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RESUMO

A reducao da mortalidade e da incidéncia de cancer de colo de utero € possivel
através da promocao da saude e detecgcao precoce dos casos de lesdes
precursoras com alto potencial de malignidade, através de programas estruturados
de rastreamento. A citologia oncotica tem sido reconhecida, cada vez mais, como
importante e fundamental instrumento para o rastreamento de tais lesbdes, bem
como para o diagnostico de doencas sexualmente transmissiveis (DST), em
especial a infec¢ao pelo papiloma virus humano (HPV). A citologia em meio liquido
tem sido considerada, nos ultimos anos, importante alternativa para o ganho de
sensibilidade do exame citoldégico cérvico-vaginal, com vantagens em relagdo a
convencional. No entanto, o seu emprego € limitado em sistemas de saude publica
em paises em desenvolvimento, especialmente devido ao seu alto custo. Desta
forma, este trabalho teve o objetivo de estudar novas alternativas de métodos em
meio liquido, mais acessiveis e adequados para citologia cérvico-vaginal. Coletou-
se material cérvico-vaginal de pacientes atendidas no Ambulatério do Hospital
Universitario do Oeste do Parana (HUOP) e Unidades de Saude Palmeiras,
Parque Sao Paulo e XIV de Novembro do Municipio de Cascavel-PR para exame
preventivo de cancer de colo de utero, apds consentimento informado das
pacientes. Preparou-se amostras em meio liquido, em comparacdo ao método
convencional, por coleta com escova cbnica, fixacdo e preservacdo em meio
liguido durante 1 a 24 horas, centrifugacdo a 289 x g, realizagdo de esfregaco
circular do sedimento em Iamina, fixagdo por 30 min em etanol 95%, coloracao de
Papanicolaou e montagem com Entellan (n=50). Alternativamente, amostras foram
fixadas em meio liquido formaldeido 1% (n=100) e que, apds a centrifugagao foram
incubadas em etanol 95% durante 1 h com sedimentagcdo espontdnea Em
amostras cujo meio liquido foi etanol 95%, obteve-se celularidade satisfatéria,
adequabilidade na identificagdo morfolégica de células escamosas superficiais,
intermediarias e parabasais, metaplasicas, endocervicais, polimorfonucleares,
histiocitos, hemacias e linfécitos, bem como na analise morfométrica de células
escamosas intermediarias; sensibilidade e especificidade satisfatérias para
microorganismos e alteragbes celulares como pseudoeosinofilia, metacromasia,
hiperqueratose, edema nuclear, halo perinuclear, granulos querato-hialinos,
citdlise, cariopicnose, paraqueratose, cariolise, coilocitose e binucleacdo. Em
amostras cujo meio liquido foi formaldeido 1% obteve-se celularidade satisfatoria,
adequabilidade na identificagdo morfolégica de células escamosas superficiais,
intermediarias e parabasais, metaplasicas, polimorfonucleares, hemacias e
linfécitos, bem como na analise morfométrica de células escamosas
intermediarias; sensibilidade e especificidade satisfatorias para microorganismos e
alteracbes celulares como pseudoeosinofilia, metacromasia, halo perinuclear,
granulos querato-hialinos, hiperqueratose, edema nuclear, cariopicnose, citolise e
coilocitose. Em algumas amostras preparadas com etanol 95%, houve precipitagdo
de material proteinaceo, que causou sobreposicdo de células. Nas amostras
preparadas com formaldeido 1%, houve alteracbes em células endocervicais e
histiocitos que dificultaram a sua identificacdo. Conclui-se que ha necessidade de
estudos complementares, que possibilitem a proposicdo de alternativas viaveis
para citologia em meio liquido.



ABSTRACT

The reduction of the mortality and of the incidence of cervical cancer it is possible
through health programs and detection of the cases of precursory lesions with high
malignance potential, through structured screening programs. The oncotic cytology
has been increasingly recognized, as important and fundamental instrument for the
screening of such lesions, as well as for the diagnosis of sexually transmissible
diseases (STD), especially the infection for the human papiloma virus (HPV). The
liquid-based cytology has been considered, in recent years, important alternative for
improvements on sensibility of the cervical cytology, with advantages in relation to
the conventional Pap test. However, there is limitation for its use in systems of public
health in developing countries, especially due to its high cost. The aim of this work
was the study on new alternatives of methods in liquid-based, more accessible and
appropriate for cervical cytology. It was collected material for cervical cytology of
patients’ assisted in the Clinic of the Hospital Universitario do Oeste do Parana
(HUOP) and Unidades de Saude Palmeiras, Parque S&o Paulo and XIV de
Novembro of the Municipal district of Cascavel-PR for preventive exam of cervical
cancer, after the patients' informed consent. Samples for liquid based cytology, in
comparison with the conventional method, were collected with conical brush for
fixation and preservation in liquid medium during 1 to 24 hr, spinned at 289 x g,
confection of slides with circular smear of the sediment, fixation for 30 min in ethanol
95%, Papanicolaou staining and assembly with Entellan (n=50). Alternatively,
samples were fixed in formaldehyde 1% (n=100), and after the centrifugation they
were incubated in ethanol 95% during 1 hr with spontaneous sedimentation In
samples whose liquid medium was ethanol 95%, it was obtained satisfactory
cellularity, adequacy in the morphologic identification of superficial, intermeadiate
and parabasal scamous cells, metaplasic, endocervical, polymorfonuclear, histiocyte,
hematia and lymphocytes cells, as well as in the morphometrical analysis of
intermediate scamous cells; satisfactory sensibility and specificity for microorganisms
and cellular alterations as pseudo-oeosinophilia, metachromasia, hiperkeratosis,
nuclear edema, perinuclear halo, keratohialin granules, cellular lyse, kariopicnosis,
parakeratosis, kariolisis, koilocytosis and binucleation. In samples with formaldehyde
1% it was obtained satisfactory cellularity, adequacy in the morphologic identification
of superficial, intermediate, and parabasais scamous cells, metaplasic,
polimorfonuclear, hematia and lymphocytes cells, as well as in the morphometrical
analysis of intermediate scamous cells; sensibility and satisfactory specificity for
microorganisms and cellular alterations as pseudo-eosinofilia, metachromasia,
perinuclear halo, keratohialin granules, hiperkeratosis, nuclear edema, kariopicnosis,
cellular lyse and koilocytosis. In some ethanol 95% samples there were precipitation
of proteic material that caused superimposing of cells. In formaldehyde 1% samples
there were alterations in endocervical and histiocyte cells that hindered their
identifications. It is concluded that it is necessary more complementary studies, so
that viable alternatives for liquid-based cytology is make possible.
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INTRODUCAO

E consenso na literatura que, quanto mais precocemente forem detectadas
as lesbes pré-neoplasicas ou neoplasicas, maiores sdo as probabilidades de
tratamento e de cura, reduzindo os niveis de incidéncia e de mortalidade por cancer
do colo do utero (KOSS, 1989; MONSONEGO, 1997). Programas de prevengao de
cancer cervical sdo adequados a redugao significativa de sua incidéncia, como o
uso do exame de citologia cérvico-vaginal proposto por Papanicolaou. A experiéncia
em larga escala do programa de triagem realizado em British Columbia, durante
cerca de 40 anos, reduziu em 80% a incidéncia e a mortalidade por esta doencga
(BRITISH COLUMBIA CANCER AGENCY, 2000).

E inegavel, também, a contribuicdo que o exame de Papanicolaou tem
trazido ao diagnostico de doengas sexualmente transmissiveis (DST), através da
sugestao da presenca de microorganismos patogénicos, ou mesmo de seus efeitos
citopaticos especificos. De forma especial, destaca-se a infecgado pelo Papiloma-
virus humano (HPV), cujo efeito citopatico, quando presente, leva a sugestdo da
ocorréncia de lesdes pré-neoplasicas (WALBOOMERS et al, 1999).

No Brasil, o Instituto Nacional do Cancer (INCA) desenvolveu o Programa de
Prevencdo do Cancer de Colo do Utero Viva Mulher, que oferece servicos de
prevencao e detecgcao precoce, através do exame convencional de Papanicolaou,
de agdes educativas e do tratamento e reabilitagdo, em todo o territério nacional. O
programa prioriza mulheres de 25 a 65 anos, considerando que a maior incidéncia
do cancer do colo de utero situa-se entre 40 e 60 anos. No entanto, muito ainda se
precisa avancar para se alcancar uma cobertura adequada das mulheres
suscetiveis ao desenvolvimento do cancer cervical, ou seja, todas as que ja
iniciaram sua atividade sexual (NANDA et al., 2000).

Diversos estudos tém apontado para indices ndo ideais de sensibilidade do
preparado convencional de Papanicolaou (AHCPR, 1999). As causas citadas para
este fato sao: insuficiente representatividade das células escamosas, endocervicais
e da juncao escamo-colunar (JEC) (HUTCHINSON et al., 1992), secagem e ou ma
fixagdo do material, distribuicdo ndo homogénea das células no esfregaco, presenca
de leucdcitos, hemaceas e restos celulares em excesso (KLINKHAMER et al.,
2003).
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Mais recentemente, desenvolveu-se um sistema de preparo de amostras de
citologia em meio liquido, que tem sido considerado, nos ultimos anos, importante
alternativa para melhorar a sensibilidade do exame citoldgico cérvico-vaginal. Em
especial, pela melhoria na qualidade da fixagdo do material e na homogeneidade da
distribuicdo celular no esfregago, a citologia em meio liquido vem sendo
apresentada ndo como substituta, mas sim, como um aprimoramento do teste de
Papanicolaou. Possivelmente devido a estes fatores, tem-se obtido menores indices
de falso-negativos com esta metodologia em relagdo a convencional (RENSHAW et.
al, 2006).

Os sistemas disponiveis para citologia cérvico-vaginal em meio liquido
apresentam um custo muito mais elevado por exame em relacdo ao método
convencional, chegando a inviabilizar o seu uso como metodologia de escolha em
unidades de saude e em programas de prevengao do cancer do colo do utero,

especialmente em paises em desenvolvimento (MONTZ et al, 2001).

Desta forma, ha necessidade de se estudar novas alternativas para se
desenvolver métodos mais sensiveis em relagdo ao convencional, porém acessiveis

para serem utilizados em programas de saude publica.
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2. REVISAO DE LITERATURA
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 HISTORICO

Historicamente, podemos relatar o diagndstico do cancer do colo uterino em
1907, quando se declarou que o0 mesmo poderia ser feito pelo aspecto celular, antes
da fase destrutiva da doenca, isto €, antes da invaséo do tecido conjuntivo. De 1908
a 1910, outros estudiosos concordaram com este achado, sendo que a descricao da
doenca corresponderia ao que, mais tarde chamariam de carcinoma pré-invasor
(PAPANICOLAQU, 1928; AUGUSTO et al., 1982).

No ano de 1908, Schauenstein e no ano de 1910, Rubin, relataram as lesdes
histolégicas pré-cancerosas do colo uterino, estabelecendo as mesmas bases
anatomopatolégicas que sdo empregadas até os dias de hoje (GOMPEL e KOSS,
1997).

O colposcépio, criado por Hinselmann em 1925, € um instrumento que
permite visualizar o colo uterino com aumento de 10 a 40 vezes, que auxilia com
exatidao a localizagcao das lesdes cancerosas (BIBBO, 1997).

Apo6s cinco anos, em 1930, Meyer mostrou a importancia da biopsia para o
diagnostico conclusivo do cancer e, em consequéncia, inumeros trabalhos
cientificos, mostraram a evolugéo clinica imprevisivel dessas lesdes (GOMPEL e
KOSS 1997).

Em 1917, George Nikolas Papanicolaou propds o uso sistematico do
esfregaco cérvico-vaginal; em 1923, ele estudou o ciclo sexual em mulheres
revelado pelo esfregaco vaginal. No ano de 1924, fez uma observagéao incidental de
que as células cancerosas derivadas da cérvice uterina poderiam ser observadas
em esfregacos vaginais. Em 1942, Papanicolaou demonstrou que o diagnostico do
cancer em sua fase inicial poderia ser realizado através dos caracteres morfolégicos
anormais das células esfoliadas do epitélio uterino (PAPANICOLAOQOU, 1948). No
final dos anos 40, as observagdes de Papanicolaou foram confirmadas por outros
cientistas e ginecologistas como Trault e Ayre, que sugeriram que fossem tomadas
amostras diretamente do cérvix com um tipo de espatula, ao invés de obté-las da
vagina com uma pipeta, como descrito originalmente por Papanicolaou (CIBAS e
DUCATMAN, 1996).
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Na década de 1950, a citologia influenciou o cenario médico, com o apoio de
patologistas validando o diagndstico citologico para o cancer, consolidado por
Reagan, que buscou uma correlagéo entre a analise celular e processos patologicos
no trato genital feminino, estabelecendo critérios diagndsticos. Esse trabalho
fortaleceu a convergéncia de patologistas, com idéias de estudos em células
esfoliativas, com o objetivo de aperfeicoar o diagndstico de lesdes do colo do utero e
do endométrio (SINGER e MONAGHAN, 2002).

