeccioso bem como requisitos aplicaveis de eliminacao de residuos.

Nunca pipetar reagentes com a boca. Evitar o contacto da pele e das
membranas mucosas com reagentes e amostras. No caso de os reagentes ou
amostras entrarem em contacto com a pele ou membranas mucosas, lavar
abundantemente com agua.

O Visualization Reagent e o DAB Chromogen podem ser afetados de forma
adversa se expostos a niveis de luz excessivos. Ndo armazenar os
componentes do kit ou realizar a coloragdo com luz forte, como luz solar direta.

Utilizar equipamento de protecdo pessoal adequado para evitar contacto com
os olhos e a pele ao manusear qualquer um dos componentes incluidos ou a
utilizar em conjunto com o CINtec® Histology Kit. Consulte a Ficha de Dados de
Segurancga para obter informacgdes adicionais.

A etiquetagem de seguranga do produto segue principalmente as diretrizes do
GHS da UE.

A Atencao

Para utilizar em diagnostico in vitro.
Apenas para utilizagéo profissional.

Minimizar a contaminagao microbiana de reagentes para evitar coloracdo nao
especifica.

A utilizacdo de tempos de incubagao, temperaturas ou métodos que nao os
especificados pode dar origem a resultados erréneos.

Nao utilizar o kit se a embalagem de qualquer um dos componentes estiver
danificada. Se a embalagem estiver comprometida ou os componentes
danificados, notificar o fabricante sem demora.

A eliminacido de todos os residuos deve ser efetuada em conformidade com
diretrizes e regulamentos locais.
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7. Todos os reagentes sao formulados especificamente para utilizagdo com este
teste. Para o teste ser efetuado conforme especificado, ndo devem ser efetuada
substituicoes.

8. Se se observar uma coloragao inesperada, que nao possa ser justificada pelas
variagdes nos procedimentos laboratoriais e se suspeitar de um problema com
o CINtec® Histology Kit, consulte a informagéo de contacto disponibilizada na
Seccéo Xlll para obter informacdes adicionais sobre a assisténcia técnica.

9. O mau funcionamento do produto devido a problemas de manuseamento ou
instabilidade nao resulta em sinais 6bvios. Por isso, como medida de controlo
de qualidade, devem realizar-se controlos positivos e negativos
simultaneamente com as amostras de doentes.

10. Para reportar incidentes graves suspeitos relacionados com este dispositivo,
contacte o representante local da Roche e a autoridade competente do estado-
membro ou do pais onde o utilizador esta estabelecido.

VI. Procedimento

Preparacao das amostras

O CINtec® Histology Kit destina-se a ser utilizado com amostras de tecido
preservadas para procedimentos de imuno-histoquimica. As amostras devem ser
preparadas de acordo com métodos padrao de processamento de tecidos.

Séo recomendadas laminas carregadas positivamente como laminas SuperFrost®
Plus para um desempenho étimo.

Amostras de tecido impregnadas em parafina

As amostras de tecido fixado em formol neutro tamponado e impregnado em parafina
processadas utilizando métodos padrao de rotina sdo adequadas para utilizagéo
com este kit. Se as amostras forem preparadas utilizando um método de
conservacao diferente, o utilizador deve verificar a adequacao do método.

As amostras da bidopsia devem ser fixadas durante 18 — 24 horas em formol neutro
tamponado (a recomendagao é 10%) e dispostas em blocos com uma espessura de
3 ou 4 mm. Os blocos de tecido sdo entdo desidratados em varios alcoois e xilol, a
que se segue uma infiltragdo com parafina derretida mantida a uma temperatura ndo
superior a 60 °C. Cada bloco de tecido sera cortado a 4 — 5 ym e montado em
laminas de microscopio SuperFrost® Plus por um laboratério de histopatologia. As
l&minas devem ser coradas imediatamente, porque a antigenicidade das sec¢des de
tecido cortado pode diminuir com o tempo.

Recuperacéao do epitopo induzida por calor

Para a recuperacao do epitopo induzida por calor, as seccdes de tecido colocadas
em laminas devem ser aquecidas por imersao na Epitope Retrieval Solution num
banho-maria calibrado capaz de manter a Epitope Retrieval Solution a uma
temperatura entre 95 — 99 °C. Laboratérios situados em locais mais elevados devem
determinar o melhor método de manter a temperatura necessaria do banho-maria.
O fabricante ndo recomenda nenhum desvio ao procedimento aqui descrito.

Depois da recuperacao do epitopo induzida por calor, as seccoes de tecido devem
ser arrefecidas a temperatura ambiente durante 20 minutos antes de qualquer
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processamento adicional. Em seguida, a coloracédo das secg¢bes de tecido deve ser
efetuada sem demora.

Procedimento de coloracao

1. Preparagao de reagentes

Todos os reagentes devem ser equilibrados a temperatura ambiente (20 — 25 °C)
antes de serem utilizados em imuno-coloracao. Desta forma, todos os passos
subsequentes devem ser efetuados a temperatura ambiente.

Deve ter-se cuidado para evitar a secagem das amostras durante o procedimento
de imuno-coloragao pois a secagem pode levar a artefactos na coloragao.

Os reagentes seguintes devem ser preparados antes de se iniciar o procedimento
de coloracéo:

1.1 Epitope Retrieval Solution

Preparar a quantidade de Epitope Retrieval Solution suficiente para o procedimento
de coloragéo que € planeado por diluicdo de uma quantidade de Frasco 7 (Epitope
Retrieval Solution 10X) 1:10 utilizando agua destilada ou desionizada.

Apés diluicdo, a Epitope Retrieval Solution pode ser armazenada entre 2 — 8 °C
durante até um més. A solucéo diluida deve ser eliminada se apresentar um aspeto
turvo.

NOTA: A utilizacdo de agua com niveis elevados de ides para diluicdo da Epitope
Retrieval Solution pode reduzir de forma significativa o desempenho de coloragéo
do teste. Assegurar que a agua utilizada é devidamente desionizada (isto &,
assegurar que a coluna de troca de ides para produzir agua desionizada foi
verificada pela manutencao de rotina). Nao utilizar agua da torneira!

1.2 Wash Buffer

Utilizar CINtec® Wash Buffer 10X, nimero de catalogo 10215364001, fornecido pela
Roche em conjunto com CINtec® Histology Kit. Para obter informagdes de pedido,
consulte o site www.roche.com.

Preparar uma quantidade de Wash Buffer suficiente para os passos de lavagem do
procedimento de coloragao que é planeado por diluicdo de uma quantidade do Wash
Buffer 10X, referéncia 8550, 1:10 utilizando agua destilada ou desionizada.

