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Saber Viver

Nao sei... Se a vida ¢ curta

Ou longa demais pra nos,

Mas sei que nada do que vivemos
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E 0 que faz com que ela

Na&o seja nem curta,

Nem longa demais,

Mas que seja intensa,

Verdadeira, pura... Enquanto durar.

Cora Coralina



Resumo

A imuno-histoquimica (IHQ) é um método diagnéstico que tem como objetivo
detectar um antigeno tissular ou celular, sendo uma técnica cada vez mais utilizada tanto em
pesquisa, quanto em diagndstico. Seu uso cada vez mais amplamente difundido também esta
gerando, atualmente, um maior interesse na reprodutibilidade do método. Sendo assim, torna-
se importante abordar, por meio de andlise quantitativa, 0 desenvolvimento das aplicacdes e
inovagOes desta técnica, bem como avaliar sua contribuicdo nas diversas areas da genética.
Para tanto, existem metodologias que permitem avaliar a producdo cientifica em uma
determinada area, como as analises cienciométricas. O objetivo deste estudo foi caracterizar a
producdo cientifica sobre a técnica de imuno-histoquimica, no periodo de 1986 a 2013, a fim
de avaliar as tendéncias e perspectivas do desenvolvimento no campo da genética com o uso
desta instrumentacdo, por meio da analise cienciomética. Para isso foi realizado um
levantamento bibliogréfico no sitio Scopus, utilizando as palavras immunohistochemistry* and
genetic* and molecular* biology*. Foram realizadas diferentes abordagens de avaliagdo sobre
0s artigos: tipo de publicacdo (experimental ou revisdo), numero de artigos/ano, autores,
areas, revistas, fator de impacto das revistas que mais publicaram, dentre outros. Como
resultado, constatou-se um aumento no nimero de publicagdes em genética com o uso da IHQ
no decorrer dos anos seguido por uma estabilizacdo, principalmente nos paises desenvolvidos
como 0os EUA. Observou-se relevante interesse no estudo com humanos. A maioria das
pesquisas foi realizada com estudo de proteinas, seguidas por &cido ribonucleico (RNA). A
principal patologia associada ao estudo imuno-histoquimico foi o cancer, confirmando seu

uso com uma importante ferramenta no laboratorio de patologia.

Palavras-chave: Imuno-histoquimica, cienciometria, genética, biologia molecular



Abstract

Immunohistochemistry (IHC) is a diagnostic method used to detect tissue or cellular
antigens. It has been increasingly used both in research and diagnosis. The technique is used
wordwide and a greater interest in the reproducibility of the method is nowadays notticed.
Thus, it becomes important to address the development of applications and innovations of this
technique through quantitative analysis, and also to evaluate its contribution to the Genetic
field. In order to do so, there are some methodologies for assessing scientific production in a
certain field, such as Scientometric Analysis. The purpose of this study was to characterize
the scientific literature on the immunohistochemistry technique in the period between 1986
and 2013. We assessed trends and prospects related to the development of the method in the
field of Genetics through Scientometric Analysis. A literature survey was conducted on the
site Scopus, using the words immunohistochemistry*, Genetic* and molecular biology*. We
used different approaches to assess the articles: publication type (experimental or review),
number of articles/year, authors, field, scientific magazines, and the impact factor of journals
among other factors. As a result, there was an increase in the number of publications in
genetics with the use of IHC over the years followed by a stabilization, especially in
developed countries like the U.S.A. There was relevant interest for the human study. Most of
the research was related to study of proteins, followed by ribonucleic acid (RNA). The main
pathology associated with immunohistochemical studies was cancer, supporting its use as an

important tool in the pathology laboratory.

Key words: Immunohistochemistry, Scientometric, Genetic, Molecular Biology
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1 Introdugéo

Muitas sdo as técnicas “especiais” utilizadas ao longo dos anos para complementar,
refinar ou confirmar os achados obtidos na tradicional avaliagdo morfologica de materiais
fixados em formalina e incluidos em parafina (MFFIP), em patologia diagnostica. Desde as
primeiras reacdes histoquimicas que resultaram em coloragBes especiais, atualmente existe
com um vasto arsenal, que inclui cultura celular, citometria de fluxo, microscopia eletrnica,
estudos imuno-histoquimicos (IHQ) e métodos de biologia molecular. Muito se espera desse
utimo grupo, entretanto, pode-se afirmar, certamente, que nenhuma outra técnica contribuiu
tanto para prética de patologia diagnostica atual, ao ponto de gerar uma grande revolugdo
(principalmente no campo de patologia oncoldgica), quanto a imuno-histoquimica (DABBS,
2010).

A IHQ é um método diagndstico que tem como objetivo detectar um antigeno
tissular ou celular por meio de um anticorpo especifico, sendo uma técnica cada vez mais
utilizada tanto em pesquisa, quanto em diagnéstico. Sua contribuicdo no avango do
conhecimento em patologia € inquestionavel e, em muitos casos, indispensavel para um
diagnostico (DABBS, 2010). E um método de consideravel sensibilidade e especificidade,
além de alta reprodutibilidade, apesar de ainda ter custos relativamente altos, quando
comparados a algumas outras técnicas. Quando utilizada em estudos celulares, é conhecida
como imunocitoquimica (VON WASIELESWSKI et al, 1997).

A IHQ surgiu com as pesquisas em imunopatologia que comegaram na década de
1940, mas somente a partir de 1975, quando foi possivel demonstrar alguns antigenos
tissulares pela técnica de imunoperoxidase em MFFIP, é que a IHQ foi aceita como um
método simples e pratico na rotina diagndstica de patologia cirdrgica (CHAN, 2000). E é essa
possibilidade de trabalhar com MFFIP, inclusive com materiais arquivados ha tempos, um dos
fatores que garantiu o sucesso dessa técnica (WERNER et al, 2005).

O segundo fator que contribuiu para a rapida aceitacdo da IHQ é o fato de se
conseguir avaliar a marcacdo contra uma arquitetura tecidual ja bastante familiar aos
patologistas. Uma vez que, sdo utilizados cortes histoldgicos semelhantes aos ja analisados
em laminas de hematoxilina e eosina como substrato para as reacdes imunologicas, € possivel
analisar as imunomarcacdes sobre um contexto morfoldgico prévio, aumentando a acurécia
diagnéstica (DABBS, 2010).
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Nos Ultimos anos, a IHQ experimentou progressiva evolugdo, com a introducdo de
métodos de amplificacdo de sinal mais sensiveis e, sobretudo, com sistemas de “recuperacao
de antigenos” (RA), que tornaram possivel a definigdo de grande variedade de antigenos em
amostras fixadas em formol. Hoje sdo utilizados diferentes métodos de RA baseados em calor,
com destaque para vapor Umido (panela de pressdo, panela a vapor, autoclaves, banho-maria),
calor irradiado (micro-ondas), combinacdo de calor dmido e irradiado (panela de pressdo em
micro-ondas) ou digestdo enzimatica com calor Umido ou irradiado (RAMOS-VARA 2005).

Nesse periodo, foram também introduzidos novos anticorpos monoclonais, bem
como sistemas de amplificacdo mais sensiveis, como o complexo biotinil-tiramida, polimeros
de dextrana e novas opc¢des aos ja tradicionais complexos avidina-biotina-HRP (ABC) e
estreptavidinabiotina- HRP (StreptABC) (SHERESTA et al, 2009).

A técnica deve seguir um protocolo estabelecido e total atencdo deve ser dada em
qualguer um dos passos, pois em todos os momentos ha armadilhas que podem levar a uma
ma interpretacdo da reacdo e a um diagnostico equivocado; tais como fixacdo inadequada do
espécime, processamento inadequado (corte, desidratacdo, parafinizacdo, desparafinizacdo,
incubacdo), reagentes com problemas (validade, concentracdo). Seu uso cada vez mais
amplamente  difundido também esta gerando, atualmente, um maior interesse na
reprodutibilidade do método, com énfase em uma padronizacdo, através da comparacdo de
resultados qualitativos e semi-quantitativos de diversos laboratérios (DABBS, 2010).