ApOs quarenta anos de estudos sobre aspectos citolégicos, houve a
publicagdo do “Atlas Citolégico” por Papanicolaou, em 1957. Em 1967, Koss
publicou “Diagnostico Citolégico e Bases Histolégicas”, com estudos relacionando a
teoria e a pratica da citologia com a histopatologia, e realgando a importancia da
citopatologia (NAYLOR, 2000).

Ayre e Back publicaram em 1960 “A Fungdo do Halo Celular na
Carcinogénese Cervical” e, entre outros autores, buscaram possiveis manifestacées
pré-malignas ocasionadas por virus.

Naib et al. (1961) publicaram importante observagdo morfoldgica na citologia,
qual seja, o efeito citopatico do virus herpes simples e a sua correlagdo com a
observacdo das lesdes herpéticas, que confirmam em estudos subsequentes,
alarmando a clinica com cervicites, vaginites e vulvovaginites herpéticas (DAS
DORES et al, 1999).

Diferentes estudos revelam que as lesbes pré-cancerosas nao tratadas
persistem ou regridem em porcentagens que variam de um autor para o outro, e
segundo a gravidade da lesao inicial. Estas variagées s&o explicadas, em parte, pelo
carater subjetivo da avaliacdo histologica das lesbes pré-cancerosas e pela

diversidade das terminologias utilizadas (BIBBO, 1997).

2.2 ANATOMIA, HISTOLOGIA E CITOLOGIA DO APARELHO REPRODUTOR
FEMININO

O aparelho genital feminino € formado basicamente por vulva, vagina, utero,
trompas de Faldpio ou trompas uterinas e ovarios (RUBIN e FARBER, 1999).
O utero possui a forma de um cone ou péra, com a por¢ao mais volumosa

voltada para a porgéo superior do abdémen, recebendo o nome de corpo uterino e
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o vértice voltado para a porcao inferior do abdémen, em contato intimo com o
canal vaginal, recebendo o nome de colo uterino (STEVENS e LOWE, 2001).
Ainda como definicdo de colo uterino ou cérvice, tem-se: segmento do utero
situado acima da insercdo da vagina (por¢do supravaginal ou portio
supravaginalis) e em sua parte inferior, livre na cavidade vaginal, porgao
intravaginal (portio vaginalis) (LONGATTO FILHO e SILVA FILHO, 2000).

Anatomicamente, o colo do utero se divide em duas porgdes denominadas
de ectocérvice e endocérvice: a primeira revestida por epitélio pavimentoso
estratificado do tipo ndo queratinizado (malpighiano), o qual reveste tanto a
ectocérvice quanto a parede da vagina; e a segunda, correspondente ao canal
endocervical, que é revestido por epitélio colunar simples ou cilindrico,
predominantemente muciparo, que forma saliéncias e reentrancias, originando
formagdes glandulares, as quais armazenam em seu interior grande quantidade de
muco, produzido pelas células secretoras (LIRA NETO, 2000).

A JEC, porcdo anatdmica que coincide com o orificio cervical externo (OCE)
em colos denominados padrao, € o encontro dos epitélios pavimentoso e glandular
(LONGATTO FILHO e SILVA FILHO, 2000). Esta regido anatbmica também é
conhecida como Zona de Transformacado (ZT), terminologia originada na
colposcopia, quando predominam células escamosas metaplasicas (GOMPEL e
KOSS, 1997). Quando a JEC se projeta para fora do OCE, o processo € conhecido
como ectrdpio ou ectopia, e quando a mesma ¢é projetada para dentro do canal, o
processo € denominado de entrépio ou entopia (LIRA NETO, 2000).

Histologicamente, um corte da mucosa vaginal ou da ectocérvice mostra
trés extratos de células escamosas, que, partindo da membrana basal ou tecido
conjuntivo de sustentagcdo para a luz vaginal sdo denominados de camada
profunda, constituida por uma camada de células basais e varias de células
parabasais; extrato intermediario, constituido por varias camadas de células
intermediarias; e extrato superficial, constituido por varias camadas de células
superficiais (LIRA NETO, 2000). O processo de maturagao e diferenciagdo desse
epitélio € diretamente dependente de acdo hormonal ciclica de estrogénio e
progesterona, determinando o predominio de células de determinado grau de
diferenciagao celular, de acordo com a faixa etaria e a fase do ciclo menstrual em
que a mulher se encontra (STEVENS e LOWE, 2001).
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As células basais e parabasais sdo imaturas, aparecem em maior propor¢ao
em esfregacos de mulheres acima de 35 anos de idade, ou na presenca de
processos patoldégicos nos quais ocorra erosao superficial do epitélio, e
predominam em estados de baixa producédo de estrogenos como, por exemplo:
antes da menarca, no pds-parto e na pés menopausa (GOMPEL e KOSS, 1997).

As células basais dificilmente sado vistas em esfregacos citolégicos, a nao

ser em um processos patoldgicos extremamente erosivos, ou em carcinomas
anaplasicos, ou seja, com auséncia de diferenciagdo. Sdo células pequenas,
redondas ou ovais, com 10 a 12 um, porém com relagao nucleo/citoplasma (N/C)
elevada, e com cromatina em pequenos granulos e, ocasionalmente, com
pequenos nucléolos (CIBAS e DUCATMAN, 1996).

As células parabasais medem 12 a 30 um de diametro, com citoplasma

basdfilo e apresentam forma redonda ou oval. O nucleo mede cerca de 8 um, é
vesiculado e contém granulos de cromatina ou cromocentros, nucléolos sao vistos
raramente (BIBBO, 1997; MEISELS e MORIN, 1997).

As células intermediarias sdo achatadas, poligonais, com didmetro de 30 a

40um, o nucleo possui forma arredondada, cerca de 8 um, com cromatina
finamente granulosa, cromocentros e, ocasionalmente, cromatina sexual visivel. O
citoplasma é ciandfilo, com diversos pequenos vacuolos, rico em glicogénio, que
se cora em amarelo na coloragdo de Papanicolaou. Na presencga de bacilos de
Doderlein, estas células geralmente sofrem citolise, um processo peptolitico
normal (CIBAS e DUCATMAN, 1996).

As células superficiais medem 35 a 45 um de didmetro, sdo maduras,

poligonais, com citoplasma eosinofilico, achatado, delicado e transparente, com
pequeno nucleo picndético e muito denso, devido ao seu material nuclear se tornar
condensado e retraido. Estas células descamam, sobretudo como elementos
isolados. A forma revela uma consideravel rigidez do citoplasma devido a presenca
de filamentos de queratina ou tonofibrilas, que contribuem para o achatamento do
citoplasma durante a fase estrogénica (GOMPEL e KOSS, 1997). Um achado que
distingue a maturidade em certas células em rapida proliferacédo é a presenca de
granulos marrom-escuros intracelulares, chamados granulos querato-hialinos os
quais, segundo alguns autores, possuem lipidios e sdo estrogeno dependentes
(BIBBO, 1997).
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O epitélio que recobre a cavidade endocervical é formado por uma unica

camada de células cilindricas endocervicais, com funcao secretora e locomotora.

Estas células medem de 8 a 20 um, s&o alongadas, com citoplasma claro,
finamente vacuolizado e palidamente cianofilico, ocasionalmente preenchido por
muco. O nucleo € excéntrico e vesicular, possui cromatina finamente granular e
regularmente distribuida, podendo ser observados um ou dois nucléolos pequenos
(KOSS, 1992). Em esfregacos citologicos, dependendo do angulo sob o qual séo
observadas, aparecem alongadas ou arredondadas. Os aglomerados vistos pelo
polo apical oferecem um aspecto de “favo de mel”’, com nucleos redondos
circundados por uma coroa citoplasmatica arredondada. Vistas por suas faces
laterais, as células mostram uma disposicdo em “palicada”, com nucleo
arredondado e situado na sua porgéo basal (GOMPEL e KOSS, 1997).

As células endometriais sdo observadas normalmente em citologia cérvico

vaginal até o 12° dia do ciclo. Apds este periodo, seu aparecimento é associado a
processos patolégicos como, por exemplo: endometrite, pdlipos endometriais e
adenocarcinoma, ou devido ao uso de dispositivo intrauterino (DIU). Sdo células
pequenas, medem de 4 a 16 um, com citoplasma escasso, as vezes vacuolizado e
cianofilico. O nucleo é vesicular, redondo ou oval, de tamanho homogéneo, com
cromatina regularmente distribuida, pouco granular e geralmente sem nucléolos
visiveis. Arranjam-se em grupos coesos tridimensionais (MEISELS e MORIN,
1997).

2.3 ASPECTOS EVOLUTIVOS DO CANCER DO COLO UTERINO E SISTEMAS
DE CLASSIFICACAO

Em 1943, Papanicolaou desenvolveu uma classificagdo com o intuito de
transmitir o grau de risco de a paciente desenvolver um cancer, porém nao
estabeleceu nenhuma relagdo com a histologia (FOCCHI et al. 2000). Essa
classificacdo foi usada extensivamente no passado para reportar os achados em
citologia cervical, e era baseada no grau de certeza a respeito da presencga de
células malignas no esfregaco. Sua classificagdo divide-se em: Classe |, auséncia
de células anormais; Classe Il, células atipicas, porém sem evidencia de

malignidade; Classe Ill suspeita de malignidade, mas n&o conclusiva de
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malignidade; Classe |V, fortemente sugestiva de malignidade; e a Classe V
conclusiva de malignidade (WHO, 1988).

James Reagan (1953) prop6s nova nomenclatura, a de Hiperplasia Atipica,
que posteriormente passa a se chamar Displasia, referindo-se a uma lesao
constituida por células atipicas situadas no epitélio e que conserva certo grau de
estratificacdo para a superficie. A displasia foi dividida em trés graus de intensidade:
leve, moderada e severa. Reagan introduz também o conceito de dois novos tipos
de lesbes cervicais: 0 carcinoma in situ, precursor do carcinoma invasivo e lesdes
pré-cancerosas, considerando-as de evolugdo imprevisivel. A partir destes
conhecimentos, Reagan tentou estabelecer um comparativo entre a citologia e a
histologia, porém encontrou dificuldades, devido a variagdes oriundas da falta de
subjetividade dos resultados (MARTINS e PEREIRA, 2000).

Richart (1967) discordou da terminologia “displasia” de Reagan, insistindo no
potencial invasivo das lesbes epiteliais, independentemente do fendtipo das
anomalias, considerando que todas as lesdes precursoras representam um espectro
continuo de evolugcédo (RUBIN e FARBER, 1999). Assim, Richart propés o termo
Neoplasia Intraepitelial Cervical (NIC), em graus NIC | para displasia leve, NIC Il
para displasia moderada e NIC Ill para displasia acentuada, considerando que a
diferenciagao entre displasia acentuada e carcinoma in situ, ndo é reproduzivel na
pratica diaria com nenhum grau de consisténcia. Sua argumentagéo se baseou na
dificuldade de prever a evolugcado clinica de uma lesao pelo exame microscopico
citolégico ou histolégico (KOSS, 1989).

Em 1988, a partir de uma reunido de citologistas de todo o mundo na cidade
de Bethesda, nos Estados Unidos da América, surgiu uma nova classificagdo em
citologia cervical, a qual recebeu o nome de Tratado Sistema Bethesda (TBS). Seu
principal objetivo era garantir uma terminologia uniforme e melhorar a comunicagao
entre a triade do cancer cérvico-vaginal: citologia, histologia e ginecologia (KOSS,
1992) O Sistema Bethesda teve quatro enfoques principais: estabelecer a qualidade
do esfregaco; simplificar a classificagdo para Lesao Intraepitelial Escamosa (SIL)
subdividida em Lesao Intraepitelial Escamosa de Baixo Grau (LSIL) e Leséao
Intraepitelial Escamosa de Alto Grau (HSIL); classificagdo obrigatoria de no minimo
LSIL, quando houver alteracdo citopatica compativel com HPV; e criacdo de

nomenclaturas intermediarias denominadas Células Escamosas Atipicas de
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Significado Indeterminado (ASCUS), e Células Glandulares Atipicas de Significado
Indeterminado (AGUS) (KURMAN e SOLOMON, 1997).