Depois da diluigcdo, o Wash Buffer pode ser armazenado a 2 — 8 °C durante até um
més. A solucdo diluida deve ser eliminada se apresentar um aspeto turvo.
1.3 Substrate-Chromogen Solution (DAB)

Para preparagéo da Substrate-Chromogen Solution, deve ser adicionada uma gota
de DAB Chromogen a 2 ml de DAB Buffered Substrate. Proceder da seguinte forma:

i) transferir 2 ml de DAB Buffered Substrate do Frasco 5 para um tubo de
ensaio;

ii) adicionar uma gota (entre 25 e 30 ul) de DAB Chromogen do Frasco 6.
Misturar e aplicar nas secgdes de tecido com uma pipeta.

2 ml de Substrate-Chromogen Solution (DAB) preparada de acordo com as
instrucbes acima é normalmente suficiente para corar cinco secg¢des de tecido
incluindo as cinco amostras de controlo correspondentes.
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NOTA: Utilizar a Substrate-Chromogen Solution (DAB) preparada no mesmo dia.

NOTA: Adicionar DAB Chromogen em excesso ao DAB Buffered Substrate resultara
em deterioracao do sinal positivo.

1.4 Corante de contraste

A reagao de coloragado de DAB resulta num produto final colorido insoluvel em agua.
Pode ser utilizado alcool ou hematoxilina a base de agua para a aplicagao do corante
de contraste. Se utilizado, cumprir as instrucbes fornecidas pelo fornecedor da
hematoxilina para aplicar o corante de contraste.

1.5 Meio de montagem

Para a montagem de amostras em laminas depois da coloracéo, recomenda-se um
meio de montagem permanente ndo aquoso. Contudo, também ¢é aceitavel um meio
de montagem aquoso.

Recomenda-se Eukitt Mounting Medium para montagem nao aquosa. Recomenda-
se Aquatex Merck para montagem aquosa.

2. Procedimento de coloragao para Instrumentos Autostainer

O CINtec® Histology Kit foi adaptado para utilizagdo nos Instrumentos Autostainer (o
LabVision Autostainer 480 ou o Dako Autostainer Plus) de acordo com o modelo
descrito abaixo. Poderao ser utilizados outros instrumentos ou sistemas que tenham
funcdo equivalente depois de devidamente validados pelo utilizador. Antes da
coloragdo no Instrumento Autostainer, as amostras e reagentes devem ser
preparados conforme indicado nas Secgbes 1.1 —1.5e 2.1

2.1 Desparafinizagao e rehidratagao

Antes da desparafinizagdo, colocar laminas numa estufa de secagem a uma
temperatura inferior a 60 °C durante pelo menos 20 minutos mas ndao mais de uma
hora para remover agua de forma quantitativa melhorando assim a aderéncia do
tecido a lamina de vidro (“aquecimento”) e derreter a parafina. As laminas de tecido
devem ser desparafinizadas para remover o meio de impregnacédo e em seguida
rehidratadas antes de ser possivel efetuar o procedimento de coloragdo. E crucial
evitar a remogdo incompleta de parafina pois o meio de impregnacao residual
resultard& em aumento de coloracdo ndo especifica. Incubar as laminas a
temperatura ambiente (entre 20 — 25 °C) de acordo com os seguintes passos.

e 5 (1) minutos num banho de xilol;

o repetir este passo uma vez com um banho novo;

e remover liquido em excesso;

e 3 (1) minutos em etanol a 95%;

o repetir este passo uma vez com um banho novo;

e remover liquido em excesso;

e 3 (1) minutos em etanol a 70%;

e repetir este passo uma vez com um banho novo;

e remover liquido em excesso;

e minimo de 30 segundos em agua destilada ou desionizada.
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Iniciar o procedimento de coloragédo conforme descrito na Secgao 2.2, Passo 1:
Recuperacao do epitopo.

As solucdes de xilol e alcool ndo devem ser utilizadas para mais de 40 Idminas.

NOTA: Os utilizadores devem ter em atencdo que as variagdes de temperatura do
equipamento ou os tempos de exposigdo durante a preparagado pre-analitica da
amostra podem levar a remocao incompleta de parafina de laminas de tecido. A
parafina residual pode levar a coloragdo incompleta com qualquer corante de
histologia, incluindo o corante de Histologia CINtec®. Os laboratérios de
histopatologia devem incluir monitorizag&o regular do equipamento para reduzir a
variacao na preparacdo de amostras antes da coloragdo. A observacao de limites
bem definidos nas areas de tecido imunorreativo ou outras inconsisténcias de
coloragdo numa lamina podem, com qualquer corante imuno-histoquimico, ser um
indicador de processamento pré-analitico ndo ideal ou incompleto da amostra. Os
utilizadores devem considerar verificar o equipamento e os métodos de preparagao
pré-analitica de amostras se se observar coloragao inconsistente;

2.2 Protocolo de coloragao para Instrumentos Autostainer
Passo 1: Recuperagao do epitopo

e encher tinas de coloragao, por ex., tinas Coplin em plastico, com a Epitope
Retrieval Solution diluida (ver Procedimento, Secc¢ao 1.1);

e colocar tinas de coloragdo contendo Epitope Retrieval Solution em banho-
maria e aquecer o banho-maria e a Epitope Retrieval Solution entre 95 — 99
°C. E importante ajustar o nivel de 4gua no banho-maria para garantir que as
tinas ficam mergulhadas na agua a 80%. Para estabilizar a temperatura e
evitar evaporacao, cobrir as tinas com tampas;

e mergulhar secgbes desparafinizadas em Epitope Retrieval Solution pré-
aquecida nas tinas de coloracdo; este passo ira normalmente baixar a
temperatura nas tinas para uma temperatura inferior a 90 °C;

e equilibrar a temperatura do banho-maria e a Epitope Retrieval Solution nas
tinas novamente para uma temperatura entre 95 — 99 °C; verificar a
temperatura da Epitope Retrieval Solution nas tinas;

e incubar durante 10 (1) minutos a 95 — 99 °C; iniciar a contagem decrescente
apenas depois de se verificar se a temperatura da Epitope Retrieval Solution
nas tinas atingiu uma temperatura de 95 — 99 °C;

e remover a tina completa com laminas do banho-maria;

e deixar que as ldminas arrefegam na Epitope Retrieval Solution durante 20
(x1) minutos a temperatura ambiente;

o decantar a Epitope Retrieval Solution e enxaguar as sec¢gdes com Wash
Buffer (ver Procedimento, Secgéo 1.2);

e para um desempenho ideal, embeber as sec¢goes em Wash Buffer durante 5
minutos depois da recuperagao do epitopo e antes da coloragao.