As aplicagbes da IHQ séo amplas. As mais importantes sdo: 1) elucidacdo do tecido
de origem de uma neoplasia indiferenciada; 2) determinacdo do 6rgdo de origem de uma
neoplasia diferenciada; 3) subclassificacdo de linfomas; 4) pesquisa de fatores progndsticos,
terapéuticos e indices proliferativos de algumas neoplasias; 5) identificacdo de estruturas,
organismos e materiais secretados pelas células; 6) deteccdo de celulas neoplésicas
metastaticas (DABBS, 2010).

A fim de quantificar e qualificar as publicagdes geradas macicamente, como
publicacbes na area de genética que usam a IHQ, é cada vez maior 0 ndmero de pesquisadores
que buscam trabalhar com cienciometria (CARNEIRO et al, 2008; QUIXABEIRA et al,
2010). O termo surgiu na antiga Unido Soviética e tornou-se conhecido no final da década de
1970, com a publicacdo na revista “Scienciometrics”, na Hungria. De acordo com Nonato
(2003), a cienciometria foi definida por Prince em 1969 como “a pesquisa quantitativa de
todas as coisas que dizem respeito a ciéncia, as quais podem ser atribuidos ndmeros”. Ou
ainda a cienciometria pode ser definida como uma avaliagdo quantitativa das atividades

cientificas e tecnologicas tendo como principal objetivo focalizar o nimero de metodologias,



17

ou mesmo a estrutura de varios centros de pesquisa (VANTI, 2011). Sua importancia se deve
ao fato de sua capacidade de analisar o0s aspectos quantitativos referentes a geracdo,
propagacdo e utilizacdo de informacdes cientificas de um pais, de uma comunidade cientifica,
ou de uma instituicdo (GROESSER, 2012; GUPTA, 2012)

A contribuicdo da IHQ no avanco do conhecimento em patologia é inquestionavel e,
em muitos casos, indispensavel para um diagnostico. Sua popularizagdo trouxe grande auxilio
para a patologia cirdrgica. Assim, faz-se necessario uma analise cienciométrica para avaliar a
contribuicdo desta técnica ndo somente em patologia, bem como em outras areas. Além disso,
verificar o crescimento e as tendéncias de estudos em conjunto com a biologia molecular, bem
como indicar o nimero de artigos em determinado periodo, paises, tipos de periddicos,
autores e ainda inferir novos campos e organismos biologicos a serem explorados, com 0 uso

desta técnica.
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2 Objetivos

2.1 Objetivo

O objetivo deste estudo foi caracterizar a producdo cientifica sobre a técnica de
imuno-histoquimica, no periodo de 1986 a 2013, a fim de avaliar as tendéncias e perspectivas

do desenvolvimento no campo da genética com o0 uso desta instrumentacao.

2.2 Objetivos especificos

e Quantificar os trabalhos, na &rea da genética, que utilizaram a técnica de IHQ aliada a
biologia molecular;

e Quantificar os tipos de publicacbes (artigos experimentais, revisdes, papers);

e Verificar quais 0s autores que mais publicaram e é&reas envolvidas no tema estudado;

e Verificar as revistas que mais publicaram sobre o assunto e o fator de impacto (FI)
destes periodicos;

e Quantificar as principais palavras-chaves utilizadas nos artigos e as principais filiagdes
institucionais que mais publicaram sobre o assunto;

e Verificar quais os principais paises e idiomas usados nos artigos publicados;

e Levantar quais 0s principais organismos e componentes celulares estudados e;

e Descrever as principais patologias e o0s tipos de céncer estudados nos artigos

publicados.
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3 Revisao Bibliografica

3.1 Imuno-histoquimica

Imuno-histoquimica (IHQ), ou imunocitoquimica, € um método para localizacdo de
antigenos em tecidos ou células baseado no reconhecimento antigeno- anticorpo, que procura
explorar a especificidade fornecida pela ligagdo de um anticorpo com seu antigeno ao nivel da
microscopia Optica. A técnica é amplamente utilizada no diagndstico de células anormais tais
como aquelas encontradas em tumores, bem como na pesquisa bdasica para entender a
distribuicdo e localizacdo de biomarcadores e expressdo de proteinas em diferentes partes do
tecido (DABBS, 2010).

A IHQ surgiu com pesquisas em imunopatologia que comecaram na década de 1940.
S6 a partir de 1974, quando foi possivel demonstrar alguns antigenos tissulares pela técnica
da imunoperoxidase em tecidos fixados em formalina e incluidos em parafina, € que a IHQ foi
aceita como um método simples e pratico na rotina diagndstica de patologia cirtrgica
(CHAN, 2000). A IHQ envolve uma complexa sequencia de procedimentos mecanicos e

quimicos que serdo descritos a seguir.

3.1.1 Recuperacao antigénica

A fixacdo nas técnicas histoldgicas rotineiras utiliza formalina, que pode mascarar
alguns epitopos antigénicos, fazer ligacdo cruzada ou destrui-los. Por esse motivo, torna-se
necessario realizar a recuperacdo antigénica, que promove o desmascaramento, facilitando o
acesso do anticorpo ao epitopo alvo. Os dois métodos mais comuns de RA sdo a enzimatica e
a recuperacdo baseada no calor. Este dltimo, desenvolvido por Shi e seus colaboradores
(1991) revolucionou a técnica de IHQ e é um método simples que envolve o aquecimento das
laminas confeccionadas a partir dos tecidos embebidos em parafina. A partir dai, varias
modificagdes da técnica foram desenvolvidas (TAYLOR, 2006; SHERESTA et al, 2009).

3.1.2 Anticorpos
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Os anticorpos sdo globulinas sintetizadas por linfocitos B e principalmente por
plasmécitos, apo6s o estimulo de um imundgeno, que possui a propriedade de interagir com
este de maneira especifica.

A avaliagdo de um anticorpo para 0 uso em IHQ é baseada em dois pontos: a
sensibilidade e a especificidade da interacdo antigeno-anticorpo. Atualmente, emprega-se na
reacdo de IHQ anticorpos monoclonais ou policlonais.

Os anticorpos policlonais sdo produzidos por varios plasmécitos, reagindo assim com
diversos epitopos de um antigeno. O animal mais utilizado para a producdo de um anticorpo
policlonal ¢ o coelho, mas podem ser utilizados cabra, porco ou ovelha entre outros. A
sequéncia habitual de producdo inicia-se na escolha do antigeno e sua inje¢cdo no animal-alvo
de forma a obter-se uma resposta imunitaria, e termina na obtencdo de um soro purificado
com varios anticorpos diferentes dirigidos para 0s Varios epitopos do antigeno. Tem alta
afinidade, porém baixa especificidade quando comparado aos monoclonais. Apresenta a
vantagem de identificar mdltiplos epitopos na proteina alvo, entretanto a desvantagem esta em
permitir reacdes cruzadas e até mesmo falso-positivas.

Anticorpo monoclonal ¢ o produto de um unico clone de plasmécitos imortalizados
e que, como tal, é uniforme em estrutura, especificidade e afinidade. Os anticorpos de um
determinado clone sdo imunoquimicamente idénticos e reagem com um determinado epitopo
de um antigeno, contra o qual foram produzidos. A técnica mais utilizada para a producdo de
soros monoclonais consiste, resumidamente, nos seguintes passos:

A. Imunizacdo de um animal de modo a serem produzidos anticorpos para um determinado

antigeno que € introduzido por injecBes repetidas.
B. Colheita de plasmécitos no bago desse animal.

C. Fusdo desses plasmécitos (curto tempo de vida) com células de mieloma (longo tempo de

vida).

D. Colocacgdo individual das células resultantes da fusdo em cultura de modo para recolher os

anticorpos por elas produzidos.
E. Testes para os anticorpos em causa, no sentido de se saber quais as suas caracteristicas.

F. Manutencdo das culturas (clones) que demonstrem caracteristicas Uteis e destruicdo das
restantes.
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G. Escolha sistematica dos anticorpos produzidos pelo clone que passam a constituir 0 soro
monoclonal e que podem ser utilizados em IHQ.

Os anticorpos monoclonais sdo produzidos principalmente a partir de camundongos. A
vantagem deste anticorpo é alta especificidade quando comparado ao anticorpo policlonal. A
especificidade reduz a possibilidade de reacdes cruzadas com outros antigenos. Anticorpos
monoclonais produzidos a partir de coelhos também sdo comercializados. A vantagem em
relacdo aqueles produzidos por camundongos é a alta afinidade, e aumento da especificidade
em alguns casos (RAMOS-VARA, 2005).