Em abril de 1991, houve um novo encontro para avaliagdo do impacto do
Sistema Bethesda 1988, no qual ocorreram alguns ajustes, entre eles: uma
apreciagao sobre a qualidade da colheita do material cérvico-vaginal, avaliagao geral
do diagnéstico, e descricao para os esfregacos anormais. Para avaliar a adequacéao
da amostra, foram definidas trés categorias: Satisfatoria para avaliagao, Satisfatoria
mas limitada e Insatisfatéria para avaliagdo (KURMAN e SOLOMON, 1997).

O Sistema Bethesda foi atualizado em maio de 2001, e propbés que o laudo
citolégico cérvico-vaginal deveria informar: metodologia de coleta, se citologia
convencional ou citologia em meio liquido; adequacédo da amostra, satisfatoria ou
insatisfatoria; categorizagdo geral (opcional); e interpretacdo de resultados. Os
resultados da interpretacdo das amostras podem ser classificados como: negativo
para lesdo intraepitelial ou malignidade, e anormalidades em células epiteliais
escamosas ou glandulares (BETHESDA, 2001). As amostras s&o categorizadas
segundo a anormalidade mais significante. ASCUS passa a ser dividido em ASC-
US quando nao puder excluir LSIL, porém ainda n&o se pode caracteriza-la; e ASC-
H, quando n&o puder excluir HSIL bem caracterizada. A LSIL abrange displasia
leve/ NIC | e ou alteragdes citopaticas sugestivas de infecgdo por HPV; enquanto
HSIL abrange displasia moderada (NIC II), displasia grave (NIC lll) e Carcinoma in
situ (NIC Ill). Contudo, quando houver HSIL associada com pleomorfismo celular
consideravel, com sinais de diatese hemorragica e/ou tumoral, necrose epitelial,
micro ou macronucléolos, achados suspeitos a favor de invasao, é classificado como
HSIL — ndo se pode excluir invasdo (BETHESDA, 2001). AGUS mudou para células
glandulares atipicas (AGC), ou seja, considera-se que sao células possivelmente
neoplasicas, devendo-se especificar a origem celular, se endocervical ou
endometrial, quando possivel. Se houver critérios de malignidade, o
adenocarcinoma deve ser especificado se in situ ou invasor quando possivel,
procurando identificar também a sua origem. O adenocarcinoma de endocérvice é
apresentado com descricdes para as fases in situ e invasor e o adenocarcinoma de
endomeétrio, por outro lado, € descrito sem distincdo de sua fase de evolugao
(BETHESDA, 2001).

A Nomenclatura Brasileira para Laudo Citopatoldgico Cervical (NBLC) foi

implantada nacionalmente em laboratérios credenciados pelo Sistema Unico de
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Saude (SUS), a partir do segundo semestre do ano de 2003 (BRASIL, 2003).
Baseia-se no Sistema Bethesda 2001, porém com a introdugédo de novos conceitos
estruturais e morfolégicos na busca de um melhor desempenho laboratorial. As
principais alteracées da NBLC, em relagdo ao BETHESDA 2001, s&o: avaliagao
pré-analitica; na qual, a rejeicdo da amostra deve ser especificada, se €& por
causas alheias e anteriores a chegada do material ao laboratério ou relacionada a
colheita, coloragao ou microscopia. A adequabilidade da amostra, se satisfatéria
ou insatisfatéria, refere-se a representatividade, boa distribuicdo celular, fixacdo e
coloracdo, de tal modo que sua visualizacdo permita uma conclusdo. No
diagndstico descritivo, a categoria alteragdes celulares benignas foi excluida, pois,
segundo a NBLC, ndo se aplica a realidade brasileira. Houve inclusdo de uma
categoria separada para todas as atipias de significado indeterminado, e da
categoria de origem indefinida, destinada a situagdes onde n&o se consegue
estabelecer com clareza a possivel origem das células atipicas. Estes casos
abrangem atipias de células escamosas possivelmente n&o neoplasicas e néo se
pode afastar HSIL; atipias de células glandulares possivelmente ndo neoplasicas e
nao se pode afastar HSIL; e, de origem indefinida possivelmente ndo neoplasicas
e nao se pode afastar HSIL (BETHESDA, 2001).

2.4 DOENGCAS SEXUALMENTE TRANSMISSIVEIS (DST) E CITOLOGIA
CERVICO-VAGINAL

O exame de Papanicolaou € um exame de baixo custo, que pode ser
empregado tanto para a pesquisa de lesdes pré-malignas ou de malignidade,
como para o rasteio de agentes das DST. No Brasil, o uso de metodologias
especificas em programas de saude para a pesquisa de agentes microbiologicos
causadores destas doencgas ainda € incipiente. A sugestdo de ocorréncia das DST
pelo método de Papanicolaou da-se, ou pela observacdo direta dos
microorganismos, ou por alteragdes citopaticas especificas provocadas por certos
microorganismos. De um modo geral, este exame tem graus de sensibilidade e
especificidade considerados aceitaveis (PANUCO et al., 2000).

Recomenda-se um exame anual em mulheres sexualmente ativas, como

preventivo do carcinoma cervical. Porém, pacientes com histéria de DST devem
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realizar o exame mais freqientemente, devido ao risco aumentado de cancer
cervical, principalmente porque estas doencas, de modo geral, oportunizam
infecgdes pelo HPV, reconhecidamente carcinogénico (CDC, 2007).

A microbiota vaginal normal & colonizada por bacilos de Ddderlein ou
lactobacilos, principalmente o Lactobacillus acidophilus, responsavel pela
manutencdo do pH vaginal acido, normalmente entre 4 e 5, através da producéao
de acido lactico e perdxido de oxigénio, desfavorecendo assim o desenvolvimento
de patégenos (LONGATTO FILHO e SILVA FILHO, 2000).

Considera-se como vulvovaginite toda manifestacao inflamatéria e/ou
infecciosa do trato genital feminino inferior. Os microrganismos mais
frequentemente envolvidos sdo: Candida spp, Trichomonas vaginalis, Gardnerella
vaginalis e Mobiluncus spp (VAN DICK e MEHEUS, 2000).

A candidiase é a infec¢ao fungica mais frequiente do trato genitourinario, nao
apresentando limitagao epidemioldgica, pelo fato de ocorrer, na maioria das vezes,
em pacientes predispostas a um super crescimento de sua propria microbiota. As
espécies do género Candida sao amplamente envolvidas em casos de
vulvovaginites, sendo que a C. albicans é responsavel por aproximadamente 85%
dos casos, e outros sao devidos principalmente a C. glabrata, C. tropicalis e C.
Krusei. No entanto, eventualmente, algumas outras espécies de leveduras também
podem colonizar o trato genital feminino. No método de Papanicolaou, pode-se
observar pseudo-hifas e células leveduriformes isoladas ou em pequenos grupos
(LONGATTO FILHO e SILVA FILHO, 2000).

A vaginose bacteriana esta associada com a substituicdo dos lactobacilos
por microorganismos como Gardenerella vaginalis e espécies bacteridides como
Micoplasma spp e Mobiluncus spp (BETHESDA, 2001). A coloragdo de
Papanicolaou permite a deteccdo de Gardenerella vaginalis e Mobiluncus spp,
incluindo espécies: Mobiluncus curtisii e Mobiluncus mulieris em amostras
cervicais e a sua diferenciacdo em relagdo ao padrdo lactobacilar. No material
citolégico sugestivo de infeccdo por G. vaginalis, observa-se bactérias dispersas
como poeira entre as células epiteliais e formacao de “clue cells”, células cobertas
por pequenas formacgbes coco-bacilares aparentemente ligadas as células
cariopicnéticas por uma de suas extremidades, com limites pouco nitidos, os quais
tém valor diagnostico confirmado em 90% dos casos com culturas positivas

(GOMPEL e KOSS, 1997). Ja em casos de infecgao por Mobiluncus spp incluindo
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as espécies Mobiluncus curtisii e Mobiluncus mulieris, ao microscopio sob objetiva
de imersdo (1000x), observam-se delicados bacilos sobre as células epiteliais,
conferindo as mesmas um aspecto de toalha felpuda, e a denominagao de “comma
cells”, sem distingdo entre as espécies (LONGATTO FILHO e SILVA FILHO,
2000).

O Trichomonas vaginalis € um protozoario unicelular flagelado, de formato
ovoide ou piriforme, que mede em geral 10 a 30 ym de comprimento por 7 um ou
mais de largura, e que se movimenta por rotacdo e oscilagéo, através de 3 a
5 flagelos, juntamente com uma membrana ondulante que possui na parte anterior
do corpo. A via de transmissdo é predominantemente sexual, e a infecgao
desenvolve-se preferencialmente no epitélio escamoso, destruindo as células por
acao direta, sendo que a reacdo do hospedeiro se manifesta com intensa resposta
inflamatdria, proliferacdo de capilares subepiteliais e micro-hemorragias. A
cervicocolpite decorrente esta associada a diminuicdo da acidez de uma
microbiota mista normalmente cocoide e as vezes associada a Leptothrix spp,
bactéria gram negativa com morfologia em estruturas finas, alongadas e
segmentadas, normalmente comensais da microbiota vaginal. A coloragdo de
Papanicolaou mostra-se extremamente vantajosa para a identificagdo de T.
vaginalis, sendo amplamente utilizada em programas de rasteio de cancer cervical
(LARA-TORRE e PINKERTON et al., 2003).

A Chlamydia trachomatis € uma bactéria gram negativa, intracelular
obrigatoria, reconhecida principalmente nos paises desenvolvidos, como 0 mais
comum dos patdogenos sexualmente transmissiveis. Em mulheres, esta bactéria
esta envolvida em casos de doengas inflamatéria pélvica, gravidez ectopica e dor
pélvica crénica. Em aproximadamente 50% dos casos, as pacientes acometidas
podem ser completamente assintomaticas durante anos, podendo se tornar
inférteis (CHAN et al., 2000).

Os critérios para a sugestdo de infecgdo por C. trachomatis através do
exame de Papanicolaou, envolvem a identificacdo de inclusbes citoplasmaticas,
que representam os diferentes estagios do ciclo de vida da bactéria usualmente
presentes no interior de células metaplasicas e, ocasionalmente, de células
endocervicais (GRUPTA et al., 1979). A citologia evidencia pequenos elementos
no centro de um ou mais vacuolos citoplasmaticos com contornos nitidos.

Posteriormente, as células mostram multiplos pequenos vacuolos bem delimitados
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e contendo inclusdes eosinofilicas constituidas pela condensacdo de particulas
desta bactéria, conferindo a célula um aspecto de “mordedura de traga” ou “moth
eaten” (BIBBO, 1997).

2.5 PAPILOMAVIRUS HUMANO (HPV)

Os HPV compdem um grupo heterogéneo de virus DNA, com mais de 100
diferentes tipos ja identificados através de técnicas de biologia molecular. Cerca de
95% dos tumores malignos cervicais e de suas lesdes precursoras contém o
material genético de alguns gendtipos de HPV (LONGATTO FILHO e SILVA
FILHO, 2000). Aproximadamente 40 tipos afetam o trato genital humano. Os HPV
de baixo risco (6, 11, 30, 42, 43 e 44) sdo mais encontrados em LSIL, os de risco
intermediario (31, 33, 35, 39, 51, 52, 58 e 61) sdo mais encontrados em HSIL e,
com menor frequéncia, em carcinoma, enquanto, os de alto risco (16, 18, 45 e 56)
aparecem em HSIL e em carcinomas, que se apresentam sempre como lesdes
monoclonais (SOLOMON e NAYAR, 2001). Atualmente, a correlagdo entre a
infeccao pelo HPV, lesdes intra-epiteliais de colo, vagina e vulva e carcinomas
invasores é fato amplamente aceito (FOCCHI et al., 2000). Porém, o cancer
cervical nao se desenvolve em todas as mulheres infectadas pelo HPV, sendo que
a presenca de tipos mais agressivos e carcinogénicos de virus como os HPV 16 e
18, pode nao ser suficiente para contribuir para o desenvolvimento de lesdes de
baixo grau, que possam, posteriormente, progredir a lesées de alto grau (DAS
DORES et al 1999). Diferentes co-fatores participam da génese do cancer uterino
como: numero de parceiros sexuais, inicio da atividade sexual em idade precoce,
fumo, uso de anticoncepcionais, causas genéticas e imunoldgicas. Além disso, a
transmissao pode ser facilitada pela presenca de superficies escarificadas ou
maceradas e oportunizar a infecgdo por outros agentes causadores de DST
(MEISELS e MORIN, 1997).