NOTA: A Epitope Retrieval Solution foi concebida apenas para uma Unica aplicagao.
Nao reutilizar.
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Passo 2: Programagao do instrumento

Antes da primeira aplicagdo do CINtec® Histology Kit num Instrumento Autostainer,
€ necessario configurar um novo modelo. Consultar o Manual do operador do
Instrumento Autostainer dedicado.

Passo 3: Procedimento do Autostainer

transferir os reagentes das garrafas do kit para os frascos de reagente
Autostainer graduados. Utilizar o mapa gerado pelo Autostainer para
programar tempos e volumes de reagente (ver ponto 4 para obter tempos e
volumes especificos);

colocar os frascos de reagente do Autostainer no suporte de reagentes
Autostainer de acordo com o mapa de disposi¢do de reagentes gerado por
computador;

carregar as laminas no Autostainer de acordo com o0 mapa de disposigédo de
I&minas gerado por computador;

para impedir que as amostras sequem, estas devem ser pulverizadas com
Wash Buffer no Autostainer;

0 seguinte € um resumo do programa:

o lavar*;
200 pl de Reagente de bloqueio da peroxidase - 5 minutos;
lavar®;

200 pl de Anticorpo primario p16'Nk4a ou Negative Reagent Control -
30 minutos;

lavar®;

200 pl de Visualization Reagent - 30 minutos;

lavar®;

lavar®;

lavar®;

trocar;

200 pul de Substrate-Chromogen Solution (DAB) - 10 minutos;
lavar®;

lavar laminas em agua desionizada depois do passo de substrato-
cromogeénio.
*utilizar Wash Buffer para os respetivos passos de lavagem.

O O O

O O O 0O 0 O O O O

NOTA: Se o instrumento Autostainer utilizado lavar laminas em tampao, as laminas
devem ser lavadas com agua desionizada depois de serem retiradas do Autostainer.

Passo 4: Corante de contraste (as instrugoes referem-se a hematoxilina)

mergulhar laminas num banho de hematoxilina. Incubar entre 2 e 5 minutos,
dependendo da concentracdo de hematoxilina utilizada;

colocar laminas num banho de agua da torneira e lavar cuidadosamente com
agua da torneira corrente. Assegurar que toda a hematoxilina foi eliminada;

lavar brevemente as laminas com cuidado num banho de agua destilada ou
desionizada;

pode aplicar o corante de contraste diretamente no instrumento Autostainer.
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NOTA: Dependendo da duragdo da incubacdo e do potencial da hematoxilina
utilizada, a aplicacdo de um corante de contraste resultara numa coloracédo azul
clara a escura dos nucleos das células. A adicdo excessiva ou insuficiente de
corante de contraste pode interferir com a interpretagao correta dos resultados.

Passo 5: Montagem

Recomenda-se que o meio de montagem seja ndo aquoso e permanente. Doutro
modo, também & aceitavel um meio de montagem aquoso. Seguir as instrugdes de
utilizagdo do fornecedor do meio de montagem.

NOTA: Para minimizar o esbatimento, proteger as laminas da luz e armazenar a
temperatura ambiente (entre 20 — 25 °C).

3. Procedimento de coloragao para utilizagao manual

NOTA: Prevenir a secagem de secgdes de tecido durante o procedimento de
coloracdo. Secgdes de tecido secas pode resultar no aumento de coloragdo nao
especifica. Para incubagbes prolongadas, manter os tecidos num ambiente humido.

Seguir os procedimentos padrao utilizados em coloragdo imuno-histoquimica
manual quando utilizar o CINtec® Histology Kit para coloragdo manual.

3.1 Desparafinizacao e rehidratagao

Antes da desparafinizagdo, colocar laminas numa estufa de secagem a uma
temperatura inferior a 60 °C durante pelo menos 20 minutos mas ndo mais de uma
hora para remover agua de forma quantitativa melhorando assim a aderéncia do
tecido a lamina de vidro (“aquecimento”) e derreter a parafina. As laminas de tecido
devem ser desparafinizadas para remover o meio de impregnagcdo e em seguida
rehidratadas antes de ser possivel efetuar o procedimento de coloragdo. E crucial
evitar a remogao incompleta de parafina pois 0 meio de impregnacao residual
resultara em aumento de coloragdo nao especifica. Incubar as laminas a
temperatura ambiente (entre 20 — 25 °C) de acordo com os seguintes passos.

¢ 5 (x1) minutos num banho de xilol;

o repetir este passo uma vez com um banho novo;

e remover liquido em excesso;

e 3 (x1) minutos em etanol a 95%;

o repetir este passo uma vez com um banho novo;

¢ remover liquido em excesso;

e 3 (1) minutos em etanol a 70%;

e repetir este passo uma vez com um banho novo;

e remover liquido em excesso;

e minimo de 30 segundos em agua destilada ou desionizada.

Iniciar o procedimento de coloracdo conforme descrito na Seccéo 3.2, Passo 1:
Recuperacgao do epitopo.
As solugdes de xilol e alcool ndo devem ser utilizadas para mais de 40 laminas.
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3.2 Protocolo de coloragao para utilizagao manual

Passo 1: Recuperagao do epitopo

encher tinas de coloragao, por ex., tinas Coplin em plastico, com a Epitope
Retrieval Solution diluida (ver Procedimento, Secg¢ao 1.1);

colocar tinas de coloragao contendo Epitope Retrieval Solution em banho-
maria e aquecer o banho-maria e a Epitope Retrieval Solution entre 95 — 99
°C. Neste passo, é importante ajustar o nivel de agua no banho-maria para
garantir que as tinas ficam mergulhadas na agua a 80%. Para estabilizar a
temperatura e evitar evaporacgao, cobrir as tinas com tampas;

mergulhar secgbes desparafinizadas em Epitope Retrieval Solution pré-
aquecida nas tinas de coloracdo; este passo ird normalmente baixar a
temperatura nas tinas para uma temperatura inferior a 90 °C;

equilibrar a temperatura do banho-maria e a Epitope Retrieval Solution nas
tinas novamente para uma temperatura entre 95 — 99 °C; verificar a
temperatura da Epitope Retrieval Solution nas tinas;

incubar durante 10 (+1) minutos a 95 — 99 °C; iniciar a contagem decrescente
apenas depois de se verificar se a temperatura da Epitope Retrieval Solution
nas tinas atingiu uma temperatura de 95 — 99 °C;

remover a tina completa com laminas do banho-maria;

deixar que as laminas arrefegcam na Epitope Retrieval Solution durante 20
(1) minutos a temperatura ambiente;

decantar a Epitope Retrieval Solution e enxaguar as secgdes com o Wash
Buffer diluido (ver Procedimento, Secgéao 1.2);

para um desempenho ideal, embeber as secgbes em Wash Buffer durante 5
(1) minutos depois da recuperagao do epitopo e antes da coloragao.