3.1.3 Sistemas de deteccéo

As moléculas de anticorpo ndo podem ser vistas ao microscopio Optico ou mesmo
eletrdnico, a menos que eles sejam marcados ou sinalizados por um método que permita sua
visualizacdo, constituindo os sistemas de detecgdo. Essencialmente, os sistemas de deteccédo
marcam 0s anticorpos primarios ou secundarios, a fim de que a interacdo antigeno/anticorpo
seja visualizada nos cortes histoldgicos. Uma variedade de marcadores é usada, incluindo
compostos fluorescentes e enzimas ativas. As enzimas quando na presenca de um substrato
especifico e um cromodgeno produz uma coloracdo no local onde ocorre a reacdo
antigeno/anticorpo. A selecdo do sistema de deteccdo é muito importante, considerando que a
sensibilidade de uma reacdo imune dependera principalmente do sistema usado. Os sistemas
de detec¢do sdo classificados em métodos diretos e indiretos (RAMOS-VARA, 2005).

3.1.3.1 Sistema de deteccdo pelo método direto

Método direto € um método simples e rapido, porém, raramente usado devido a
amplificacdo pobre do sinal. Envolve a incubagdo com apenas um anticorpo marcado
reagindo diretamente com o antigeno presente nos cortes histoldgicos (Figura 1) (RAMOS-
VARA, 2005).
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Figura 1. Sistema de deteccdo pelo método direto. Fonte: Ferro, 2013

3.1.3.2 Sistema de deteccdo pelo método indireto

A necessidade de sistemas de deteccdo de antigenos mais sensiveis levou ao
desenvolvimento dos métodos indiretos. A sensibilidade desses métodos é maior quando
comparada ao método direto porque o anticorpo primario ndo é marcado preservando sua
atividade e resultando na amplificagdo do sinal e é grande o nimero de ligagcbes por moléculas
de anticorpo primario, aumentando a intensidade da reacdo. O resultado é a capacidade de
detectar pequenas quantidades de antigeno ou aumentar a diluicdo do anticorpo priméario.
Varios sistemas de deteccdo pelo método indireto foram desenvolvidos tais como: método
simples, método da avidina-biotina, método da peroxidase — antiperoxidase, sistema de

deteccdo por polimero (SHI et al., 2007).

Simples

Neste método sdo utilizados dois tipos de reagentes:

A. Primério - anticorpo dirigido contra o antigeno que se quer detectar;

B. Secundario - anticorpo dirigido contra as imunoglobulinas da espécie animal em que foi
produzido o anticorpo primario. Esta marcado com a substdncia que permite a visualizacdo do
complexo (Figura 2).

Podem ser utilizados como anticorpos secundarios, entre outros, 0os Rabbit anti-mouse
lgs (RAM) no caso do anticorpo primario ser produzido em ratinho ou os Swine anti rabbit

Igs (SAR) no caso do anticorpo primario ser produzido em coelho.
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Figura 2. Método indireto simples. Fonte: Ferro, 2013

Metodo da Avidina-biotina

A avidina é uma glicoproteina grande extraida do ovo e tem quatro sitios de ligacdo
por molécula (figura 3A) além de uma alta afinidade pela biotina, uma vitamina de baixo peso
molécular (figura 3B). A biotina tem um sitio de ligacdo para a avidina e pode ser ligada
através de outros sitios ao anticorpo ou a outra macromolécula, como enzima, fluorocromo. O
aumento da sensibilidade deste método resulta em um grande nimero de moléculas de biotina

gue podem ligar-se ao anticorpo secundario.

B avidina /|
> <bmt1na

Figura 3. A. Representagdo esquematica da Biotina B. Representacdo esquematica da Avidina
Fonte: Ferro, 2013

Um dos métodos mais comuns € o Complexo Avidina Biotina (ABC). No sistema
ABC, é ligado a um marcador apropriado. Outro método amplamente utilizado € o conjugado
esteptoavidina — biotina (LSAB), aqui usa-se um anticorpo secundario biotinalado e um
terceiro reagente de peroxidase ligado a avidina. A sensibilidade deste método € maior
guando comparada ao ABC. Uma das principais desvantagens do método avidina - biotina € a
formacdo de coloracdo de fundo (inespecifica) (GUESTON et al., 1979).
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Técnica streptABC

Nesta metodologia s&o utilizados trés passos (Figura 4):
A. Aplicacdo do anticorpo primério dirigido contra o antigeno pretendido;

B. Aplicacdo do anticorpo secundario biotinilado dirigido contra o anticorpo primario;

C. Aplicacdo do complexo streptavidina-biotina (marcado com substancia propiciadora da
visualizacdo - normalmente HRP).

Figura 4. Método StreptoABC. Fonte: Ferro, 2013

Técnica LSAB

Nesta metodologia séo utilizados trés passos (Figura 5):

A. Aplicacdo do anticorpo primario contra o antigenio pretendido;
B. Aplicacdo do anticorpo secundario biotinilado dirigido contra o anticorpo primario;

C. Aplicacdo da streptavidina marcada com substancia propiciadora da visualizagdo

(normalmente HRP).
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biotina

—————————

Figura 5. Método LSAB. Fonte: Ferro, 2013

Método da Peroxidase- antiperoxidase (PAP)

O método PAP (Figura 6), mais frequentemente utilizado, consiste na reacdo em
cadeia de trés anticorpos. O anticorpo primario, produzido no animal da espécie A, reage com
0 antigeno-alvo. O anticorpo tercidrio antiperoxidase é também produzido pelo animal da
espécie A. O anticorpo secundario € originado em espécie animal diferente e reconhece
especificamente a porcdo Fc das imunoglobulinas produzidas pelos animais da espécie A. Um
braco da porgdo Fab do anticorpo secundério se liga a Fc do anticorpo primario e o outro a Fc
do anticorpo terciario, formando com eles uma ponte. Como, nesse caso, maior nimero de

moléculas da peroxidase fica disponivel para agir, esse método apresenta maior sensibilidade
(RAMOS-VARA, 2005).

y o

|

Figura 6. Método PAP. Fonte: Ferro, 2013
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Sistema de detecc¢do por polimero

Os sistemas de amplificacdo de polimero permitem novas abordagens dos conceitos
anteriormente utilizados. Os métodos que maior sucesso obtiveram foram os métodos de
polimero, que podem ser de esqueleto interno (Figura 7A) ou de micropolimeros de enzimas
(Figura 7B)(DABBS, 2010).

Levando em conta que, através da utilizacdo dos polimeros, existe a possibilidade
de conjugar grandes quantidades de marcador a anticorpos, emerge uma capacidade superior
de amplificacdo, pois conseguem concentrar bastantes moléculas propiciadoras de
visualizacdo, normalmente enzimas, por molécula de antigeno. Como estd presente um grande
nimero de enzimas no polimero, maior quantidade de cromdgeno serd precipitada, o que
resulta numa marcacdo mais intensa e brilhante, aumentando assim a sensibilidade do método,
permitindo detectar até as quantidades mais infimas de antigeno. Além disso, estes métodos
permitem diminuir 0s custos com anticorpos primarios pois facultam um aumento das suas
diluicdes de trabalho sem comprometer a intensidade das marcacGes. Com maiores diluicbes
de trabalho dos anticorpos primarios surgem também outras vantagens, como a forte
diminuico das marcacfes inespecificas provocadas pelas marcacGes cruzadas (RAMOS-
VARA, 2005). O fato destes sistemas ndo possuirem (strept)avidina nem biotina torna
desnecessaria a utilizacdo de reagentes blogueadores. Paralelamente permitem, ainda, a
utilizagdo de recuperacdo antigénica mais vigorosa sem o receio de evidenciar biotina
endogena. Os sistemas de polimero possibilitam todas estas vantagens enquanto se beneficia
da simplicidade e rapidez de um ensaio de poucas etapas. Na generalidade, os métodos sdo
simples e de rapida execucdo, tornando menos provavel a variabilidade intralaboratorial,
aumentando a reprodutibilidade e a facilidade de padronizacdo, e diminuindo fatores de erro,
equivocos e repeticdes. Para reforcar esta tendéncia os reagentes sdo normalmente fornecidos
pelo fabricante em formato liquido, pronto a aplicar, com proteina estabilizadora e
conservante. Estas caracteristicas aumentam a qualidade e garantem a diminuicdo dos custos
do trabalho e do tempo técnico e, quando associadas a possibilidade de aumentar diluicdes
dos anticorpos primarios, permitem compensar largamente 0s custos destes reagentes
(RAMOS-VARA, 2005).