Quando o HPV infecta uma célula, pode ser eliminado, ficar latente ou
produzir infec¢ao clinica ou sub-clinica ativa ou, ainda, integrar seu genoma ao da
célula hospedeira imatura, impedindo sua diferenciagdo e maturagdo (MARTINS e
PEREIRA, 2000).
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A infeccao pelo HPV pode ser sugerida principalmente pela observagao de
células coilociticas. Os coilocitos sdo células escamosas superficiais ou
intermediarias, em geral com volume aumentado, e com o nucleo excéntrico,
rodeado por zona clara irregular, que apresenta aspecto vazio e ocupa grande
parte do citoplasma. Na periferia da area clara perinuclear, o citoplasma € denso,
de coloracao eosinofilica ou cianofilica. Os coil6citos podem conter um ou mais
nucleos grandes, hipercromaticos, discretamente irregulares, com a cromatina
densa, granulosa e grosseira. Além destas alteragdes celulares tipicas de infecgao
pelo HPV, ocorrem também células discaridticas, com aumento da relacéo
nucleo/citoplasma, cariomegalia, hipercromasia e/ou distribuicdo irregular da
cromatina (GOMPEL e KOSS, 1997). Segundo MEISELS (1997), outra alteragao
citolégica que pode ser atribuida ao virus, € a disceratose, caracterizada por
aglomerados densos de pequenas células alongadas ou elipticas, nucleo denso,

cromatina mal definida, e com citoplasma orangeofilico.

2.6 ALTERACOES REATIVAS OU REPARATIVAS, INFLAMACAO OU
PRESENCA DE ORGANISMOS

Compreendem alteracdes reativas ou reparativas, processos decorrentes de
respostas na presenga de organismos responsaveis por infeccdo e a infiltrados
inflamatorios. Frequentemente estdo associados a trauma, estimulo hormonal ou
radiacdo, que podem ser tdo exuberantes que mimetizam lesdes escamosas ou
glandulares (KURMAN e SOLOMON, 1994; CIBAS e DUCATMAN, 1996).

A inflamagao serve para destruir, diluir ou isolar o agente causador da injuria,
mas, por outro lado, pde em movimento uma série de eventos que, sempre que
possivel, cicatrizam e reconstituem o tecido danificado. O reparo pode comecar
durante as primeiras fases da inflamagdao quando o processo é extenso, mas se
completa geralmente apdés a neutralizacdo da causa da injuria (KOSS, 1992;
KUMAR et al., 2005).

Na inflamacdo, as células escamosas maduras reativas mostram discreto
aumento nuclear, geralmente a area do nucleo ndo € mais do que duas vezes maior
que a de uma célula intermediaria normal. Ocasionalmente s&o vistas células bi ou

multinucleadas. Pode haver discreta hipercromasia, mas a cromatina é finamente
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granular e uniformemente distribuida (KURMAN e SOLOMON, 1994; CIBAS e
DUCATMAN, 1996).

Durante o reparo ativo, as amostras mostram lengois de células imaturas
alongadas, com nucleo aumentado, cromatina palida e macronucléolos
proeminentes, além de mitoses ocasionais, sendo que os dois ultimos refletem a
sintese ativa de proteinas nas células de crescimento rapido, na tentativa de reparar
o tecido danificado. As células de reparo apresentam manuteng¢ao da polaridade, os
lengdis formados sdo coesos, com bordos citoplasmaticos indistintos e, geralmente,
ha auséncia de células isoladas anormais (CIBAS e DUCATMAN, 1996; BIBBO,
1997; MEISELS e MORIN, 1997). Como regra, a cromatina é finamente granular,
regularmente distribuida e ndo hipercromatica (BIBBO, 1997).

Utiliza-se o termo metaplasia para descrever uma transformacéao reversivel de
um tipo adulto de tecido em outro tipo geralmente também adulto, mantendo certas
caracteristicas morfolégicas de ambos, que ocorre com o objetivo de melhor
adaptacdo para a protegdo a determinados agentes agressores (KOSS, 1992;
KUMAR et al., 2005). Pode representar também uma substituicdo adaptativa de
células mais sensiveis a estresse por outras capazes de resistir melhor ao ambiente
adverso (STEVENS e LOWE, 1996; KUMAR et al.,, 2005). Varios estudos de
microscopia eletronica mostram que as células de reserva do epitélio endocervical
tém o potencial de se diferenciar tanto em células endocervicais produtoras de
muco, quanto em células escamosas. A metaplasia cervical escamosa €
representada por um espectro de alteragdes epiteliais, com células em varios graus
de maturidade. As células tendem a ser isoladas, com bordos distintos, redondas,
ovais ou poliédricas. No citoplasma ha coloracdo mais densa na zona mais externa
ou ectoplasma, e uma zona mais clara perinuclear ou endoplasma. Os nucleos sao
relativamente pequenos, redondos ou ovais, centralizados e uniformes, com
cromatina finamente granular, semelhantes aos de células endocervicais (BIBBO,
1997).
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2.7 ALTERAGCOES MORFOLOGICAS INDICATIVAS DE ANORMALIDADES
EPITELIAIS CERVICAIS

2.7.1 Células Escamosas Atipicas (ASC)

As alteragdes celulares sdo sugestivas de uma lesao intraepitelial escamosa,
Ou seja, sdo mais marcadas que aquelas dos processos reativos, mas sao
quantitativamente ou qualitativamente insuficientes para uma interpretacao definitiva
(BETHESDA, 2001). Nas células alteradas, os nucleos podem estar duas e meia a
trés vezes maiores que os de células intermediarias normais, com discreta
hipercromasia, cromatina continua e regularmente distribuida, sem granulosidade. O
contorno nuclear geralmente ¢€ liso, fino e bem delimitado, mas pode ser levemente
irregular (MEISELS e MORIN, 1997).

2.7.2 Lesao Intraepitelial Escamosa de Baixo Grau (LSIL)

Engloba alteragdes celulares associadas a efeitos citopaticos do HPV, ou
seja, atipia coilocitica e displasia leve ou NIC | (BETHESDA, 2001). As células
ocorrem isoladas ou em lencois e predominam as discariéticas do tipo intermediaria
ou superficial com caracteristicas de maturidade. Os nucleos sdo redondos ou ovais,
estdo aumentados em cerca de trés vezes o tamanho de uma célula intermediaria
normal, porém ha moderada variagdo no tamanho e na forma nuclear
ocasionalmente acompanhada de bi ou multinucleagcdo. A membrana nuclear em
geral € lisa e claramente discernivel, e a cromatina é finamente granular ou reticular
(CIBAS e DUCATMAN, 1996; MEISELS e MORIN, 1997).

2.7.3 Lesao Intraepitelial Escamosa de Alto Grau (HSIL)

Compreende displasia moderada ou NIC I, displasia acentuada ou NIC Ill e
carcinoma in situ. As células sao predominantemente redondas ou ovais, com
citoplasma de aparéncia imatura, delicada ou densa, e podem ocorrer sozinhas, em
agregados sinciciais ou em fila indiana. Algumas das lesbes podem possuir células

com citoplasma abundante e anormalmente queratinizado, com nucleos grandes e
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hipercromaticos, cromatina borrada, pleomorfismo, anisocariose e hipercromasia.
Ocorre aumento na relagao nucleo/citoplasma, a cromatina € granular ou mostra
bandas irregulares e cromocentros distribuidos regularmente. Os nucléolos s&o
pequenos ou nao estéo visiveis. A membrana nuclear € muitas vezes irregularmente
corada (MEISELS e MORIN, 1997).

2.7.4 Carcinoma Escamoso Invasor

Fendmenos inflamatdrios e necréticos na superficie do tumor refletem no
aspecto dos esfregacos, e podem obscurecer as células cancerosas, com frequéncia
pobremente preservadas. As formas celulares redondas ou ovais sdo numerosas,
podendo ser predominantes as células cancerosas, que mostram em geral
acentuado pleomorfismo, com aberragdes nucleares e citoplasmaticas. As células
estdo geralmente arranjadas em agregados sinciciais, nos quais possuem bordos
indistintos, podendo demonstrar polaridade alterada. Outro achado comum €& a
presenca de grandes lengdis de células ou fragmentos de tumor. Esses grupos sao
muito espessos e deve-se procurar por células cancerosas isoladas para confirmar o
diagnostico. A configuracdo nuclear estda em parte relacionada com a forma da
célula. O carcinoma invasor tem a maior propor¢ao de formas nucleares nao
isodiamétricas. A cromatina € densa e distribuida em blocos irregulares, sendo que

volumosos nucléolos estao freqientemente presentes (MEISELS e MORIN, 1997).

2.7.5 Células Glandulares Atipicas (AGC)

Refere-se a células endocervicais ou endometriais que mostram atipias
nucleares mais evidentes em relagdo as de alteragdes reativas ou reparativas, mas
que nao apresentam achados inequivocos de adenocarcinoma. As células ocorrem
em pequenos grupos, com bordos mal definidos e minima alteragdo da polaridade,
com sobreposicdo nuclear e citoplasma escasso. Os nucleos estdo pouco
aumentados, embora sejam, algumas vezes, trés a cinco vezes maiores que em
células endocervicais normais. Podem ser vistos nucléolos pequenos e
hipercromasia discreta. A cromatina, em geral, € regularmente distribuida (CIBAS e
DUCATMAN, 1996; AUSTIN e RAMZY, 1998).
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2.7.6 Adenocarcinoma in situ (AlS)

Sao vistos lencois de células glandulares endocervicais malignas
compactadas ou amontoadas, e grupos circulares conhecidos como rosetas, com
sobreposi¢ao nuclear e perda de polaridade. Os nucleos geralmente séo grandes e
hipercromaticos, com presenga de macronucléolos. A cromatina tem padrao
grosseiramente granular e € regularmente distribuida, podendo estar presentes

corpos apoptéticos e figuras de mitose (BETHESDA, 2001).

2.7.7 Adenocarcinoma Invasor

Existem algumas caracterisitcas morfoldégicas que permitem a diferenciagao
do adenocarcimoma invasor entre endocervical e endometrial, porém a origem
celular nem sempre é evidenciada. Em amostras citologicas, as células cancerosas
geralmente aparecem em grupos, que podem ser compactos, redondos, papilares
ou arranjados em rosetas. Os nucleos mostram tamanho aumentado, anisocariose e
hipercromasia. As células isoladas podem manter a forma colunar, mas
frequentemente s&o redondas, ovais ou com formas irregulares. As principais
alteracbes ocorrem nos nucleos que sdo aumentados, hipercromaticos, com
cromatina grosseiramente granular e podem apresentar nucléolos grandes,
evidentes e, as vezes, multiplos. A distingdo entre AIS e adenocarcinoma invasor na
citologia ocorre pela presenga de necrose e pela intensidade e caracteristicas das

anomalias citologicas (KOSS, 1992).

2.8 METODOS DE COLETA E PREPARAGCAO DO MATERIAL

Para garantir uma boa qualidade da amostra, deve-se seguir algumas
recomendagdes, como, por exemplo, instruir a paciente para que nao use duchas
vaginais ou qualquer tipo de lubrificante, e que ndo tenha relagbes sexuais 24
horas antes do exame. N&o se deve fazer coleta de amostra durante a

menstruagao devido a grande quantidade de sangue que inviabiliza a avaliagao da
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amostra e, se houver muito muco ou material purulento, esse deve ser removido
suavemente com um “swab” ou gaze antes de ser feita a coleta. (CAPURRO et al.,
2002).

Basicamente, duas sdo as formas de coleta usadas em citologia genital:
exfoliativa que consiste em recolher as células que descamam espontaneamente no
fundo do saco posterior da vagina; e abrasiva, na qual é feita uma raspagem da
mucosa de modo que as ceélulas se soltem do epitélio (OPAS, 1990).

Os instrumentos mais utilizados para a coleta da citologia cérvico-vaginal,
sdo: escova cilindrica endocervical plastica ou de “nylon”, escova cbnica e espatula
de Ayre que, pela suas formas, permitem a coleta da superficie da ectocérvix e da
endocervix, na regido da jungédo escamo-colunar (JEC).

Existem varios métodos de coleta para o preparo de esfregacos, cada qual
tem um valor especifico para seu préprio objetivo na triagem de cancer ou avaliagéao
hormonal. Os métodos mais utilizados sao: coleta convencional (coleta dupla ou
triplice) e coleta em meio liquido.