NOTA: A Epitope Retrieval Solution foi concebida apenas para uma unica aplicagao.
N&o reutilizar.

Passo 2: Reagente de bloqueio da peroxidase

aplicar 200 yl de Reagente de bloqueio da peroxidase para cobrir a amostra;
incubar durante 5 (1) minutos;

sacudir o liquido em excesso e colocar as lAminas num banho de Wash
Buffer durante 5 (+1) minutos.

Passo 3: Primary Antibody ou Negative Reagent Control

remover tampao em excesso;

cobrir a amostra com 200 pl de anticorpo primario (Mouse Anti-Human
p16'NK4a oy Negative Reagent Control);

incubar durante 30 (+1) minutos;

sacudir o liquido em excesso e colocar as laminas num banho de Wash
Buffer durante 5 (£1) minutos.
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Passo 4: Visualization Reagent

e remover tampao em excesso;
e cobrir a amostra com 200 pl de Visualization Reagent;
e incubar durante 30 (+1) minutos;

e sacudir o liquido em excesso e colocar as laminas num banho de Wash Buffer
durante 5 (1) minutos;

e repetir este passo duas vezes com um Wash Buffer novo.
Passo 5: Substrate-Chromogen Solution (DAB)
e cobrir a amostra com 200 pl de Substrate-Chromogen Solution (DAB) que
tenha sido preparada de acordo com o procedimento descrito em 1.3 acima;

e incubar durante 10 (+1) minutos;

e sacudir o excesso de liquido e lavar cuidadosamente com agua destilada ou
desionizada.

Recolher os residuos da Substrate-Chromogen Solution (DAB) num recipiente de
materiais perigosos para uma eliminacdo adequada.
Passo 6: Corante de contraste (as instrugoes referem-se a hematoxilina)
e mergulhar ldminas num banho de hematoxilina. Incubar entre 2 e 5 minutos,
dependendo da concentragao de hematoxilina utilizada;

e colocar laminas num banho de agua da torneira e lavar cuidadosamente com
agua da torneira corrente. Assegurar que toda a hematoxilina foi eliminada;

¢ lavar brevemente as laminas com cuidado num banho de agua destilada ou
desionizada.

NOTA: Dependendo da duragdo da incubacido e do potencial da hematoxilina
utilizada, a aplicagdo de um corante de contraste resultara numa coloragao azul
clara a escura dos nucleos das células. A adicdo excessiva ou insuficiente de
corante de contraste pode interferir com a interpretagao correta dos resultados.

Passo 7: Montagem

Recomenda-se que o meio de montagem seja ndo aquoso e permanente. Para meio
de montagem permanente a base de xilol € necessario um procedimento de
desidratacao, por ex.

e agua destilada ou desionizada
e 3 min de etanol a 70%

e 3 min de etanol a 70%

e 3 min de etanol a 96%

e 3 min de etanol a 99%

e 5 min de xilol

e 5 min de xilol
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Doutro modo, também é aceitdvel um meio de montagem aquoso. Seguir as
instrugdes de utilizagao do fornecedor do meio de montagem.

NOTA: Para minimizar o esbatimento, proteger as ldminas da luz e armazenar a
temperatura ambiente (entre 20 — 25 °C).

VII. Controlo de qualidade

Desvios aos procedimentos recomendados para fixagcdo e processamento de
amostras no laboratério do utilizador podem produzir uma variabilidade significativa
de resultados, sendo necessario o processamento regular de controlos internos.

Controlo tecidular positivo

Os materiais de controlo positivo externo devem ser amostras de
autopsia/bidpsia/cirurgicas recentes fixadas, processadas e impregnadas o mais
rapido possivel da mesma forma que a(s) amostra(s) de doente. Os controlos de
tecido positivos sao indicativos de tecidos corretamente preparados e técnicas de
coloragédo adequadas. Um controlo de tecido externo positivo para cada conjunto de
condi¢cdes de teste deve ser incluido em cada processamento de coloragao. Os
tecidos utilizados para os materiais de controlo positivo externo devem ser
selecionados em amostras da doente com coloragdo positiva conhecida para
p16'NK4a Se os controlos positivos ndo demonstrarem uma coloragdo positiva
adequada, os resultados das amostras de teste deverao ser considerados invalidos.

Controlo tecidular negativo

Os tipos celulares conhecidos por serem negativos para p16'NX42 presente na maioria
das seccgdes de tecido podem ser utilizados pelo técnico laboratorial como locais de
controlo negativo interno para verificar as especificacbes de desempenho de IHC.
Se ocorrer uma coloragao especifica (falsa coloragao positiva) no controlo tecidular
negativo, os resultados com a amostra da doente deverdo ser considerados
invalidos.

Negative Reagent Control nao especifico

Utilizar o Negative Reagent Control em vez do anticorpo primario com uma secgao
de cada amostra de doente para avaliar a coloracdo nao especifica e permitir uma
melhor interpretagdo da coloragéo especifica no local do antigénio.

Se ocorrer uma coloragado especifica (falsa coloragdo positiva) com o Negative
Reagent Control n&do especifico, os resultados com a amostra de doente deverao ser
considerados invalidos.

VIIl. Interpretacao dos resultados

As amostras de controlo coradas com o Negative Reagent Control como reagente
primario nao devem apresentar coloracao especifica.

A coloragao positiva utilizando o Mouse anti-Human p16/Nk4a Antibody monoclonal,
Clone E6H4™, deve ser avaliada dentro do contexto de qualquer coloragdo de fundo
nao especifica do controlo de reagente negativo. Tal como acontece com qualquer
teste imuno-histoquimico, um resultado negativo significa que o antigénio ndo foi
detetado, e ndo que o antigénio nao existia nas células/tecidos analisados.

A interpretacdo dos resultados deve ter em consideragéo o facto de a p16'Nk4a ser
uma proteina celular que pode ser expressa em niveis detetaveis em lesdes
displasicas de alto grau do colo do utero e cancros do colo do utero, bem como em
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algumas condi¢cdes néo associadas a displasia do colo do utero, embora com niveis
e com padrdes de expressao diferentes.