27

Figura 7. A. Polimero de esqueleto interno. B. Micropolimero de enzimas. Fonte: Ferro, 2013

3.1.4 Aplicacdes da Imuno-histoquimica

As aplicagOes da IHQ s&o amplas e cabe ressaltar, novamente, que seus achados séo
complementares, objetivando confirmar ou refinar uma avaliagio morfologica prévia.
Segundo Juan Rosai (2012), “Né&o ha nada mais perigoso (ou caro) que pessoas inexperientes
em patologia realizando diagndstico com base em perfil imuno-histoquimico em desacordo

com a citoarquitetura das lesdes”.

3.1.4.1 Auxilio na avaliagdo morfolégica

Por vezes, a avaliagdo morfoldgica é limitada, pois algumas caracteristicas celulares
e/ou arquiteturais sdo comuns a diagndsticos distintos, sendo dispares. Células de citoplasma
amplo em seios subcapsulares de linfonodos seriam apenas macréfagos ou ja seriam células
metastaticas? Um ninho de células neoplasicas delimitado por um espaco opticamente vazio e
uma camada Unica de células aplainadas: émbolo tumoral vascular ou reacdo do estroma com
artefatos de processamento histologico? Trata-se de um caso de cancer de mama apenas com
componente in situ, ou h4 focos de invasdo? (WERNER et al., 2005).

Portanto, a IHQ refina a avaliacdo morfoldgica prévia, pois, no primeiro caso, se
fossem macrofagos, as células seriam positivas para CD 68 (marcador de histiocitos), por
exemplo; no segundo caso, as células aplainadas seriam positivas para um marcador vascular
(CD 31 - endotélio vascular; D2-40 — endotélio linfatico positividade em imunomarcacdes
para células mioepiteliais (ausentes em casos de invasdo) (LUKANDE et al., 2008) (Figura
8).
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Figura 8. A. HE, médio aumento. Caso de neoplasia de mama em pele da mama. Notam-se blocos de células
neoplasicas em meio a um espaco opticamente vazio, com raras hemcias, revestido internamente por uma
camada de células aplainadas, sugerindo tanto um émbolo tumoral no interior de um vaso sanguineo (células
aplainadas seriam células endoteliais), quanto uma reag¢do do estroma adjacente, com fibrose (células aplainadas
seriam fibroblastos) e uma retracdo artefactual do estroma. B. CD 31, menor aumento. Positividade em células
endoteliais de vasos, inclusive umcontendo o bloco de células neoplasicas, comprovando se tratar de umémbolo

tumoral vascular. Fonte: HC-UFG/Patologia — 2013.

3.1.4.2 Identificacdo de estruturas ou de produtos metabolicos celulares

Os diversos antigenos possuem distribuicdes diversas na célula e o padrdo de
imunomarcacdo identifica essa localizacdo, como ilustrado na figura 9. Alm disso, ha
anticorpos especificos para certas estruturas celulares, como marcadores de granulos de
secrecdo neuroenddcrina (por exemplo, cromogranina A e sinaptofisina) (DIAS-PEREZ e
CURRAS, 2013).

Figura 9. A. HE, médio aumento. Caso de paraganglioma carotideo. Neoplasia composta por ninhos de células
poliédricas; de citoplasma amplo, granular e eosinofilico; sugestiva de neoplasia neuroenddcrina.

B. Cromogranina A, médio aumento. Positividade para cromogranina A em granulos de secrecdo
neuroenddcrina, no citoplasma celular. Fonte: HC-UFG/Patologia — 2013.
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3.1.4.3 Identificacdo de patdgenos

A figura 10 exemplifica o uso da IHQ em patologia infecto-parasitaria que apresenta

inimeros beneficios, tais como:

- resultados répidos e sensiveis, com menor exposicdo a material bioldgico
contaminante (pois utiliza MFFIP) (SHI et al., 2007);

- avaliacdo retrospectiva sobre MPPIF arquivado;

- diagnostico quando ndo ha material fresco para culturas;

- deteccdo de micro-organismos em situacOes adversas (baixa carga do agente, agentes
de cultura lenta ou impossivel, agentes de detec¢do dificil por outras técnicas);

- identificacdo de novos patdgenos;

- correlacdo microbioldgica-morfologica, permitindo maior compreensdo da patogenia
da infeccao.

Atualmente, estd disponivel de grande variedade de anticorpos mono e policlonais
para deteccdo de virus, bactérias, micobactérias, espiroquetas, protozoarios, fungos e,
inclusive, prions (BEUKES e THIART, 2012).
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Figura 10. A. HE, maior aumento. Caso de sarcoma de Kaposi em intestino. Intestino sede de neoplasia
vascular, formando vasos de calibre diminuto, por vezes preenchidos por hemacea Unica, sugestiva de sarcoma
de Kaposi.

B. HHV-8, maior aumento. Positividade para HHV-8, demonstrando infeccdo pelo herpesvirus tipo 8,
compativel com sarcoma de Kaposi. Fonte: HC-UFG/Patologia — 2013.

3.1.4.4 Definicdo do sitio primario de neoplasias metastaticas

Esta talvez seja a aplicacdo na qual a IHQ tem maior impacto na patologia
diagndstica; elucidacdo de neoplasias metastaticas de sitio primério indeterminado.
Infelizmente, mesmo os marcadores mais especificos para determinados sitios anatdmicos nédo

sdo exclusivos desses 6rgdos, podendo tanto ser expressos por outros tecidos, quanto
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apresentar expressdo aberrante em neoplasias mais indiferenciadas (CAMBRUZZI et al.,
2011) (Figura 11).

Nesse momento, sdo utilizados painéis de marcadores na tentativa de separar a lesdo
em uma das grandes categorias (carcinoma, linfoma, melanoma, tumor de células
germinativas e sarcoma) e, se possivel, tentar especificar o sitio de origem (Figura 12). Além
disso, serve como triagem, de maneira a estreitar as possibilidades diagnosticas a serem

pesquisadas por métodos de biologia molecular (ZHANG, 2013).

Figura 11. A. HE, menor aumento. Caso de metastase linfonodal com sitio primario a esclarecer (suspeita de
metastase de neoplasia de pulmao). Linfonodo infiltrado por neoplasia com esboco de limens.

B. HE, maior aumento. Notam-se células neoplasicas intermediarias a grandes, redondas, com citoplasma
eosinofilico por vezes vacuolado, e nlcleo com nucléolo evidente (ndo exclui metastase de neoplasia de
pulmdo). Fonte: HC-UFG/Patologia — 2013

Figura 12. A Calretinina,, B. Citoceratina 5 e C. EMA, maior aumento. Células neoplasicas positivas para
marcadores de células mesoteliais e negativas para marcadores de células pulmonares (TTF-1), sugerindo
metéstase de mesotelioma e ndo de neoplasia de pulmdo. Fonte: HC-UFG/Patologia — 2013

3.1.4.5 Definicdo de histogénese de neoplasias pouco diferenciadas
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Procede-se de maneira semelhante ao relatado no item anterior, principalmente no
intuito de identificar se a lesdo € primaria do 6rgdo em avaliagdo, ou metastatica, quando
possivel, conforme ilustrado na figura 13.

Figura 13. A. HE, menor aumento. Caso de sarcoma uterino pouco diferenciado. Sarcoma de alto grau
invadindo colo uterino e todo corpo uterino até a metade externa do miométrio. B. CD 10, maior aumento.
Positividade para CD 10 e negatividade para marcadares musculares (actina de mdsculo liso e desmina),
epiteliais (AEL / AE3) e neurais (S-100), sendo o quadro compativel com sarcoma de estroma endometrial,
excluindo-se outros sarcomas (por exemplo, leiomiossarcoma) e carcinomas. Fonte: HC-UFG/Patologia — 2013.