Na coleta triplice (VCE), colhe-se material de trés areas na mesma lamina,
onde: V é o material coletado da parede lateral superior da vagina ou fundo de
saco vaginal; C da ectocérvice incluindo a JEC; E do canal endocervical, buscando
uma representatividade celular de todo o trato genital feminino.

Na coleta dupla, colhe-se material da endocérvice e ectocérvice, incluindo a
JEC. O Ministério da Saude do Brasil, em 1996, elaborou um projeto-piloto para o
controle do cancer do colo uterino, utilizando a técnica de colheita dupla com
amostras da ectocérvice e JEC com espatula de Ayre, e do canal endocervical
com a escova cilindrica, colocadas em uma unica lamina, deixando de colher
amostras do fundo de saco vaginal (INCA 2007).

A identificacdo deve ser realizada no momento da colheita: com grafite na
extremidade fosca da lamina de microscopia ou com ponta de diamante em Iaminas
lisas.

Depois de realizada a coleta, o material deve ser espalhado sobre a lamina de
modo regular, com boa espessura e rapidamente para evitar a dessecacéo e,
consequentemente, preservar o estado morfologico das células. Toda a superficie
do instrumento de coleta deve estar em contato com a lamina, para garantir a

transferéncia de porcao representativa do material. O material deve ser espalhado
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de modo regular, num unico sentido, ocupando uma regido determinada para cada
local de coleta.

A fixacdo dos esfregagos deve ser imediata para evitar dessecagao, que
deforma as células e altera suas afinidades tintoriais. O etanol 95% é um fixador
de escolha, porque nao é téxico e apresenta um baixo custo. Atua desnaturando
as proteinas e os acidos nucléicos, tornando-os insoluveis e estaveis. Os métodos
de fixacdo sao divididos em trés categorias: fixagdo umida, onde a lamina é
mergulhada em um tubete contendo etanol 95% e encaminhada ao laboratério, o
tempo minimo de fixagdo € 15 min; fixagdo umida com subsequente secagem ao
ar, para facilitar o transporte da lamina; e fixacao por nebulizagdo ou cobertura do
esfregaco com solugdo de polietilienoglicol (Carbowax®) em etanol ou alcool
isopropilico. No caso, de nebulizagédo, esta deve ser feita a cerca de 30 cm da
lamina para evitar a formacgao de artefatos de imagem. O polietilenoglicol protege
as células, formando uma pelicula sobre as mesmas. Antes da coloragao, as
laminas devem ficar mergulhadas em etanol 95% para completar a fixagao e para
retirar a camada de polietilenoglicol (BIBBO, 1997).

A coloragdo de Papanicolaou, universalmente empregada na citologia
oncotica, é policrobmica, o que permite a diferenciagdo das células em eosindfilas e
ciandfilas devido ao processo de oxido-redugao, que ocorre na superficie da célula
(PUNDEL e LICHTFUS, 1957). O corante nuclear é a hematoxilina que, por
oxidacao pelo 6xido de mercurio, se transforma em hemateina, corando o nucleo em
azul apés mordacagem pelo alumem de potassio. O Orange G, a eosina, o verde luz
e o marron de Bismark sdo corantes citoplasmaticos. O método da coloragao
consiste nas seguintes fases: hidratagdo, coloragdo nuclear, desidratagdo e
coloracéo citoplasmatica. Esta coloragdo tem como objetivos a definicdo de detalhes
estruturais do nucleo e a transparéncia celular, obtida através da passagem dos
esfregacos em etanol em concentragdes decrescentes e crescentes, em fases de
hidratagdo e desidratagéo, respectivamente, e pelo uso de xilol (GOMPEL e KOSS,
1997). Muitas modificagbes da coloragao original de Papanicolaou (1942) foram
propostas, e diferem basicamente quanto a intensidade da coloragdao nuclear e
citoplasmatica. A coloragdo de Shorr, complementada pela Hematoxilina de Harris
proposta por Pundel (1957), também oferece bons resultados na citologia oncdtica,
porém, foi preconizada para avaliagdo hormonal, através de uma boa diferenciacao

entre células escamosas parabasais, intermediarias e superficiais.
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Apos a coloragao, as laminas devem ser montadas de forma permanente,
utilizando um liquido de montagem, entre lamina e laminula, que protegera as
células contra danificagdo mecénica, artefatos de secagem ao ar, e perda da
coloracdo. Assim, as laminas poderao ficar estocadas no escuro por longo periodo
de tempo. Para escolher o meio de montagem, deve-se analisar o indice de
refratividade da lamina e laminula e do liquido, para que este nao cause distorgcoes
morfolégicas nas células. Varios meios de montagem vém sendo usados em
citologia, como: Entellan®, balsamo do Canada, balsamo sintético, verniz automotivo

e outros.

2.9 CITOLOGIA CONVENCIONAL

O uso combinado de espatula de Ayre e de escova endocervical tem
demonstrado bons resultados, e por isso, € a técnica de escolha para a citologia
cérvico-vaginal convencional (BOON et al. 1989). A qualidade do esfregaco neste
exame pode ser melhorada, coletando-se primeiro da regidao da JEC e depois da
endocérvice, evitando-se a presenga de grande quantidade de hemacias e
leucéceitos, que podem prejudicar a avaliagdo do material. A espatula de Ayre deve
ser levemente introduzida no canal endocervical, girando-se 360° para coletar
material de toda a regido, incluindo JEC e ectocérvice. Na sequéncia, o material
deve ser transferido para uma lamina de maneira delicada e uniforme, evitando-se
a formacao de artefatos. Para coletar material do canal endocervical, introduz-se a
escova endocervical no canal, girando-se 360° para evitar uma abrasao
excessivamente vigorosa com sangramento (PARAISO et al. 1994). Ao se coletar
material pelo método convencional, obtém-se entre 600.000 a 1,2 milhdo de
células epiteliais, mas apenas 20% destas células coletadas vao para a superficie
da lamina de microscopia, e o restante, que fica aderido a espatula/escova, sera
descartado (HUTCHINSON et al. 1994).

Distribui-se 0 material sobre a lamina e procede-se a fixagdo rapidamente,
para que as células continuem bem preservadas. Alguns estudos mostram que a

distribuicado do material em duas Iaminas de microscopia detecta mais alteracoes
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do que quando se emprega apenas uma, pois uma quantidade maior de células,
melhor preservadas e fixadas, € avaliada (NEIDT et al., 1996).

Para aumentar a coleta de células do canal endocervical e,
consequentemente, a detecgao de lesdes glandulares endocervicais, empregou-se
modificagcdes no formato dos instrumentos de coleta como, por exemplo, a
espatulas de Aylesbury e de Szalay (RAMMOU-KINIA et al, 1991; MCGOOGAN et
al, 1998).

O uso de escovas modelo vassoura ou “broom like samplers” permite com
apenas um instrumento a coleta simultanea da ectocérvice, JEC e endocérvice,
sendo uma opgao para a coleta convencional (MCGOOGAN et al.,1998),

A coleta da amostra cérvico-vaginal apos a retirada do muco e restos
celulares da superficie cervical com um cotonete de celulose aumenta a
sensibilidade do exame convencional de Papanicolaou (OBWEGESER e BRACK,
2001).

2.10 CITOLOGIA EM MEIO LIQUIDO

A citologia em meio liquido surgiu para atender as demandas de escrutinio
computadorizado feito pelos aparelhos automatizados para citologia cérvico-
vaginal (TAKAHASHI e NAITO, 1997). Para viabilizar a leitura das laminas por
computadores, era necessario um preparado que apresenta o menor numero
possivel de artefatos e sobreposi¢des celulares (MCGOOGAN e REITH, 1996).
Esta metodologia € o resultado de mais de uma década de pesquisas, na busca de
um unico meio, com condicdes de preparo citologico de exceléncia em fixagao,
preservagao celular e também adequado para estudo biomolecular (VELASCO,
2001).

Existem varias metodologias de preparo de citologia em meio liquido, como:
DNA-Citoliq® (Digene-Brasil), Thin Prep® (Cytyc Corp., USA), Autocyte® (Tripath,
USA). A United States Food and Drug Administration (FDA) aprovou a metodologia
de base liquida Thin Prep® (Cytyc Corp., USA) em 1996 e Autocyte® (Tripath,
USA) no ano de 1998 como uma alternativa ao exame de Papanicolaou

convencional, para a triagem do cancer cervical (FERENCZY e FRANCO, 2001).
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Sao técnicas de preparacdo de amostras que diferem no uso dos reagentes
preservativos e protocolos de citopreparacao. As técnicas de Thin Prep® e DNA-
citolig ® apresentam a mesma forma de preparacao, através de uso de filtros e
vacuo, sendo a lamina preparada por impressdo do material. Na técnica de
Autocyte® a amostra é preparada por citocentrifugagédo (GRUPTA et al, 2001).

O método de coleta da citologia em meio liquido consiste em usar uma
unica escova de forma aproximadamente cénica, no caso da DNA-citoliq ®, a qual
possui extremidade destacavel e desenho anatdmico que se encaixa perfeitamente
ao OCE, permitindo a esfoliacdo de células do exocérvice, da JEC e do
endocérvice. A haste da mesma, apds a coleta de material cérvico-vaginal, é
quebrada de forma a ser acomodada em um tubo de material plastico descartavel
com capacidade para 10 ml, contendo liquido preservante e/ou fixador, que
permite a posterior preparagdo do material citolégico em lamina de microscopia.
Toda a celularidade do material recolhido fica, assim, disponibilizada de forma
homogénea e randdbmica, bem como, se tem a possibilidade da preparar varias
laminas (CIBAS e DUCATMAN, 1996).

2.11 ADEQUADAGAO E ESCRUTINEO DA AMOSTRA

Segundo o Sistema Bethesda, a adequacdo da amostra € o componente
isolado mais importante da garantia de qualidade deste sistema. A presenca dos
componentes escamoso e endocervical garante representatividade da ZT. As
mudangas pré-malignas e malignas ocorrem nesta area e, portanto, esta € a
principal regido que deve estar representada para se detectar a grande maioria das
anormalidades (BIBBO, 1997).

No Sistema Bethesda 1991, a amostra é considerada “satisfatoria para
avaliagado” quando mais de 10% da lamina estiver coberta com células escamosas
bem preservadas, e apresentar no minimo dois grupamentos de células glandulares
ou metaplasicas compostos pelo menos de 5 células cada um. Porém, em casos de
epitélio atrofico, a auséncia desses componentes pode ndo afetar a adequacao da
amostra, sendo a mesma considerada satisfatéria para avaliagdo. Quando a amostra

apresentar auséncia de dados pertinentes a paciente como: idade, data da ultima
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menstruacdo, informagdes adicionais apropriadas, como o wuso de DIU,
anticoncepcionais, presenca de sangue, inflamacdo acentuada, areas densas,
fixacado pobre, artefatos de fixacdo, contaminagao e/ou outros fatores que obstruirem
a visualizagcdo e a interpretacdo de aproximadamente 50 a 75% das células
epiteliais, e ainda auséncia de células endocervicais ou metaplasicas, tornam a
amostra “satisfatoria, porém, limitrofe”. A amostra é considerada “insatisfatéria para
avaliacdo” quando nado apresentar estes critérios para a adequacdo (THE
BETHESDA COMMITEE, 1993).