As amostras de laminas coradas sao avaliadas de acordo com um sistema de
classificacao binario composto pelas classificagdes "positivo" e "negativo".

A classificagdo "positivo" é atribuida se a amostra de lamina corada com p16'NK4a
apresentar uma coloracdo continua de células das camadas celulares basal e
parabasal do epitélio cervical escamoso, com ou sem coloragdo de células de
camadas celulares superficiais ("padrdo de coloracdo difusa"). E apresentado um
exemplo de uma lamina classificada como "positivo" ("padrao de coloragao difusa")
no Anexo 2, Figura 1.

A classificagdo "negativo" é atribuida se a amostra de 1amina corada com p16'Nk4a
apresentar uma reacgao de coloracdo negativa no epitélio escamoso ("padrao de
coloragdo negativo") ou uma coloragdo de células isoladas ou pequenos
agrupamentos; isto €, uma coloragao nao continua, particularmente n&o das células
basais e parabasais ("padrao de coloracéo focal"). E apresentado um exemplo de
uma lamina classificada como "negativo" ("padrao de coloracgao focal") no Anexo 2,
Figura 2.

A interpretacdo de laminas coradas para p16'Nk4a ytilizando o CINtec® Histology Kit
deve ser efetuada em conjunto com laminas coradas por H&E preparadas a partir
da mesma amostra de tecido do colo do utero. As informacdes adicionais fornecidas
pelas laminas coradas por CINtec® devem ser combinadas com o diagndstico
preliminar baseado na morfologia estabelecido nas laminas coradas por H&E para
criar um diagnéstico final.

IX. Limitagoes

e Apenas para utilizagdo profissional. E necessaria formagao especial para o
desempenho de procedimentos imuno-histoquimicos.

e A interpretagao clinica de qualquer coloragao positiva ou negativa, deve ser
avaliada dentro do contexto do historial clinico, morfologia e outros critérios
histopatoldgicos. A interpretacao clinica de qualquer coloragéo positiva ou
negativa, deve ser complementada por meio de estudos morfolégicos que
utilizem controlos positivos e negativos, internos e externos adequados, bem
como por meio de outros testes de diagndstico. E da responsabilidade de um
patologista qualificado que esteja familiarizado com a utilizagdo correta dos
anticorpos para IHC, reagentes e métodos, interpretar todos os passos
realizados para preparar e interpretar a preparagao IHC final.

e Os resultados de coloragdo em procedimentos de imuno-histoquimica sao
fortemente influenciados pela qualidade do tecido corado. Desta forma, os
passos de fixagcdo, lavagem, secagem, aquecimento, seccionamento ou
contaminagdo com outros tecidos contribuem significativamente para o
resultado geral da coloracdo e podem levar a artefactos, aprisionamento de
anticorpos ou resultados falsos negativos. Os resultados inconsistentes
podem ser resultantes de variagées nos métodos de fixagdo e impregnacgao
ou de irregularidades inerentes ao tecido.

o A adicao excessiva ou insuficiente de corante de contraste pode interferir
com a interpretacao correta dos resultados.

o O fabricante fornece estes anticorpos/reagentes com a diluigdo ideal para
utilizacao de acordo com as instrugbes aqui fornecidas, para testes de IHC
em seccgOes de tecido preparadas. Qualquer desvio aos procedimentos de
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teste recomendados pode invalidar resultados esperados declarados; devem
ser empregues e documentados controlos adequados. Os utilizadores que
se desviem dos procedimentos de teste recomendados terdo de aceitar a
responsabilidade da interpretacdo dos resultados das doentes nestas
circunstancias.

e Poderédo observar-se resultados falsos positivos devido a ligagédo ndo imuno-
I6gica de proteinas ou produtos de reagédo dos substratos. Tais resultados
poderdo igualmente ser provocados por atividade de pseudo-peroxidase
(eritrdcitos) e atividade de peroxidase enddgena (citocromo C).

o Os reagentes podem demonstrar reagdes inesperadas em tecidos nao
testados anteriormente. A possibilidade de surgirem reagdes inesperadas,
mesmo nos grupos de tecidos testados, ndo pode ser totalmente eliminada
devido a variabilidade bioldgica da expressao de antigénios em neoplasias
ou outros tecidos patoldgicos. Contactar a Roche mtm laboratories AG com
reacado(des) inesperada(s) documentada(s). Consulte a informagdo de
contacto disponibilizada na Seccao Xlll para obter informagbes sobre a
assisténcia técnica.

¢ Nao substituir reagentes do kit por reagentes com outros numeros de lote ou
com reagentes de outros fabricantes.

X. Caracteristicas do desempenho

Desempenho clinico

O desempenho clinico do CINtec® Histology Kit foi avaliado num estudo clinico
controlado utilizando amostras de tecido do colo do utero fixado em formol e
impregnado em parafina [21]. O estudo foi concebido para demonstrar a adequacgao
do CINtec® Histology Kit como ajuda para aumentar a precisdo de diagndstico e a
concordancia interobservador para a detegao de neoplasia intraepitelial cervical de
alto grau (CIN2+).

O estudo clinico foi efetuado em bidpsias por puncao e conizagao do colo do utero
obtidas retrospetivamente. Foi utilizado um total de 500 amostras do colo do utero
de dois laboratérios de patologia europeus diferentes e enriquecidas para displasia
de alto grau com base nos seus diagnosticos originais na preparagdo de laminas
coradas por H&E e laminas consecutivas coradas com o CINtec® Histology Kit de
acordo com as instru¢des do fabricante.

Trés especialistas em patologia ginecologica estabeleceram os seus diagnosticos
independentes em cada caso com base na lamina corada por H&E. Os casos com
resultados discrepantes foram sujeitos a um segundo processo de analise conjunta
durante um encontro de adjudicag&o e a maioria dos diagnosticos (diagnésticos de
consenso, dois em trés) serviu de diagnéstico de referéncia para o estudo.