3.1.4.6 Imunofenotipagem de linfomas

A IHQ desempenha papel fundamental na imunofenotipagem de linfomas Hodgkin e
ndo-Hodgkin, especialmente destes Ultimos (Figura 14). A mais recente classificacdo das
neoplasias hematopoiéticas publicada pela Organizacdo Mundial de Salde (OMS), em 2008,
leva em consideracdo, no esquema de classificacdo, apresentacdo clinica, genética,
morfologia, citometria de fluxo e imuno-histoquimica (LUKANDE et al., 2008).

Nessas situacdes, ndo ha um marcador Unico para cada entidade. Utilizam-se painéis
na tentativa de caracterizar o imunofendtipo da célula neoplésica. Podem-se utilizar
marcadores de linfocitos B, linfocitos T e linfocitos NK, além de uma série de marcadores que
tanto espelham o momento maturativo / local de maturacdo em que a célula se encontra,

guanto complementam os marcadores prévios (TONG et al., 2013).
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Figura 14. A e B. HE, menor e maior aumento, respectivamente. Linfonodo com histo-arquitetura obliterada por
neoplasia maligna composta por grandes células, com ndcleos redondos e ovais, com cromatina vesiculosa e
nucléolos visiveis, sugestiva de linfoma.C. CD 3, D. CD 20 e E PAX-5. Em médio aumento, as células
neoplasicas sdo positivas para marcadores de linfocitos B (CD 20 e PAX-5) e negativas para marcadores de
células T (CD 3), indicando um linfoma difuso de grandes células B. Fonte: HC-UFG/Patologia — 2013.

3.1.4.7 Classificagéo de neoplasias

Alguns marcadores na IHQ sdo avaliados de maneira semi-quantitativa e esse valor é
utilizado na criacdo de graus para classificacdo de tumores. Por exemplo, a mais recente
classificacdo de tumores neuroenddcrinos do trato gastrointestinal, publicada pela OMS em
2010, utiliza como critério de distingdo entre tumores grau 1, 2 e 3 o indice de proliferacéo
celular, avaliado através da porcentagem de células positivas (< 3%, de 3% a 20% e > 20%,
respectivamente) em imunomarcacdo pelo Ki-67 (Figura 15) (KLIMSTRAI et al., 2010).
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Figura 15. A. HE, maior aumento. Caso de neoplasia neuroenddcrina de ileo. Neoplasia composta por ninhos de
células poliédricas; de citoplasma amplo, granular e eosinofilico; com nicleos redondos de cromatina salpicada;
sugestiva de neoplasia neuroendécrina. B. Ki-67, maior aumento. Neoplasia neuroendécrina grau 1, pois o
indice de proliferagdo ao Ki-67 foi positivo em menos de 3% das células neoplasicas. Fonte: HC-UFG/Patologia
- 2013

3.1.4.8 Pesquisa de fatores progndsticos e terapéuticos

Ha, ainda, a possibilidade de pesquisa de moléculas-alvo para quimioterapias com
anticorpos monoclonais e de moléculas que indicam neoplasias com um comportamento
biolégico mais agressivo. O exemplo mais classico dessa aplicacdo encontra-se nos paingis
utilizados em casos de neoplasias de mama. Tradicionalmente faz-se pesquisa de receptores
hormonais (estrégeno e progesterona) e da proteina HER2 (Figura 16) (tratamento com
transtuzumab), de maneira a direcionar tratamento das pacientes e melhorar seu prognostico.
Outras moléculas de interesse terapéutico seriam: CD 20 em linfomas (tratamento com
rituximab), CD 117 em tumores estromais gastrointestinais (tratamento com imatinibe) e

EGFR em neoplasia de pulmdo (tratamento com cetuximab) (GOBBI et al., 2008).
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Figura 16. A. HE, menor aumento. Caso de neoplasia maligna de mama. Neoplasia composta por blocos de
células com um padrdo micropapilar. B. HER2, médio aumento. Marcagdo duvidosa, sendo necesséria
complementacdo com hibridizagdo in situ para beneficiar a paciente com tratamento com quimioterapico alvo.

C. RE D. RP, médio aumento. Mesmo caso, exibindo positividade para receptores hormonais, estrégeno e
progesterona, respectivamente. Fonte: HC-UFG/Patologia — 2013.

3.2 Cienciometria

A cienciometria ou cientometria € conhecida como a pesquisa quantitativa da
producdo cientifica que permite entender melhor a amplitude e a natureza das atividades de
pesquisa desenvolvidas nas diferentes areas do conhecimento, de diversos paises, instituicGes
e pesquisadores (NONATO, 2003).

O termo surgiu na antign Unido Soviética, URSS, e Europa Oriental e alcangou
notoriedade com o inicio da publicacdo, em 1977, da revista Scientometrics, editada
originalmente na Hungria e atualmente Holanda. Também na URSS, em Kiev, no ano de
1996, surgiu a obra de Dobrov intitulada “A ciéncia sobre a ciéncia” (Science about Science).
Nesta obra, o autor oferece uma conceitualizacdo da nova disciplina, onde trata a ciéncia
como um processo de previsdo, planejamento e gestdo das atividades de pesquisa
(GRANOVSKY, 2010). No Brasil, os estudos cienciométricos comecaram na década de 70,
quando professores do curso de PoOs-Graduacdo em Ciéncias da Informagdo , atualmente
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Instituto Brasileiro de Informacdo em Ciéncia e Tecnologia (IBICT), convidaram cientistas
internacionais para ministrarem, aos alunos do mestrado, disciplinas que abordavam o tema
cienciometria. Durante as décadas de 80 e 90, pesquisadores de diferentes areas comecaram a
colaborar com a IBICT em estudos cienciométrios, visto que € cada vez maior o nimero de
estudos no campo da cienciometria (PINHEIRO e SILVA, 2008).

A cienciometria é, portanto, um dispositivo, de medida, baseado em técnicas
estatisticas, que tem por objetivo identificar e tratar as informacGes contidas nas publicacdes
cientificas e técnicas, disponiveis nos sistemas de informagdo, essencialmente, referéncias
bibliograficas de artigos, de livros e de patentes; razdo pela qual torna-se importante analisar o
papel destas diferentes publicacbes nas atividades dos pesquisadores. Alguns indices como
frequéncia de artigos e citacdo destes em bases de dados indexadas, além do fator de impacto
dos periodicos onde estdo publicados, séo as ferramentas da cienciometria (NONATO, 2003).

Segundo Vanti (2002), as possibilidades de aplicacdo da cienciometria sdo amplas:

identificar as tendéncias e o crescimento do conhecimento em uma area;

identificar as revistas do nlcleo de uma disciplina;

mensurar a cobertura das revistas secundarias;

identificar os usuarios de uma disciplina;

- prever as tendéncias de publicacéo;

- estudar a dispersdo e a obsolescéncia da literatura cientifica;

- prever a produtividade de autores individuais, organizacfes e paises;

- medir o grau e padrdes de colaboracdo entre autores;

- analisar processos de citagdo e co-citagao;

- determinar o desempenho dos sistemas de recuperacdo da informacéo;

- avaliar os aspectos estatisticos da linguagem, das palavras e das frases;

- avaliar a circulagdo e uso de documentos em um centro de documentagéo;
- medir o crescimento de determinadas areas e o surgimento de novos temas.

Sendo assim, as técnicas cienciométricas sdo importantes para, entre outras
atividades, identificar as tendéncias e o desenvolvimento do conhecimento. Enfim, a analise
cienciométrica permite avaliar a producdo cientifica em uma area da ciéncia e extrair diversas
informacdes a fim de conhecer o desenvolvimento cientifico e as tendéncias dentro do tema

pesquisado.
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4 Materiais e Métodos

Para a andlise quantitativa da importancia da IHQ nos estudos genéticos, foi utilizada
a producdo bibliografica como indicador dos resultados obtidos nos Ultimos 26 anos. O
levantamento dos estudos foi realizado por meio do banco de dados publicado no sitio do
Scopus, utilizando as palavras-chaves “immunohistochemistry* AND  genetic* AND
molecular* biology*”, o uso do asterisco indica que qualquer terminacdo da palavra pode ser
aceita, garantindo a busca de palavras no singular e no plural. Utilizou-se somente a forma
composta porque separadamente os termos podem indicar uma variedade enorme de trabalhos
ndo relacionados aos assuntos interligados, portanto ndo se enquadrarem aos objetivos deste
estudo. O periodo da pesquisa foi entre 1986 a maio de 2013, pois neste sitio contém artigos
somente a partir de 1986. Foi utilizado o Scopus devido a sua abrangéncia quanto ao ndmero
de publicacdes e qualidade das revistas indexadas.