O Sistema Bethesda 2001 elimina a categoria limitrofe, ficando apenas a
categoria satisfatéria, a qual deve apresentar indicadores de qualidade. Os
elementos usados para determinar a adequagao da amostra sao: identificacdo da
paciente; informagdes clinicas relevantes; composicdo celular, amostra
representativa da JEC e interpretabilidade técnica. Essa categorizagdo para
adequagao da amostra aplica-se tanto para citologia convencional como em meio
liquido. A amostra € considerada satisfatéria quando a I&mina n&do esta danificada e
esta corretamente identificada, vem acompanhada de informagdes clinicas
relevantes, apresenta fixacdo e coloragdo de boa qualidade, e possui numero
adequado de células representativas dos dois epitélios: na citologia convencional
deve ter entre 8.000 e 12.000 células escamosas bem conservadas e bem
visualizadas, além de no minimo 10 células da ZT (endocervicais ou metaplasicas)
isoladas ou em grupos; enquanto na citologia em meio liquido deve-se ter no minimo
5.000 células escamosas bem preservadas e visualizadas, além de 10 células da
ZT. A amostra pode ser considerada satisfatoria, porém com limitacbes por:
auséncia de informacodes clinicas; razdes impeditivas da interpretagao de 50 a 75%
das células epiteliais ou por auséncia de componentes da endocérvice e/ou ZT.
Deve haver descricdo em nota no laudo, relatando o fato. A amostra é considerada
insatisfatéria quando ndo ha identificacdo da paciente, ou lamina quebrada; com
obscurecimento de grande parte do esfregacgo dificultando a interpretacédo de 75%
ou mais das células epiteliais, ou mesmo quando os componentes celulares
cobrirem menos de 10% da superficie da lamina. A designacao insatisfatoria indica
que a amostra ndo é confiavel para a deteccdo de anormalidades epiteliais cervicais
(BETHESDA, 2001).
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2.12 MEIOS PARA PRESERVACAO E FIXACAO CELULAR

A finalidade do fixador € preservar as caracterisitcas morfologicas e
macromoleculares dos tecidos ou células, para posterior armazenamento ou
analise. Isto depende de mecanismos fisicos-quimicos, nos quais os componentes
macromoleculares dos tecidos e das células passam por um processo de
insolubilizagdo, causando sua estabilizagdo e inativagdo. Agem primeiramente
incapacitando biomoléculas intrinsecas, particularmente enzimas proteoliticas, e
em seguida atuam protegendo a amostra de danos extrinsecos (JUNQUEIRA e
CARNEIRO, 1991).

A fixacdo tem funcdo de impedir a autolise ou degradagdo bacteriana do
material bioldgico a ser analisado, além de facilitar os processos de coloragao, e
promover um enrijecimento de 6rgaos e tecidos.

A fixacdo pode ser realizada por agentes fisicos, ou substancias quimicas,
chamadas fixadores. Os fixadores reagem quimicamente com macromoléculas
como proteinas, acidos nucléicos, polissacarideos e lipideos, promovendo a sua
estabilizacdo molecular, coagulando-as ou tornando-as insoluveis e,
consequentemente, precipitando-as nos tecidos de origem.

Existem muitos compostos quimicos que podem ser usados como
substancias fixadoras, entre eles: alcool etilico e alcool metilico; aldeidos, como
formaldeido, glutaraldeido e paraformaldeido; tetroxido de désmio , eficiente na
fixagdo de lipideos; e acido picrico e acido crébmico, também excelentes fixadores
de proteinas (CARVALHO e RECCO-PIMENTEL, 2001)

Alcool etilico e alcool metilico, considerados agentes desnaturantes de
proteinas, atuam reduzindo a constante isoelétrica das proteinas, causando a sua
precipitacdo, e rompendo desta forma as suas ligagdes hidrofilicas, importantes na
manutencgao da sua estrutura terciaria (BENCROFT e STEVENS, 1990).

Aldeidos como formaldeido, glutaraldeido e paraformaldeido, sdo excelentes
fixadores de proteinas por promoverem ligagdes cruzadas entre cadeias
polipeptidicas. As reagbes do formaldeido com as proteinas sdao numerosas e
complexas, sendo a reagdo mais frequente a formacdo do composto metilol, este
composto é reativo e pode condensar-se com um atomo de hidrogénio, para formar
uma ponte metilénica (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 1991).
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Com a finalidade de estabilizar eritrocitos em amostras para o controle de
qualidade em hematimetria, foi formulada uma solugao preservadora baseada nas
condicbdes de osmolaridade, pH e composi¢do do plasma normal, no metabolismo
dos eritrécitos e em estudos ja existentes sobre a sua preservagéao in vitro. Apés
serem testadas formulagdes com diferentes concentragdes de glicose, citrato de
sodio, fosfatos, cloreto de potassio, etilenodiaminotetracetato dissédico (EDTANay)
albumina bovina, succinato de cloromicetina, sulfato de neomicina e cortisona, foi
demonstrado que uma delas, denominada meio CE, estabilizou os valores do
eritrograma em suspensdes de eritrécitos durante 45 dias (LEONART et al, 1986).
Posteriormente, a adigdo de novos componentes, como a vitamina E, estabilizou-
se os valores do eritrograma para eritrocitos humanos por até 60 dias em meio de
CE de preservagao, e melhorou a preservacao de eritrécitos de ratos normais e
carentes em vitamina E (LEONART et al, 1989 b).

A partir do conhecimento de que a fixacdo parcial de eritrocitos em
glutaraldeido inibe a hemolise, foram padronizados a concentragdo e o tempo de
exposicao ao mesmo, para eritrécitos suspensos em meio CE com vitamina E,
obtendo amostras estaveis para os valores de eritrograma durante 100 dias
(LEONART et al, 1989a).

Eritrécitos parcialmente fixados por glutaraldeido foram utilizados na
obtencdo de amostras para controle de qualidade em hematologia (LEONART et
al, 1989a). A propriedade de aldeidos, de estabelecerem ligagées crosslinking
entre grupos amino e sulfidril de proteinas, peptideos e alguns lipideos, é utilizada
na fixacdo de tecidos para microscopia eletrénica (SABATINI et al., 1963). O
glutaraldeido forma produtos estaveis, resistentes a hidrolise acida, com efeitos
variaveis sobre as atividades bioldgicas, estabelecendo ligagdes especificas entre
grupos amino da lisina e —SH. Pode-se provocar com o glutaraldeido uma reagao
de polimerizagdo facilmente controlada, com manutencdo de atividades
enzimaticas e de composicdo de antigenos e anticorpos (REICHLIN, 1980). A
fixacdo parcial da membrana eritrocitaria diminui a hemolise, com reducao da
deformabilidade e formacgao de oligbmeros de alto peso molecular por interagdes
entre as proteinas da membrana (ARAKI, 1981). Portanto, a fixagado parcial de
eritrocitos com glutaraldeido inibe a hemdlise e mantém diversas propriedades

fisicas e biolégicas da célula.
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FAVERO (1996) utilizou glutaraldeido como fixador para o estudo da
morfologia dos eritrocitos em doengas hemoliticas. Neste trabalho, pretende utiliza-
lo como fixador na citologia em meio liquido, ou em outras formulagdes, e avaliar a
qualidade de fixacdo das células escamosas cérvico-vaginais mantendo as
caracteristicas morfotintoriais destas células, bem como a fixacdo do material
citologico na lamina.

O alcool etilico 95% é utilizado mundialmente como fixador no exame de
Papanicolaou convencional, preservando as caracteristicas morfotintoriais das
células e a fixagdo do material citolégico na lamina no preparo da mesma (FREITAS
e BOLSANELLO, 1978).

Assim, existem conhecimentos acumulados a respeito da agao de diversos
fixadores e preservadores de células epiteliais e de outros tecidos. Diversos
pesquisadores tém demonstrado a eficiéncia de métodos de citologia em meio
liquido. Porém, embora os mesmos estejam disponiveis comercialmente, seu uso
em geral ndo € acessivel a sistemas de saude publica de paises em
desenvolvimento, como o Brasil. Desta forma, torna-se relevante a investigacado de

métodos alternativos de citologia em meio liquido para material cérvico-vaginal.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver um estudo sobre metodologias alternativas para o preparo de

amostras cérvico-vaginais em meio liquido para o exame de Papanicolaou.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Testar preliminarmente o emprego de diferentes meios liquidos para

fixagdo e preservagao de células epiteliais.

o Testar preliminarmente técnicas de sedimentagcao espontanea,
centrifugagcdo e citocentrifugacdo na preparagdo de material citolégico em

|laminas de microscopia.

o Testar preliminarmente técnicas de confeccdo do esfregaco
citologico.
o A partir do desenvolvimento dos itens acima, selecionar metodologia(s)

alternativa(s) e testa-las em material cérvico-vaginal coletado de mulheres

atendidas no Sistema Unico de Saude.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIAL

Coletou-se material da mucosa bucal de 10 adultos saudaveis com idades
entre 20 e 56 anos, de ambos os sexos; e material vaginal de 10 mulheres adultas
saudaveis de 26 a 56 anos, entre docentes e alunos do Curso de Farmacia da
Universidade Federal do Parana, voluntarios, para a realizagdo de testes
preliminares. Coletou-se, ainda, material cérvico-vaginal de 150 pacientes que ja
haviam iniciado sua atividade sexual, numa faixa etaria que variou entre 15 e 69
anos, sendo 100 pacientes atendidas nas Unidades de Saude Palmeiras, Parque
Sao Paulo e XIV de Novembro do Municipio de Cascavel, PR e 50, atendidas no
Ambulatério do Hospital Universitario do Oeste do Parana (HUOP), seguindo a
técnica de coleta recomendada pelo Sistema Bethesda (SB), apds consentimento
informado (Anexo 1), segundo aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa
Envolvendo Seres Humanos do Setor de Ciéncias da Saude da UFPR, em 28 de
setembro de 2006 (Anexo 2).

4.2 METODOS

4.2.1 Reagentes, Material de Consumo e Equipamentos

4.2.1.1 Reagentes: alcool etilico absoluto comercial, cloreto de potassio P.A.,
citrato de sddio P. A (Reagen®), EDTANa, (Reagen®), albumina bovina (Sigma®),
glicose (Merck®), fosfato monohidrégeno de sédio (Merck®), sulfato de neomicina
(Dicrisfarma®), succinato de cloromicetina (Merck®), cortisona (QSPFarma®),
glutaraldeido (Sigma®), fosfato dissédico (Merck®), alcool isopropilico (Reagen®)
formaldeido (Synth®) , kit para coloragdo de Papanicolaou Lote n° 6667

(Newprov®), xilol (Reagen®), Entellan (Merck®).



47

4.2.1.2 Material de consumo: espatulas de Ayre, escovas cilindricas e conicas para
coleta de material cérvico-vaginal (Adlin®), espéculos vaginais, tubos plasticos
cbnicos de 15 ml com tampa hermética, laminas para microscopia de 25 x 75 mm,

laminulas de 24 x 60 mm.

4.2.1.3 Equipamentos: capela Casplast®, misturador tipo vortex Phoenix®, balanca
analitca Bel Mark® 210 A, centrifuga Celm® LS-3, citocentrifuga Cytopro
Wescor®, Medidor de pH Mettler Toledo MP® 220, geladeira, microscépio de luz
binocular Nikon Eclipse® E 200 com objetivas de 10x, 40x e 100x e oculares de
10x, microscépio Nikon Eclipse® E 200 com camera digital SANSUNG® FCC131.

4.2.2 Testes preliminares para escolha de método de citologia em meio liquido

Testou-se, preliminarmente, o emprego de diferentes meios liquidos para
fixagdo e preservacdo de células do epitélio ceérvico-vaginal: técnicas de
sedimentacdo espontanea, centrifugagdo e citocentrifugacédo na preparagdo de
material citolégico em |aminas de microscopia; e técnicas de confecgdo do
esfregaco citoldégico. As avaliagdes foram fundamentadas em consenso

morfologico entre dois observadores do grupo de pesquisadores do laboratorio.
4.2.2.1 Coleta de material

Coletou-se células de epitélio bucal e vaginal. No primeiro caso, raspou-se
vigorosamente o epitélio bucal, na regido da orofaringe, por esfoliagdo, com
escova citoldgica cilindrica, de 10 voluntarios adultos, com idades entre 20 e 56
anos, cinco do sexo masculino e cinco do sexo feminino, considerados saudaveis
por ndo apresentarem quaisquer sinais ou sintomas aparentes de doenca. No
segundo caso, coletou-se material vaginal de 10 mulheres adultas, com idades
entre 26 e 56 anos, também consideradas saudaveis, por esfoliagdo, com escova
citolégica cilindrica. Todos os voluntarios, docentes e alunos do Curso de
Farmacia da Universidade Federal do Parana, assinaram o termo de
consentimento livre e esclarecido, de acordo com a aprovacgdo do Comité de Etica
em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos do Setor de Saude da Universidade

Federal do Parana.
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4.2.2.2 Procedimentos

Suspendeu-se as células obtidas em 2 ml de meio liquido, contido em tubo

plastico conico com capacidade de 15 ml, com tampa de rosca hermética. Em

seguida, homogeneizou-se a suspensao obtida em agitador tipo vortex, mantendo-

a em repouso por tempos variaveis, e submetendo-a a tratamentos variaveis,

como segue. ApoOs a fixagdo do esfregago, procedeu-se a coloragdo de

Papanicolaou modificada (Newprov®) (QUADRO 1) e montagem em Entellan

(Merck®); avaliou-se ao microscopio optico, sob aumento de 400x, celularidade;

homogeneidade na distribuicdo das células; grau de sobreposi¢cao celular;

alteracgbes celulares e artefatos.