Doze investigadores (patologistas certificados com experiéncia de leitura de
patologia do colo do utero de forma regular) de 4 paises europeus (Franca, Italia,
Espanha e Alemanha) fizeram parte do painel de patologistas no estudo. Numa
primeira fase de interpretagdes de laminas, todos os patologistas do painel
estabeleceram os seus diagndsticos individuais para cada caso apenas com base
em laminas coradas por H&E. Os patologistas ndo tiveram acesso em momento
algum aos diagndsticos originais e aos diagndsticos de referéncia. Depois de um
periodo de "wash-out" de mais de 4 semanas, 0 mesmo conjunto de laminas coradas
por H&E (reetiquetadas) foi novamente analisado por doze patologistas do painel,
em conjunto com as laminas correspondentes de cada caso coradas com o CINtec®
Histology Kit.
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Para a avaliacdo de melhorias na precisdo de diagndstico para as laminas de
amostras do colo do Utero coradas com CINtec® Histology lidas em conjunto com as
laminas coradas por H&E respetivas em comparacao com as laminas de amostras
do colo do utero coradas apenas por H&E, foram comparados os resultados de
leituras de cada patologista do painel para ambos os métodos com os diagndsticos
de consenso estabelecidos como diagndsticos de referéncia pelos trés especialistas
em patologia ginecoldgica.

Resultados:

A analise de dados incluiu um total de 482 casos com diagnédsticos completos
realizados por todos os patologistas do estudo. As frequéncias das varias categorias
de diagndéstico com base nos diagnésticos de consenso pelos trés especialistas em

patologia ginecoldgica foram Negativo para displasia (n=194), CIN1 (n=96), CIN2
(69) e CIN3 (n=123).

Preciséo de diagnostico para a detecdo de CIN2+

A sensibilidade geral para a identificacdo de CIN2+ foi aumentada de 1787 (H&E)
para 2018 (H&E e CINtec®) de resultados CIN2+ positivos verdadeiros, com apenas
uma redugao ligeira em termos de especificidade geral de 3088 (H&E) para 3051
(H&E e CINtec® Histology) de resultados <CIN1 negativos verdadeiros.

Tabela 1

Melhoria de precisao de diagndstico para CIN de elevado grau (CIN2+) pela
leitura conjunta de laminas coradas por H&E e CINtec® Histology versus
lAminas apenas coradas por H&E; sdo apresentados os numeros de
resultados de leitura verdadeiros positivos, falsos negativos, falsos positivos
e verdadeiros negativos comparativamente com os diagndsticos de
consenso pelos patologistas especialistas [Nota: a concordancia total com os
diagnosticos de consenso dos patologistas especialistas teriam resultado em
2304 (192 casos de CIN2+, x 12 patologistas do painel) resultados
verdadeiros positivos]

Verdadeiros Falsos Falsos Verdadeiros
positivos negativos positivos negativos
H&E 1787 517 392 3088
H&E+CINtec®
Histology 2018 286 429 3051

O modelo de efeitos mistos ANOVA para Pseudo-valores de Jackknife, vulgarmente
conhecido por método Dorfman-Berbaum-Metz (DBM), foi utilizado para testar os
efeitos do teste CINtec® Histology em termos de preciséo.

A hipotese nula de que a precisao de diagnostico com base em Iaminas coradas por
H&E versus H&E e CINtec® Histology para CIN2+ era igual foi rejeitada com
p=0,0004 (area sob a curva (AUC) para H&E: 0,877; AUC para H&E e CINtec®
Histology: 0,925).

Tabela 2

Caracteristicas do desempenho para a leitura conjuntiva de laminas coradas
por H&E e CINtec® Histology versus laminas apenas coradas por H&E para
a identificacao de CIN de elevado grau (CIN2+); diagndsticos de consenso
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estabelecidos por trés especialistas em patologia ginecoldgica relativamente

a laminas coradas por H&E utilizados como diagndsticos de referéncia

H&E H&E e CINtec® Histology
% (Cl de 95%) % (Cl de 95%)
Sensibilidade 77,6% (75,8, 79,3) 87,6% (86,2, 88,9)
Especificidade 88,7% (87,6, 89,8) 87,7% (86,5, 88,8)
PPV 82,0% (80,3, 83,6) 82,5% (80,9, 84,0)
NPV 85,7% (84,5, 86,8) 91,4% (90,4, 92,4)
DLR+ 6,885 (6,256, 7,578) 7,105 (6,494, 7,773)
DLR- 0,253 (0,234, 0,273) 0,142 (0,127, 0,158)

Cl de 95% CI, intervalos de confianga a 95%; PPV, valor preditivo positivo; NPV, valor
preditivo negativo; DLR+, razdo de verosimilhanga diagndstica positiva; DLR—, razdo de
verosimilhanca diagnéstica negativa

Utilizando os diagndsticos de consenso dos trés especialistas em patologia
ginecolégica como padrao de referéncia, a sensibilidade para a dete¢cdo de CIN2+
foi melhorada em relativamente 13% (a sensibilidade para diagndsticos de H&E de
77,6% aumentou para 87,6% para diagnésticos estabelecidos em laminas coradas
por H&E e CINtec® Histology).

O aumento de precisao de diagnéstico para a detecdo de CIN2+ foi comprovado de
forma independente com significado estatistico para os subgrupos de bidpsias do
colo do utero obtidas por puncéo (n=249; AUC para H&E: 0,895; AUC para H&E e
CINtec® Histology: 0,929; p=0,0053) e amostras do colo do Utero por conizagdo
(n=233; AUC para H&E: 0,887; AUC para H&E e CINtec® Histology: 0,948; p=0,009).

Concordancia interobservador para a detecdo de CIN2+

Para a avaliacdo da melhoria da concordancia interobservador para a detecao de
CIN2+ entre patologistas do painel, foi utilizada uma forma de multiplos avaliadores
das estatisticas Kappa entre diagnésticos em laminas do colo do utero coradas por
H&E lidas em conjunto com l&d&minas de amostra do colo do utero coradas por
CINtec® Histology.

Tabela 3

Melhoria da concordancia interobservador para a detecido de CIN2+ pela
leitura conjunta de laminas coradas por H&E e CINtec® Histology versus
l&minas apenas coradas por H&E. Sao fornecidos valores Kappa como uma
medida da concordancia corrigida para a hipétese

Categoria diagnostica Kappa de Kappa de H&E e Significado
H&E CINtec® estatistico
CIN2+, todos os casos 0,580 0,756 p<0,0001

CIN2+, apenas bidpsias por
pungéo 0,598 0,748 p<0,0001
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Categoria diagnostica Kappa de Kappa de H&E e Significado
H&E CINtec® estatistico
CIN2+, apenas bidpsias por
conizagao 0,548 0,765 p<0,0001

A estatistica kappa como medida da concordancia corrigida para a hipétese entre os
patologistas do painel para a dete¢cao de CIN2+ foi melhorada de forma significativa
para as leituras de laminas coradas por H&E e CINtec® Histology versus a leitura
apenas de ldminas H&E (aumento de valores kappa para todos os casos entre 0,580
e 0,756; p<0,0001).