O Scopus é a maior base de dados de resumos e citagBes de literatura cientifica
revisada por pares nas areas de ciéncia, tecnologia, medicina, ciéncias sociais, artes e
humanidade. Oferece uma visdo abrangente da produgdo cientifica mundial. E atualizado
diariamente e inclui 21.000 titulos de mais de 5.000 editoras internacionais. 20.000 revistas e
jornais, incluindo 2.600 revistas de acesso aberto. Conta, ainda, com 390 publicacdes
comerciais, 370 séries de livros, 5,5 milhdes de documentos de conferéncias e “Articles-in-
Press” de 3.850 periddicos e editoras como a Cambridge University Press, Elsevier,
Springer, Wiley-Blackwell, Nature, Publish Group e IEEL. Sdo 29 milhGes de registros,
incluindo referéncias, desde 1995 (84% inclui abstrats) e 21 milhfes de registros anteriores a
1996 até 1.823 (SCOPUS, 2013).

A partir das publicacdes selecionadas foram levantadas as seguintes informacdes:

() ano de publicagdo do artigo;

(i) periodico em que o artigo foi publicado;

(iif) tipo de documento publicado (experimental, revisdo);

(iv) nome dos autores do trabalho;

(V) area do conhecimento em que se enquadra;

(vi) palavras-chave;

(vii) instituicdo & qual estdo filiados os autores;

(viii) paises onde foram realizados os estudos;

(iX) tipo de organismo estudado nos seguintes grupos (mamiferos, humanos, fungos,

algas, plantas, protistas, virus e bactérias, insetos e outros);
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(X) contetdo celular estudado;

(xi) patologia associada ao estudo e;

(xii) tipo de cancer estudado.

O fator de impacto (FI) dos artigos utilizados nas analises foi obtido a partir do
Journal Citation Reports (JCR) para o ano de 2011 em maio de 2013
(http/Amww.bioxbio.convif/). O FI é um indicador utilizado para calcular o nimero médio de
citagdes recebidas por uma revista cientifica e é obtido por meio da relacdo entre 0 nimero de
vezes que a revista foi citada e o nimero de artigos que ela publicou num determinado
periodo de tempo, normalmente dois anos. A finalidade da utilizacdo deste indicador é
descobrir o impacto dos periddicos na comunidade cientifica (GROSSER, 2012).

Informagdes como tipo de organismo estudado, componente celular, tipos de
patologias e tipos de cancer foram obtidas através da leitura dos resumos (abstracts). Alguns
artigos nao disponibilizam os resumos por isso foram excluidos, ou ainda, sdo papers e ndo
apresentam tais informacgdes.

Em seguida, os dados dos trabalhos foram tabulados e organizados em uma planilha
de Excel de acordo com cada variavel da pesquisa, conforme ja& mencionado. A partir de
entdo, foram montadas as tabelas separadamente com a estatistica descritiva do estudo.

Apobs a tabulacdo dos dados, os mesmos foram analisados por meio de estatistica
descritiva e correlacdo de Pearson para avaliar a associacdo entre o numero de publicaces
por ano e o Fl por ano. Adotou-se um nivel de significancia de 0,05 para todas as analises.
Todas as analises foram realizadas no programa Bioestat 5.0 (AYRES et al. 2007).
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5 Resultados e Discussao

De acordo com o levantamento realizado, foram encontrados 1958 trabalhos
publicados no periodo de 1986 a abrii de 2013 utilizando as palavras
“immunohistochemistry* and genetic* and molecular* biology™*”.

Em um total de 1958 artigos, 382 foram revisGes e 1445 foram artigos originais,
perfazendo um total de 74% (Figura 17), demonstrando que houve interesse em utilizar a IHQ
aliada a biologia molecular em estudos genéticos. Trabalhos em diferentes &reas demonstram
que estudos tedricos tem menor frequéncia que estudos experimentais ou descritivos
(QUIXABEIRA et al., 2010; CARNEIRO et al., 2008). Entretanto, apesar da baixa frequéncia
de artigos teodricos esses sdo frequentemente os artigos com maior ndmero de citagdes
(LEIMU e KORICHEVA, 2005).

M Artigos
B Review
= Papers

B Outros

Figura 17. Distribuicdo dos estudos sobre IHQ e biologia molecular na area da Genética de 1986 a

2012, segundo o tipo de publicagdo. Papers incluem conferencias, anais de congresso, notas e editoriais.

De acordo com a figura 18, o nimero de publicacbes cresceu de forma acentuada a

partir do ano 2000, com um pico no ano de 2005 (254 artigos), seguido por um decréscimo
nos anos seguintes, o que pode indicar uma estabilizacdo ou a diminuicdo do impacto dessa
ferramenta na literatura. Segundo Jardim (2013), desde a sua introducdo, na década de 70, as
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publicacbes cientificas com aplicacbes da IHQ aumentaram significativamente. Esse fato
refete a posicdo que esta ferramenta ocupa como complementar e indispensavel no
diagndstico diferencial. Além disso, 0 aumento do nimero de publicagdes evidencia o
aumento de pesquisadores interessados nesse ramo da biologia. Levando em conta que o
nimero de publicacBes ¢ uma importante medida para quantificar o progresso da ciéncia, esse
aumento de publicacdes se deve, em parte, ao continuo esforco em aperfeicoar a técnica de
IHQ. Outro aspecto importante é que varios estudos tém sido realizados com o objetivo de
tornar a IHQ uma ferramenta confidvel a fim de aumentar a qualidade e a sua contribuicdo
diagnostica (NONOGAKI et al., 2007).
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Figura 18. Numero de artigos publicados em porcentagem, ao longo dos 26 anos, na area da Genética utilizando
a IHQ e biologia molecular, indexados no Scopus.

Na avaliacdo do numero de revistas e o total de artigos, observou-se que 160
diferentes revistas publicaram sobre o assunto estudado. Porém, somente nove revistas
obtiveram um numero de publicacdes igual ou superior a 15 trabalhos, perfazendo um total de
519 artigos, que corresponde a 26,5% das publicagcdes (Figura 19).

Em estudos genéticos correlacionados a IHQ, as revistas com alta taxa de
publicagcbes como mostra a figura 12, observa-se que a revista Journal of Biological
Chemistry publicou 375 artigos, o que corresponde a um total de 19,1% das publicacdes. A
Journal of Biological Chemistry publica artigos baseados em pesquisas originais que

contribuem para a compreensdo das bases moleculares e celulares dos processos bioldgicos e,
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assim como as nove revistas ranqueadas, apresenta um enfoque multidisplinar, o que confirma
a importdncia da IHQ em diferentes areas do conhecimento mesmo na era biomolecular
(ROCCO, 2012).

Archives of Pathology and Laboratory
Medicine

Biology of Reproduction

Genes to Cells

Modern Pathology

Plos One

Periddicos

Journal of Lipid Research

Molecular and Cellular Proteomics

EMBO Journal

Journal of Biological Chemistry

0 100 200 300 400

Nimero de artigos

Figura 19. Revistas com frequéncia de publicacdo maior ou igual al5 artigos.

Quanto ao FI dos periodicos utilizados nas analises verificou-se um valor meédio de
4,7 (£ 4,0), variando de 0,1 a 51,7. O peridédico com o maior nimero de publicacbes, a
Journal of Biological Chemistry, apresenta um FI de 4,65, o que € muito proximo do FI
médio. Além disso, 0s nove periddicos que mais publicaram tem um alto FI, apenas dois
presentam FI menor do que trés (Figura 20). Os resultados evidenciam um consideravel
impacto do assunto pesquisado na comunidade cientifica. Podemos verificar uma fraca
correlacdo negativa entre o Fl e o ano (r=-0,07; p=0,0356).