Analise dos meios liquidos preservadores/fixadores: Testou-se:

alcool etilico 95%;

meio CE (cloreto de sodio 20 mmoles/l, cloreto de potassio 75 mmoles/I,
citrato de sodio 40 mmoles/, EDTANa, 1 mmol/l, albumina
bovina 0,09 mmol/l, glicose 20 mmoles/l, fosfato monohidrogeno de sdédio
5 mmoles/l, sulfato de neomicina 2 mmoles/l, succinato de cloromicetina
7 nmoles/l e cortisona 0,027 mmol/l, pH 7,3 £ 0,1 e 318 + 2 mOsm/KgH-0)
(LEONART et al, 1989 a);

glutaraldeido 14 mmoles/l em tampao fosfato 150 mmoles/l pH 7,4
(LEONART et al, 1989 a);

formaldeido 1, 2 e 5% (p/v) em tampéo fosfato 150 mmoles/I pH 7 ,4;
albumina bovina 30, 60, 80, 100 e 120 mg/dI;

albumina de Mayer pura (clara de ovo com glicerol 1:1) (TAKAHASHI,
1981), diluida 1:10 e 1:100 em agua destilada.

adig¢ao de alcool etilico 95% na proporgao 1:1 com meio CE, glutaraldeido e
com formaldeido.

ApOs a incubagao do material durante 1 a 2 h no meio liquido preservador

elou fixador, centrifugou-se a 289 x g durante 5 min (centrifuga CELM® LS-3).

Desprezou-se o sobrenadante por inversao do tubo cénico, confeccionando-se o

esfregaco pelo espalhamento de 50 ul de sedimento em forma circular com o
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auxilio de ponteira de micropipeta descartavel, com didmetro de aproximadamente

30 mm, e secando-0 por exposi¢ao ao ar.

Analise do método de sedimentacio: Testou-se amostras preservadas em etanol

95% durante 1 a 2 h, por sedimentagao esponténea durante 1 h; por centrifugacéo
comum (CELM® LS-3) a 289 x g por 5 min; e por citocentrifugacdo (Cytopro
Wescor®) a 128 x g por 5 min. Apds a sedimentacdo espontanea, retirou-se o
sobrenadante com pipeta, deixando-se aproximadamente 50 pl de sedimento e no
caso da centrifugagdo comum, desprezou-se o sobrenadante por inversdo do tubo
cbnico. Em ambos, confeccionou-se o esfregaco pelo espalhamento de 50 ul de
sedimento em forma circular, com o auxilio de ponteira de micropipeta descartavel,
com didametro de aproximadamente 30 mm, secando-o por exposicdao ao ar. O

didmetro do preparado por citocentrifugagao foi de 8 mm.

Andlise da velocidade e do tempo de centrifugacdo: Testou-se amostras

preservadas em etanol 95% durante 1 a 2 h, por centrifugagdo a 128, 289 ou
514 x g durante 5 ou 10 min (centrifuga CELM® LS-3). Para avaliar a eficacia da
sedimentacao celular, depositou-se 50 pl do sobrenadante entre lamina e laminula,
a fresco, observando-se ao microscépio optico sob aumento de 400x, a presenga
de células residuais nao sedimentadas. Desprezou-se o0 sobrenadante por
inversao do tubo cdnico, confeccionando-se o esfregago com 50 pl de sedimento
por espalhamento circular com o auxilio de ponteira de micropipeta descartavel,

com diédmetro de aproximadamente 30 mm, secando-o por exposi¢ao ao ar.

Analise da confeccdo do esfregaco: Testou-se amostras preservadas em etanol

95% durante 1 a 2 h, por centrifugagcéo a 289 x g durante 5 min. Desprezou-se o
sobrenadante por inversdo do tubo cbnico, confeccionando-se o esfregaco com
50 ul de sedimento de duas formas: pelo espalhamento circular, com o auxilio de
ponteira de micropipeta descartavel, com didmetro de aproximadamente 30 mm;
ou por extensao do material, com o auxilio de uma lamina extensora. Em ambos

0s casos, os esfregagos foram secos por exposig¢do ao ar.
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Analise da aderéncia do material citolégico em |dmina: Testaram-se amostras

preservadas em etanol 95% durante 1 a 2 h por centrifugacédo a 289 x g durante
5 min. Desprezou-se o sobrenadante por inversao do tubo cénico, confeccionando-
se o esfregaco com 50 pl de sedimento, por espalhamento circular, com o auxilio
de ponteira de micropipeta descartavel, com diametro de aproximadamente
30 mm. Testou-se laminas recobertas com 50 ul de albumina de Mayer, 50ul de
albumina de Mayer 1:50 em agua destilada, ou 20 pl de poli-L-lisina 0,1%. Para as
laminas recobertas com albumina de Mayer, os esfregagos foram secos por
exposi¢ao ao ar e para as recobertas com poli-L-lisina, incubados por 15 min em

camara umida.

Andlise da fixacdo do esfregaco: Em amostras preservadas em etanol 95%

durante 1 a 2 h, centrifugou-se a 289 x g durante 5 min, retirou-se o sobrenadante
por inversédo do tubo, confeccionou-se o esfregaco (didmetro de cerca de 30 mm)
com 50 pl de sedimento, por espalhamento circular, com o auxilio de ponteira de
micropipeta descartavel; tratou-se o esfregago como segue: cobertura com solugao
alcodlica de polietilenoglicol a 2% e exposi¢cao ao ar, ou simplesmente exposi¢ao
ao ar. No primeiro caso, empregou-se a fixacdo em alcool etilico a 95% durante
30 min e, no segundo caso, testou-se a fixagdo em alcool etilico a 95% durante 15

e 30 min.

4.2.3 Experimentos

A partir da analise dos resultados dos testes preliminares, definiu-se por
empregar, para os experimentos a serem realizados, como meios liquidos, etanol
95% e formaldeido a 1% em tampao fosfato 150 mmoles/I pH 7,4; sedimentacao
espontanea e centrifugacdo comum, bem como confeccdo de esfregagos por
espalhamento circular e fixagcdo dos esfregagos em etanol 95%. Como controle,
empregou-se o metodo convencional de Papanicolaou, realizado paralelamente
para todas as amostras analisadas. Para se estudar a citologia em meio liquido
com etanol 95%, coletou-se material cérvico-vaginal de 50 pacientes atendidas no
Ambulatério do Hospital Universitario do Oeste do Parana (HUOP) para exame

preventivo de cancer de colo de utero; e para a citologia em meio liquido com
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formaldeido a 1%, de 100 pacientes, atendidas nas Unidades de Saude Palmeiras,
Parque Sao Paulo e XIV de Novembro do Municipio de Cascavel-PR, para a

mesma finalidade.
4.2.3.1 Citologia Convencional (Controle)

Apos afastamento da parede vaginal com espéculo e visualizagdo do colo
uterino, coletou-se material da regido da JEC e da endocérvice, introduzindo-se a
escova endocervical no canal, e girando 360°. Em seguida, introduziu-se a
extremidade alongada da espatula de Ayre na regiao da JEC, girando-a 360° para
coletar material de toda a regido da ZT e do ectoceérvix (PARAISO et al, 1994).

ApOs a coleta, os materiais de regido cérvico-vaginal obtidos foram
espalhados sobre duas laminas de microscopia, de modo regular e em um unico
sentido, procurando colocar em contato toda a superficie dos instrumentos de
coleta com as laminas, otimizando a transferéncia do material, de forma a obter um
esfregaco de espessura adequada, representativo do material proveniente das
duas regides em cada lamina.

A primeira lamina foi coberta com solugéo alcodlica de polietilenoglicol a 2%
e encaminhada para o laboratério para o exame preventivo de rotina da paciente, e
a segunda foi fixada em alcool etilico 95%, durante no minimo 30 min € no maximo
2 dias, e corada pelo método de Papanicolaou modificado (Newprov®) (QUADRO
1). A analise dos esfregacgos de citologia convencional foi realizada de acordo com
oitem4.2.4.



QUADRO 1 - COLORAGAO SEGUNDO PAPANICOLAOU MODIFICADA

Sequéncia de cubas

Etanol a 80%
Etanol a 70%
Etanol a 50%
Agua Destilada
Hematoxilina de Harris
Agua corrente
Etanol a 50%
Etanola 70 %
Etanol a 80%
Orange G
Etanol a 95%
Etanol a 95%
Etanol a 95%
EA — 36

Etanol a 95%
Etanol a 95%
Etanol a 95%
Xilol

Xilol

Procedimentos

10 mergulhos
10 mergulhos
10 mergulhos
10 mergulhos
1 min e 15 seg
6 min

10 mergulhos
10 mergulhos
10 mergulhos
1min e 30 seg
10 mergulhos
10 mergulhos
10 mergulhos
1min e 30 seg
10 mergulhos
10 mergulhos
10 mergulhos
10 mergulhos
10 mergulhos

EA — eosina amarelada.

NOTA: kit para coloragado de Papanicolaou NEWPROV®.
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As laminas foram montadas utilizando Entellan (Merck®), sob laminulas de

24 x 60 mm.

4.2.3.2 Citologia em Meio Liquido

Apds a coleta de citologia convencional (controle), introduziu-se uma escova

cbnica (200 mm de comprimento, sendo 21 mm do eixo da ponta ativa e 0,7 mm

de didmetro) no OCE, girando-a 360° para coleta de células do exocérvice, JEC e

endocérvice. Em seguida, a extremidade anatdbmica utilizada para a descamacgao

celular foi colocada em tubo cénico, com capacidade para 15 ml, contendo 2 ml de

meio liquido composto por etanol 95% ou formaldeido a 1% em tampéao fosfato

150 mmoles/I pH 7,4.
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4.2.3.2.1 Com emprego de Etanol 95%

Homogeneizou-se a suspensdo de células em agitador tipo vortex por cerca
de 15 segq, retirou-se a escova conica e centrifugou-se a 289 x g durante 5 min.
Desprezou-se o sobrenadante por inversdo do tubo cbnico. Confeccionou-se o
esfregaco pelo espalhamento de 50 pl de sedimento em forma circular, com o
auxilio de ponteira de micropipeta descartavel, formando um esfregago com cerca
de 30 mm, secando-0 por exposi¢ao o ar. Fixou-se a lamina em alcool etilico a
95% durante 30 min e procedeu-se a coloragao de Papanicolaou e montagem da

lamina, conforme descrito no Quadro 1.

4.2.3.2.2 Com emprego de formaldeido a 1% em tampao fosfato 150 mmolesl/I,
pH 7,4.

Homogeneizou-se a suspenséo obtida em agitador tipo vortex por cerca de
15 seg, retirou-se a escova coOnica e centrifugou-se a 289 x g durante 5 min.
Desprezou-se o sobrenadante por inversao do tubo cdnico. Sobre o sedimento,
adicionou-se 2 ml de alcool etilico 95% durante 60 min. Apds sedimentagao
espontanea, retirou-se o sobrenadante com micropipeta, confeccionando-se o
esfregaco pelo espalhamento de 50 pl de sedimento em forma circular, com o
auxilio de ponteira de micropipeta descartavel, formando um esfregago com cerca
de 30 mm, secando-0 por exposi¢ao o ar. Fixou-se a lamina em alcool etilico a
95% durante 30 min e procedeu-se a coloragao de Papanicolaou e montagem da

lamina, conforme descrito no Quadro 1.
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4.2.4 Analises citologicas

4.2.4.1 Avaliagao citomorfolégica por escrutineo

Apds coloragcdo e montagem, a leitura das laminas foi procedida por
varredura horizontal sistematica e com auxilio de microscopio Optico com a
objetiva de 10x (aumento 100x) (KOSS e MELAMED, 2006). Os campos
sucessivos foram vistos e, a cada avanco, a porgcao final do ultimo campo
microscopico foi parcialmente revista, para que nenhuma area do esfregaco
ficasse descoberta. Para as células ou microorganismos que necessitaram de
observagdo mais minuciosa, foi utilizada objetiva de 40x (aumento 400x), ou
mesmo de 100x (aumento 1000x). As citologias liquida e convencional de cada
paciente foram avaliadas separadamente, em dias alternados, com o intuito de nao
haver indugdo do diagnostico. A indicacdo dos tipos celulares, alteragdes
celulares, presenca de organismos e classificagdo segundo Bethesda 2001 foi
realizada na forma de laudo descritivo (Anexo 3). As avaliagbes foram
fundamentadas em consenso morfolégico entre dois observadores do grupo de

pesquisadores do laboratério.