Reprodutibilidade na classificacdo do padrdo de coloracdo p16/Nk4a

A fiabilidade entre patologistas do painel para avaliar o padrdo de coloragao de
p16'NK4a em amostras de tecido do colo do Utero como positivo para p16™42 de forma
difusa, positivo para p16'Nk4a de forma focal ou negativo para p16'Nk4afoi avaliada.

Houve um elevado nivel de reprodutibilidade entre patologistas para classificar o
padrdo de coloragdo por p16'NK4a como positivo (padrdo de coloragdo difusa) ou
negativo (padrao de coloragcédo focal ou sem imunorreatividade). O valor Kappa
(medida da concordancia corrigida para a hipotese) para reprodutibilidade entre os
doze patologistas do painel para classificar o padrao de coloragdo de p16'Nk4a como
positivo (padrao de coloragao difusa) ou negativo (padrao de coloragao focal e sem
imunorreatividade) foi determinado como excelente (valor kappa médio = 0,899;
valor kappa mediano = 0,903).

Desempenho analitico

Sensibilidade analitica

O estudo de sensibilidade foi realizado com Kits para histologia CINtec® de 3 lotes.
Foram analisadas trinca e cinco bidpsias do colo do utero com CIN3+ no estudo de
sensibilidade, incluindo 6 bidpsias classificadas como CIN3 e 29 biopsias
classificadas como carcinoma de células escamosas.

Cinco dos 6 (83,3%) casos classificados como CIN3 apresentaram forte coloragao
difusa de p16. Um caso de bidpsia CIN3 apresentou uma fraca expressao de p16,
mas nao tinha um sinal positivo de p16 claro.

Vinte e dois dos 29 (75,9%) casos classificados como carcinoma de células
escamosas apresentaram forte coloragao difusa p16. Cinco casos de carcinoma de
células escamosas apresentaram uma fraca expressao de p16, mas nao tinham um
sinal positivo de p16 claro. Apenas 2 dos 29 (6,9%) casos eram completamente
negativos p16. Isto pode ser explicado visto que foi previamente relatado que 3-8%
dos casos de carcinoma de células escamosas eram negativos para coloragédo de
p16 [1; 6]. Isto pode refletir uma pequena percentagem de casos nos quais a
desdiferenciagao e o rearranjo cromossomico originaram a desativagao ou delecdo
do lécus génico p16.

Para os 3 lotes, a coloracdo num painel bem caracterizado de secgbes de tecidos
de rato utilizando o Negative Reagent Control resultou numa coloragao forte e
especifica de neurdnios Unicos no cérebro de rato. Além disso, algumas células do
tipo canalicular do rim, macréfagos Unicos no bago, e macréfagos unicos e células
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do plasma no intestino delgado apresentaram fraca coloragcido. Outros tecidos da
matriz dos tecidos do rato eram completamente negativos.

O anticorpo anti-p16 E6H4™ ¢é capaz de processar a coloragao continua de células
das camadas celulares basal e parabasal, com ou sem coloracdo das células das
camadas intermédia ou intermédia e superficial do epitélio escamoso em bidpsias
do colo do utero CIN (CIN2 CIN3) de elevado grau. O Negative Reagent Control
(NRC) é capaz de detetar especificamente neurdnios de rato.

Especificidade analitica

A especificidade do Mouse anti-Human p16NK4a Antibody, Clone E6H4™, foi
verificada pela analise por Western blot (positivo para o lisado da linha celular HelLa;
consultar também [1]).

O estudo de especificidade foi realizado com Kits para histologia CINtec® de 3 lotes
num painel devidamente caracterizado de 90 amostras de tecido normal fixas em
NBF (formol neutro tamponado) (30 tipos diferentes de tecidos) e 54 tecidos tumorais
diferentes dos do colo do utero (organizadas em Matrizes de multiplos tecidos =
MTA).

Para coloragdo utilizando o anticorpo p16 especifico (Clone E6H4™) em tecidos
normais, foram observados 16 tecidos p16 negativos diferentes [cérebro
hemisférico, cerebelo, glandula suprarrenal, tiroide, medula dssea, coragéao,
esoéfago, estdbmago, intestinos, célon, figado, rim, musculo estriado, pele, mesotélio,
colo do utero] e 14 tecidos p16 positivos diferentes [Fraca coloragdo: hipdfise,
pulmao, glandula do timo, préstata; positivo: nervo, intestino, amigdala, pancreas,
baco; fortemente positivo: utero, ovario, mama, testiculos, paratiroide]. Para
coloragéo utilizando o anticorpo p16 especifico (Clone E6H4 ™) em tecidos tumorais
diferentes dos do colo do utero, foram observados 22 casos de tumor p16 negativo
diferentes e 32 casos de tumor p16 positivo diferentes.

No caso dos 3 lotes de CINtec® Histology, os resultados foram negativos para todos
os tecidos (tecidos normais e tecidos tumorais) testados quando foi utilizado o
Negative Reagent Control. O anticorpo de neurofisina relacionado com oxitocina
anti-rato monoclonal de ratinho ndo reage significativamente com amostras de
tecidos normais humanos e tecidos tumorais humanos.

Reprodutibilidade
Reprodutibilidade inter-ensaio

A reprodutibilidade inter-ensaio foi determinada com o CINtec® Histology Kit
utilizando o protocolo manual corando 36 Iaminas preparadas a partir de blocos de
tecido diagnosticado como CIN2+. As areas com displasia em todas as secgdes
foram coradas com intensidade comparavel (+/- 0,5 numa escala de 0 a 3) em todos
os ensaios. Areas normais em todas as laminas nZo demonstraram coloragdo
especifica.

Reprodutibilidade intra-ensaio

A reprodutibilidade intra-ensaio foi determinada com o CINtec® Histology Kit com o
protocolo manual e no instrumento Autostainer em trés dias diferentes. No total,
foram incluidos trés blocos de tecido diagnosticado como CIN2+. De cada bloco foi
incluida uma seccao em série em cada dia. A area com displasia nas seccdes de um
bloco foi corada com intensidade comparavel (+/- 0,5 numa escala de 0 a 3) em
todos os dias e também em coloracdo manual e automatica. Areas normais em todas
as lAminas ndo demonstraram coloragao especifica.
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Reprodutibilidade inter-lote

Para determinar a reprodutibilidade interlote, foram utilizados 3 lotes diferentes de
CINtec® Histology Kit para coloragdo de secgdes de casos CIN2+. Foi efetuada
coloragdo manual e automatica de acordo com o protocolo indicado nas instrucbes
de utilizacdo. A area com displasia nas secg¢des de um bloco foi corada com
intensidade comparavel (+/- 0,5 numa escala de 0 a 3) com os reagentes de todos
os trés lotes em coloragdo manual e automatica. Areas normais em todas as laminas
nao demonstraram coloragao especifica.