A cienciometria visa 0 avanco do conhecimento e busca relacionar este com questdes
sociais e politicas publicas. Tem, portanto, um carater multidisciplinar. Sua meta é gerar
informacdes e discussdes que contribuam para superacdo dos desafios caracteristicos da
ciéncia moderna (SHTOVBA e SHTOVBA, 2013). E, acima de qualguer definicdo ou
conceito, sabe-se que a cienciometria tem um grande potencial de aplicacdo, despertando o
interesse de governos e de instituicdes de pesquisa. Ademais, indices como os de citacdo e

fator de impacto (FI) de revistas vém se tornando uma importante fonte de informacdo para



41

historiadores, socidlogos e outros pesquisadores interessados na revolucdo da ciéncia (SILVA
et al, 2001). Além disso, esses indices sdao importantes uma vez que fazem parte dos critérios
principais para escolher as revistas que compdem o banco de dados Scopus que leva em
consideracdo, ainda, a periodicidade e acessibilidade de uma revista.

O conceito por tras da indexacdo de citacbes € muito simples: ao reconhecer que 0
valor da informacdo é determinado por agueles que a usam, a melhor maneira de medir a
visibilidade de um trabalho é calculando o impacto que ele tem sobre a comunidade cientifica.
Ao utilizar ou citar determinada fonte, o pesquisador determina a influéncia da ideia daquele
autor sobre um corpo de conhecimento (VANTI, 2011). Portanto, embora para alguns autores
a quantidade de publicacGes, citacbes e suas combinacbes nem sempre s&o indicadores da
qualidade de um trabalho cientifico e proponha cada vez mais o uso de novos indices, o FlI
continua sendo um importante indice cienciometrico (GROESSER, 2012; TIRGAR et al.,
2013).
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Figura 20. Fator de Impacto (FI) e ano das revistas analisadas.

Dos 160 diferentes autores que publicaram os artigos analisados no presente

levantamento, 16 publicaram cinco ou mais artigos sobre IHQ e biologia molecular na area da
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Genética entre 1986 e 2013. Estes 16, juntos perfizeram um total de 4,3% de todas as
publicacdes, sendo que Michal, M. publicou sete artigos enquanto Benhattar, J. e Miettinen,

M. publicaram seis artigos cada um (Figura 21). Portanto, ndo se observa nenhum autor que

se destacasse quanto ao numero de publicacoes.
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Figura 21. Nomes de 16 autores principais que possuema partir de cinco publicagdes no tema pesquisado.

Os artigos foram publicados em oito areas cientificas diferentes segundo a
classificacdo do SCOPUS, sendo que as que mais publicaram artigos relacionados a IHQ
aliada a biologia molecular na area da genética, no periodo analisado (1986 a 2013), foram
Genética e Biologia Molecular (44%), seguida por Medicina (38%), Neurociéncia (5%),
Ciéncias Agrarias e Biologicas (3%), Imunologia e Microbiologia (3%), Farmacologia,
Toxicologia e Farmacéutica (1%) e outros (6%) (Figura 22). Isso sugere que, apesar do
interesse multidisciplinar, a IHQ teve impacto, principalmente, no campo da Genética e
Biologia Molecular e Medicina que, juntas, representam 82% das publicagfes. Confirmando
seu uso como técnica complementar no diagnostico e pesquisas (ROCCO, 2012). Os recentes
avancos ocorridos na area da biologia molecular apresentam-se hoje como uma importante
fonte de estudos, baseados em especial na associacdo da analise de resultados clinicos com a
observacdo de exames laboratoriais capazes de detectar alteracbes moleculares em tecidos
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obtidos através de procedimentos cirdrgicos. Neste sentido, destaca-se a IHQ como uma
ferramenta de grande relevancia por permitir a obtencdo destas informacdes por meio de
procedimentos relativamente de baixo custo e disponiveis na maior parte dos laboratérios de
anatomia patolégica (PINHO, 2005; TAYLOR, 2006).

mBioquimica, Genética e Biologia
Molecular

EMedicina

mNeurociéncia

mCiéncias Agrarias e Bioldgicas

®munologia e Microbiologia

mFarmacologia, Toxicologica e

Farmacéutica
u Qutras

Figura 22. Principais areas cientificas de publicacdo dos estudos relacionados IHQ e hiologia molecular na area
da Genética entre 1986 e 2013.

Dentre as palavras-chave, pode-se observar que Immunohistochemistry foi a mais
utilizada (17%), seguida por biologia molecular (13%). As 10 primeiras palavras equivalem a

aproximadamente 40% de um total de 160 palavras relacionadas ao tema (Tabela 1).
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Tabela 1: As dez principais palavras-chave utilizadas nas publicacbes referentes a IHQ e
biologia molecular no campo da genética no periodo de 1986 a 2013.

Palavras-chave n %
Immuno histoche mistry 1887 17
Article 1436 13
Priority jornal 1341 12
Human 1312 12
Humans 1234 11
Animals 935 8
Controlled study 911 8
Nonhuman 905 8
Molecular biology 699 6
Protein expression 612 5
Total 11272 100

Quanto a filiacdo institucional dos autores verifica-se uma grande diversidade com
um total de 160 instituicbes diferentes. Entretanto, observou-se que nove instituicOes
publicaram 20 ou mais artigos e equivalem a apenas 15 % do total de publicagcbes. Embora a
instituicdo com maior ndmero de artigos publicados, Inserm com 39 (3 %) seja francesa, 0s
EUA contam com seis instituicdes, entre as nove, que mais publicaram, o que perfaz um total
de 143 publicagdes justificando o maior volume de publicagbes nos periddicos deste pais
(Figura 23), bem como o predominio da lingua inglesa na redacdo dos mesmos. Pinto e
Andrade (1999) afrmam que a situacdo financeira das instituicbes de pesquisa em outras
partes do mundo é mais critica do que a americana. Dai a dificuldade de instituicbes filiadas a
paises em desenvolvimento em promover atividades cientificas. Outro aspecto importante é a
migracdo dos cientistas para paises desenvolvidos, devido a melhores vantagens financeiras
aliada a melhor infraestrutura em relagio ao seu pais de origem (CURRAS e BARREIRO,
2008).
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Figura 23. Principais filiagdes institucionais dos autores que mais publicaram sobre IHQ e biologia molecular
no campo da genética no periodo de 1986 a 2013.

Observou-se que 0s dez paises que mais publicaram artigos envolvendo IHQ no
campo da genética entre 1986 a 2013 (Figura 24) equivalem a aproximadamente 78% do total
de publicagdes. Verifica-se que os EUA aparecem com 823 artigos, 0 que equivale a 41% das
publicacbes seguido, em ordem decrescente por Japdo, Alemanha, Reino Unido, Franca,
Itlia, Canada, China, Espanha e Suica, com 215, 202, 153, 144, 116, 112, 106, 68 e 60
artigos respectivamente. O Brasil, com apenas 20 publicacdes (0,9%), aparece em Vvigésimo
lugar. De acordo com Carneiro e colaboradores (2008), o grande nimero de publicacdes por
paises de primeiro mundo € o reflexo da infraestrutura e investimento desses paises em
pesquisa. Nossos resultados sdo semelhantes aqueles encontrados por Quixabeira e
colaboradores (2010), quando demonstrou que o numero de publicagdes com a citometria de
fluxo (CMF) foi maior em paises desenvolvidos. A IHQ, a exemplo da CMF é considerada
uma técnica de custo elevado, mesmo apresentando uma relacdo custo/beneficio positiva
(JARDIM et al, 2013). Diante disso, fica claro que paises em desenvolvimento, como o
Brasil, continuam enfrentando dificuldades para realizar pesquisas em dareas que necessitam
de alta tecnologia tal como a genética e biologia molecular.
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Figura 24. Descricdo dos dez paises que publicaram 60 ou mais artigos sobre IHQ e biologia molecular no
campo da genética no periodo de 1986 a 2013.

Em relacdo ao idioma utilizado na redagcdo dos artigos cientificos observou-se que o
inglés predominou com 1848 artigos publicados, perfazendo aproximadamente 94% de todas
as publicacbes, conforme a tabela 2. O grande nimero de publicacdes por parte dos EUA,
uma vez que as revistas que mais publicaram sdo americanas, bem como as principais

filiagdes institucionais, justificam o predominio da lingua inglesa nas publicacdes analisadas.

Tabela 2. ldiomas mais utilizados nas publicagdes sobre IHQ e biologia molecular no campo

da genética.