De notar que o método de pontuacao da intensidade da coloragdo com uma escala
de 0 a 3 por exclusivamente utilizado para fins de avaliacdo do desempenho analitico
e nao deve ser utilizado na interpretacdo da coloragdo das secgdes de tecido na
pratica clinica. Em vez disso, sera utilizada na interpretacéo de rotina a interpretagao
qualitativa das laminas coradas tal como é descrita na Seccéo VIII.

Resolucao de problemas

Consultar a Seccao Xlll para obter as informagbes de contacto se for necessaria
assisténcia técnica.

reagente inapropriados;

Problema Causa provavel Acao sugerida
1. Sem coloragéao 1a. Desvio das Instrucbes de |1a. Ler cuidadosamente
de laminas utilizagao; Instrugbes de utilizacdo e
cumprir os procedimentos aqui
resumidos;
2. Coloragao de 2a. Recuperacao do epitopo |2a. Utilizar  Epitope  Retrieval
laminas fraca inapropriada; Solution recentemente
preparada e/ou garantir que a
Epitope Retrieval  Solution
atinge entre 95 — 99 °C para
um total de 10 minutos e
arrefece mais 20 minutos;
2b. Tempos de incubagdo do |2b. Rever 2.2. / 3.2.

Recomendagdes do protocolo
de coloracgéo;

2c. Método de fixagao inapropriado;

2c. Garantir que o tecido da doente

ndo estd excessivamente
fixado ou que nao foi utilizado
fixador alternativo;

2d. A agua que foi utilizada para diluir

a Epitope Retrieval Solution inclui
uma concentragao de ides que é
demasiado elevada;

2d.

Garantir que a coluna de troca
de ides para produzir agua
desionizada foi verificada pela
manutengao de rotina;
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Problema

Causa provavel

Acao sugerida

2e. Desparafinizacdo inapropriada;

2e.

Os utilizadores devem ter em
atengcdo que as variacbes de
temperatura do equipamento
ou os tempos de exposigédo
durante a preparagao pré-
analitica da amostra podem
levar a remogéao incompleta de
parafina de laminas de tecido.
A parafina residual pode levar
a coloragdo incompleta com
qualquer corante de histologia,
inclundo o corante de
Histologia CINtec®.

Os laboratérios de
histopatologia devem incluir
monitorizagdo  regular do
equipamento para reduzir a
variagdo na preparagado de
amostras antes da coloragéo.
A observagao de limites bem
definidos nas areas de tecido
imunorreativo ou outras
inconsisténcias de coloragao
numa lamina podem, com
qualquer  corante  imuno-
histoquimico, ser um indicador
de processamento pré-
analitco ndo ideal ou
incompleto da amostra. Os
utilizadores devem considerar
verificar o equipamento e os
métodos de preparagédo pré-
analitica de amostras se se
observar coloracao
inconsistente.

3. Coloragao de
fundo excessiva
das laminas

3a. Remocéo de parafina incompleta;

3a.

Utilizar banhos de xilol
recentes e seguir o
procedimento conforme
resumido na Secgdo 2.1./3.1,;

3b. Montagem de seccdes em
laminas efetuada com aditivos de
amido;

3b.

Aditivos de amido utilizados em
montagem de secg¢des podem
exibir imunorreatividade e
devem, por isso, ser evitados;

3c. Lavagem de laminas insuficiente;

3c.

Utilizar solugdo recente em
banhos de tampao e garrafas
de lavagem;

3d. Secagem de secgdes durante o
procedimento de coloragao;

3d.

Utilizar camara humida. Limpe
apenas trés a quatro laminas
de cada vez antes de aplicar o
reagente;
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Problema Causa provavel Acao sugerida

3e. Método de fixacao inapropriado; |3e. Utilizar apenas fixador da
forma aqui recomendada.
Tecido fixado de forma
aberrante pode demonstrar
coloracdo de fundo excessiva;
3f. Ligacdo nao especifica de |3f. Verificar método de fixagdo da
reagentes com o tecido; amostra e presenca de

necrose;

4. O tecido 4a. Utilizacao de laminas |4a. Cumprir a recomendagao
destaca-se das inadequadas; presente e utilizar laminas
laminas SuperFrost® Plus;

5. Coloragao 5a. Método de fixagado inapropriado; |5a. Garantir fixador e método de
especifica fixacdo adequado;
excessivamente . ~ ]
forte 5b. Tempos de incubagdo de |5b. Rever e cumprir o protocolo de

reagente prolongados; coloragao indicado nas
Secgdes 2.2 / 3.2 acima;
5¢. Solucao de lavagem inapropriada; | 5¢. Utilizar o Wash Buffer (10 x)
(referéncia 8550).
Xll. Simbolos
Simbolo: Explicagao:
Referéncia
Codigo de lote
GTIN Numero global de item comercial

CONTENT

I@r@@mmzaa
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Identificador unico do dispositivo

Dispositivo médico de diagndstico in vitro

Fabricante

Contém o suficiente para <n> testes

Consultar instrucdes de utilizacao

Utilizar até

Limite de temperatura
Data de fabrico

Nao reutilizar

Contacto da assisténcia técnica (telefone)

Contém materiais de origem animal

Conteudo
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XIll. Fabricante

Fabricado por: Roche Diagnostics GmbH
Sandhofer Strasse 116
68305 Mannheim
Germany

https://navifyportal.roche.com

Contacto da assisténcia +800 5505 6606
técnica (Telefone):

O resumo da segurancga e do desempenho pode ser encontrado aqui:
https://ec.europa.eu/tools/eudamed

XIV. Estado da revisao

As atuais Instrugdes de utilizagao representam a versao 2.0 publicada em novembro
de 2025.

Alteragdes em relagdo a versao anterior (1.0, publicada em junho de 2024):
e Adigdo de H290
e Alteracdes a nivel da redacao

XV. Propriedade intelectual

CINtec € uma marca comercial de Roche.
Todas as restantes marcas comerciais sao propriedade dos respetivos titulares.
© 2025 Roche
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Anexo 2

Exemplo de padrio de coloracédo difuso
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Fig. 1: CIN 3

Exemplo de padrio de coloracéo focal

Fig. 2: Metaplasia escamosa, madura
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