Idioma n %
Inglés 1845 94.24
Francés 32 1.63
Alemao 25 1.27
Chinés 11 0.56
Espanhol 11 0.56
Japonés 8 041
Outros 26 1.33
Total 1958 100.00

De acordo com a tabela 3, andlise dos tipos de organismos estudados geneticamente
com o uso da IHQ associada a técnicas de biologia molecular revelou que a maior parte dos
estudos foi desenvolvida com humanos, representando 1.235 artigos (65%), seguido por

outros mamiferos com 424 artigos (22,6%), outros animais com 80 artigos (4,3%), insetos
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(4,1%), plantas e algas com 27 artigos (1,4%) bactérias e virus com 17 artigos (0,9%),
protozoarios com 8 artigos (0,4%) e fungos com 5 artigos (0,3%).

Apesar de existirem diferentes organismos sendo estudados com o uso da IHQ, fica
evidente que a maior parte dos artigos foi desenvolvida em trabalhos com a espécie humana,
usando a técnica principalmente para a deteccdo de patologias. Os resultados aqui
demonstrados sdo similares aqueles encontrados por Quixabeira e colaboradores (2010),
quando avaliou o uso da citometria de fluxo, uma importante ferramenta para o diagndstico e
pesquisas, em estudos genéticos, demonstrando a superioridade de estudos humanos. De
acordo com RAMOS-VARA (2005), a IHQ é uma ferramenta importante em laboratorios de
pesquisa e diagndstico humano quanto naqueles que tem como objetivo diagndstico e

pesquisa Veterinaria.

Tabela 3. Tipos de organismos estudados de publicacdo dos estudos relacionados 1HQ,
Genética e Biologia Molecular entre 1986 e 2013.

Organismos estudados n %
Humanos 1235 65,9
Outros mamiferos 424 22,6
Outros animais 80 43
Insetos 77 41
Plantas e algas 27 1,4
Bactérias e virus 17 0,9
Protozoarios 8 0,4
Fungos 5 0,3
Total 1873 100,0

Com relacdo ao tipo de material genético estudado, 545 artigos (40%) foram
realizados com proteinas, 512 artigos (38%) com RNA e 291 artigos (22%) com DNA (Figura
25).

Segundo Quixabeira e seus colaboradores (2010), a escolha do material para estudo
acontece de acordo com o organismo estudado, sendo que em humanos predomina a escolha
pela pesquisa do fenotipo (proteina), uma vez que sdo abordados Varios temas para pesquisa
como, por exemplo, diagnéstico e progndstico de doencas através da marcacdo das proteinas
evidenciando o fenétipo celular. Contudo em qualquer grupo de organismo pode se estudar
qualquer tipo de material (DNA, RNA e proteina) (NOLAN e MANDY, 2006).
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Figura 25. Tipo de estudo por artigos, por analise do contetdo celular.

Quanto ao tipo de patologia investigada através da IHQ aliada a técnicas de biologia
molecular na area da genética, dos 1958 artigos analisados 1154 (59%) estdo relacionados a
algum tipo de patologia (Figura 26). E evidente o maior enfoque na area oncoldgica com 701
(63%) artigos publicados. Esse fato reflete a posicdo que a IHQ ocupa, desde sua introducdo
na patologia na década de 70 até os dias de hoje, como uma técnica complementar e
importante no diagnostico diferencial (JARDIM et al., 2013). Leong e Wright (1987),
patologistas australianos, escreveram o primeiro artigo que avalia a contribuicdo da IHQ na
area de diagnostico de tumores. Segundo os autores, a IHQ foi particularmente de grande
auxilio nos diagnosticos diferenciais entre linfoma anaplasico e carcinoma, e na identificagdo
de melanoma amelanético. Werner e colaboradores (2005) afirmam que em 95% dos casos
em que o patologista esta diante de um diagnostico dificil, a IHQ pode ajuda-lo a firmar se

ndo o diagnostico conclusivo pelo menos um diagnéstico apropriado.
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Figura 26. Principais patologias estudadas nos artigos levantados.

Na tabela 4 estdo listados os tipos de cancer pesquisados nos estudos selecionados.
Observa-se, na area oncoldgica, um ndmero elevado de pesquisas em leucemias e linfomas
com 91 artigos publicados (12,93%), seguido por sistema nervoso, mama, colorretal, pulmao
e renal e bexiga, que juntos somam 372 (52,85%) artigos publicados. Em relacdo as doencas
linfoproliferativas, muitos estudos s& conduzidos no sentido de estabelecer sua
confiabilidade no diagndstico e conduta clinica. A classificacdo para tais neoplasias é baseada
em critérios laboratoriais e clinicos. Nesse sentido, deve-se incluir sempre que possivel, o
exame de IHQ como ferramenta complementar, cuja indicacdo, sele¢cdo de anticorpos, e
interpretacdo exigem conhecimento do contexto clinico, assim como informagBGes de exames
laboratoriais, citogenética, moleculares além da imunofenotipagem por citometria de fluxo
(ZERBINI, 2013).

Embora o cancer de sistema nervoso (gliomas, astrocitomas, meningeoblastoma entre
outros) seja 0 segundo em numero de artigos publicados (73 artigos), a utilidade da IHQ no
progndstico desses pacientes permanece incerta, entretanto, a técnica pode contribuir com

outros achados como, por exemplo, indice mitotico, papel pro-apoptético. Além de ser muito
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importante na elucidacdo de metastases cerebrais e tumores do sistema nervoso central
(RIBEIRO et al., 2004).

O estudo imuno-histoquimico tem sido utilizado em diferentes situagdes da patologia
mamaria, sendo as mais importantes: avaliacdo de fatores preditivos e progndsticos do céancer
de mama, pesquisa de células epiteliais metastaticas em linfonodo sentinela, diagndstico
diferencial de lesdes mamarias e determinacdo de possivel origem de células metastaticas
(GOBBI et al, 2008; HELAI, et al, 2013). A importancia clinica do uso da IHQ foi
reconhecida e incorporada pelo sistema Unico de salude e por convénios médicos a partir da
década de 1990, quando foi implantada no Laboratério de Patologia Mamaria da Faculdade de
Medicina de Minas Gerais (UFMG). A IHQ passou a ser realizada rotineiramente na
avaliacdo de fatores preditivos em todos os casos de cancer de mama diagnosticados no
Hospital das Clinicas da UFMG a partir de 2000 (SALLES, 2009).

Tabela 4. Tipos de cancer pesquisados nas publicacGes.

Tipo de Cancer n %
Leucemia e Linformas 91 12.93
Sistema nervoso 73 10.37
Mama 66 9.38
Colorretal 59 8.38
Pulmao 43 6.11
Renal e Bexiga 40 5.68
Figado e Pancreas 36 511
Utero e Ovario 35 4.97
GIST e esofago 33 4.69
Prostata 26 3.69
Gastrico 23 3.27
Melanoma 21 2.98
Cabeca e pescoco e Tireoide 17 241
Osso 13 1.85
Outros 128 18.18

Total 704 100.00
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6 Conclusdes

Observou-se que houve a tendéncia de aumento no ndmero de publicagdes ao longo
dos anos, com um pico de publicacbes no ano de 2005 sendo que os trabalhos foram, na
maioria, artigos originais.

Verificou-se que 0s autores que mais publicaram sdo de paises desenvolvidos, assim
como as revistas e as instituicdes, justificando o predominio da lingua inglesa na redacdo dos
mesmos. O fator de impacto médio das revistas analisadas foi de 4,7. Paises em
desenvolvimento, entre eles o Brasil, apresentam pouca contribuicdo em estudos de genética
usando IHQ e biologia molecular. O que confirma a necessidade de estudos cienciométricos
para despertar 0 interesse de governos e instituicbes que fomentam pesquisa nesses paises, a
fim de que haja maior investimento de pesquisa em areas como a genética molecular.

Diferentes organismos foram estudados, com um maior nimero de trabalhos
publicados com humanos. Nos varios tipos de estudos realizados ha o predominio no uso de
proteina (fenotipo) e a maior parte dos estudos envolve patologias. Dentres as doencas
investigadas, o cancer obteve maior nimero de trabalhos publicados, sendo que as leucemias
e linfomas foram os tipos de cancer com o0 maior numero de estudos.

Portanto, conclui-se ha que um interesse multidisciplinar em relacdo ao uso da IHQ,
uma vez que a mesma € uma ferramenta complementar indispensavel para a pesquisa,

diagndstico diferencial e fatores prognosticos mesmo na era da biologia molecular.
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