4.2.4.2 Celularidade

Observou-se critérios minimos de celularidade escamosa para citologia
convencional e em meio liquido (BETHESDA, 2001).

Uma estimativa da celularidade total em um esfregaco citolégico em meio
liguido pode ser obtida com a realizagdo da contagem de campos celulares
representativos. Foi avaliada a média de células em 10 campos em objetiva de 40x
(aumento 400x, didmetro da ocular de 20 mm). O desenvolvimento dos calculos
seguiu as formulas propostas por BETHESDA (2001):



55

a- Numero médio minimo de células por campo examinado, necessario para ter

5000 células no esfregaco:

N° células requeridas por campo= 5000/ (area do circulo/ area do campo)

b- Calculo do diametro do campo microscopico em milimetros (mm)

Diametro do campo microscépico (mm)= FN / valor da objetiva

FN= medida do didmetro da ocular do microscépio utilizado (mm)

c- Calculo da area de um circulo:

|A= n X r’ onde 1=3,1416 e r= raio\

d- Calculo dos valores para o microscopico utilizado em nosso estudo (Nikon
Eclipse® E 200):

Calculo do diametro do campo microscopico (mm)
Diametro do campo (D)= FN (20)/Objetiva de 40X
D= 20/40

D= 0,5mm

Calculo da area do campo microscopico r= D/2
onde D=0,5mm r=0,5/2 r=0,25
A= 3,1416 x (0,25)? onde A= 0,1963 mm

Calculo da area do circulo do esfregago
Didmetro do circulo= 30mm onde r=D/2, r=15 mm
Area do circulo= = x r2 onde 3,1416x 152, A=706,86

N° de células por campo= 5000/ (706,86/ 0,1963)
N° de células por campo = 5000/3600,9

N° de células por campo = 1,4 células por campo microscopico
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Calculo do numero de células em todo o esfregago (em 30 mm)

N° de células = (Area do circulo x N° médio células por campo)/ Area do campo
N° de células = 706,86 x 1,4/ 0,1963

N° de células = 5041

4.2.4.3 Homogeneidade na distribuicao das células

Considerando-se esfregagos com celularidade satisfatoria, convencionou-se
que a homogeneidade seria satisfatoria se a maioria dos campos nao
apresentasse mais de 30 células em aumento de 100x. Esta avaliagao deve ser
evitada em esfregacos com celularidade muito alta, quando se encontra campos

com excessiva sobreposigao.

4.2.4.4 Grau de sobreposicao celular

Avaliou-se a sobreposicao celular de forma semi-quantitativa, conferindo-se
cruzes para graus de sobreposicao, relacionando-se (0) a nenhuma sobreposigéao,
(+) a pouca sobreposicdo; (++) a média sobreposicdo e (+++) a muita

sobreposigao, de acordo com a Figura 1
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FIGURA 1. FOTOMICROGRAFIAS DE MATERIAL CERVICO-VAGINAL
EM CITOLOGIA EM MEIO LIQUIDO COM FORMALDEIDO 1%

1 - Nenhuma sobreposigao; 2 - pouca sobreposi¢ao; 3 - média sobreposigao; 4 - muita
sobreposigéo. Meio Liquido Formaldeido 1%; coloragdo Papanicolaou (100 x).

4.2.4.5 Presenga de células epiteliais escamosas e glandulares

Avaliou-se a presenca de células escamosas superficiais, intermediarias e
parabasais, de células metaplasicas e de células endocervicais, bem como de
leucdcitos polimorfonucleares, histiocitos, linfocitos e hemacias, em cruzes. Assim,
indicou-se, de forma semi-quantitativa, em relagéo a quantidades de células escassa
(+), moderada (++), acentuada (+++) e abundante (++++).

Considerou-se aspectos morfolégicos, como: tamanho e forma da célula e do
nucleo, intensidade e tonalidade da coloragdo do citoplasma e do nucleo,
distribuicdo e granulosidade da cromatina, relagdo nucleo/citoplasma, de acordo
com diversos autores (KURMAN e SOLOMON, 1994; CIBAS e DUCATMAN, 1996;
BIBBO, 1997; ATKINSON e SILVERMAN, 2000; BETHESDA, 2001; KOSS e
MELAMED, 2006).
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4.2.4.6 Presenca de alteragdes celulares e artefatos

Avaliou-se a presenga de alteragdes reativas e degenerativas, como:
pseudoesinofilia, metacromasia, vacuolizacdo citoplasmatica, halo perinuclear,
granulos querato-hialinos, apagamento de bordos citoplasmaticos, hiperqueratose,
paraqueratose, homogeneizacdo da cromatina, espessamento de bordos
nucleares, cariorréxis, edema nuclear, binucleagdo, multinucleacéo, cariopicnose,
caridlise e citdlise.

Observou-se também a ocorréncia de alteracdes de lesdes intraepiteliais ou
neoplasicas, como: hipercromasia, cariomegalia, aumento da relagdo nucleo/
citoplasmatica, distribuigdo irregular da cromatina, contorno irregular do nucleo,
coilocitose e pleomorfismo celular.

Observou-se ainda a presenga de artefatos, sendo que alguns deles foram
considerados como produtos da interferéncia da metodologia aplicada. Entre os
artefatos encontrados, relacionou-se: pleomorfismo celular, destruicdo celular,

alteracgdes tintoriais, fundo sujo, entre outros.

4.2.4.7 Avaliagao da microbiota e efeitos citopaticos de microorganismos

Observou-se a presenga de microorganismos normais e patolégicos na
microbiota cérvico-vaginal, seguindo critérios de Longatto Filho e Silva Filho,
(2000). Entre eles, registrou-se: bacilos de Ddderlein, flora mista, flora cocoide,
flora bacilar, Gardnerella vaginalis, Trichomonas vaginalis, Actinomyces spp,
Candida spp, Mobilincus spp e Leptotrix spp.

Trichomonas vaginalis: protozoario flagelado com cerca de 15 a 20 um,
forma ovalada, coloracdo cinza ou rosada, com nucleo excéntrico, ovalado e
hipercrémico, com granulos eosinofilicos citoplasmaticos.

Actinomyces spp: bactérias de aspecto filamentoso, que aparecem como
grupos amorfos mais escuros centralmente e com projecoes periféricas, lembrando
“ourico do mar”.

Gardenerella vaginalis: reconhecidos pela identificagao de clue-cells (células
pistas), células cariopicnéticas com citoplasma recoberto por diminutos

cocobacilos.
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Mobiluncus spp: reconhecidos pela identificagdo de comma-cells, células
cariopicnoéticas com citoplasma recoberto por bacilos.

Candida spp: reconhecimento de hifas e/ou esporos. As hifas ou micélios
tém comprimento variavel, geralmente segmentado e de coloragdo rosada. As
células leveduriformes também aparecem rosadas e medem cercade 3 a 6 um.

Leptotrix spp: aparecem como estruturas curvilineas, mais longas que os

bacilos de Doderlein e de coloragao acizentada.

4.2.4.8 Morfometria

A analise morfométrica das células escamosas intermediarias foi feita pela
observagdo em microscopio Nikon ECLIPSE® E 200, capturando-se imagens com
camera digital SANSUNG® FCC131. Considerou-se aspectos morfoldgicos como,
tamanho e forma da célula e do nucleo, areas citoplasmatica e nuclear e relagao
nucleo/citoplasma.

As imagens captadas foram tratadas com o programa Adobe Photoshop 7.0,
e para padronizagao do contraste foi aplicado um filtro (mediana) em todas as
imagens para obtengdo de melhor resolugdo. A morfometria celular foi monitorada
pelo programa, UTHSCSA® Image Tool.

4.2.5.9 Analise Estatistica

Os dados obtidos na citologia em meio liquido convencional e nos ensaios
de citologia em meio formaldeido 1% e etanol 95% foram comparados utilizando-
se 0s seguintes testes estatisticos:

Foi utilizado o teste Z para duas proporgbes, com categorias mutuamente
excludentes, a fim de analisar os indices de concordancia e discordancia dos
métodos estudados, em relacdo aos numeros de observacdes das diferenciacoes
celulares. As variaveis estudadas foram: células escamosas intermediarias, células
escamosas superficiais, células escamosas parabasais, células endocervicais,

células metaplasicas, polimorfonucleares, histidcitos, linfocitos e hemacias.
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Considerando o método de coleta convencional como controle em relagéo ao
do meio liquido, foram calculadas a sensibilidade e a especificidade relativas a
presenca de células, de microorganismos e de alteragdes celulares, classificando-se
as observagdes como positivas ou negativas. Sensibilidade representa a habilidade
do método teste em detectar todas as observagdes positivas realizadas pelo método
de referéncia, e especificidade, em detectar as auséncias. A prevaléncia de cada
variavel estudada foi calculada pelas observacdes positivas do método controle. As
variaveis estudadas foram: 1) presenca de células escamosas superficiais,
intermediarias e parabasais, de células metaplasicas e de células endocervicais,
bem como de leucdcitos polimorfonucleares, histiécitos, linfécitos e hemacias; 2)
presenca de microorganismos: bacilos de Doderlein, flora mista, flora cocoide, flora
bacilar, Gardnerella vaginalis, Trichomonas vaginalis, Actinomyces spp, Candida
spp, Mobilincus spp, e Leptotrix spp; 3) presenca de alteragbes celulares:
pseudoesosinofilia, metacromasia, vacuolizacao, halo perinuclear, granulos querato-
hialinos, apagamento de bordos citoplasmaticos, hiperqueratose, paraqueratose,
homogenizacédo de cromatina, espessamento de bordos nucleares, cariorréxis,
edema nuclear, binucleagao, cariopicnose, cariolise, citdlise e hipercromasia.

Os dados da analise morfométrica das células foram comparados utilizando-
se a analise de variancia (ANOVA, um critério) seguida do teste Tukey para
comparacgdes de médias.

A significancia estatistica foi considerada para p < 0,05, e todos os calculos
estatisticos foram efetuados utilizando-se a planilha eletronica Excel (Microsoft®),

com programagcao apropriada e o pacote estatistico Statistica 6.0 (Statsoft®).
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5. RESULTADOS

5.1 Resultados dos Testes Preliminares

Na analise dos meios liquidos preservadores/fixadores foram observadas as
qualidades morfotintoriais das células escamosas em etanol 95%; meio CE;
glutaraldeido 14 mmoles/| em tampéao fosfato 150 mmoles/l pH 7,4; albumina bovina
30 a 120 mg/dl; albumina de Mayer; formaldeido em tampéao fosfato 150 mmoleslI,
pH 7.,4.

Foram consideradas satisfatérias as células escamosas preservadas/fixadas
em etanol 95%, e em formaldeido a 1% em tampao fosfato 150 mmoles/l, pH 7,4
(Quadro 2).



QUADRO 2 - AVALIAGAO DE PREPARAGCOES DE CELULAS ESCAMOSAS DA
MUCOSA BUCAL E DA MUCOSA VAGINAL, PRESERVADAS E/OU
FIXADAS EM DIVERSOS MEIOS LIQUIDOS

Homogeneidade | Sobre-
na distribuicdo posicao Alteragbes
Celularidade |das células celular celulares Artefatos
E95 Satisfatéria Satisfatéria Satisfatoria Ausentes Ausentes
Hipercromasia,
CE Insatisfatéria | Satisfatoria Satisfatéria hiperqueratose, | Pleomorfismo
edema nuclear
CE + E95 Hipercromasia, | T1eCTOTON
. Satisfatéria Satisfatéria Satisfatéria hiperqueratose, precip
1:A1 sobre as
edema nuclear -
células
Irregularidade de -
GLUTTF . .. . L. . .. membrana , Precipitados
] Insatisfatéria | Satisfatoria Satisfatéria . sobre as
1:1 pleomorfismo .
células
moderado
Irregularidade de Precipitados
GLUT+E95 . . . L. . .. membrana P
. Satisfatéria Satisfatoéria Satisfatoéria . sobre as
1:1 células dobradas |~
. células
halo perinuclear
A_B +E9S Satisfatoria Satisfatoria Satisfatoria Orangiofilia Ausentes
1:1 moderada
AM conc+ . . . . . . Pleomorfismo Materla]
. Insatisfatéria | Insatisfatoria Insatisfatoria proteinaceo
E95 1:1 acentuado
abundante
AM 1:10 + o o . |Pleomorfismo | Material
. Insatisfatéria | Insatisfatéria Insatisfatoria proteinaceo
E95 1:1 moderado
moderado
AM 1:100 + . .. . L. . L. Pleomorfimo Mate_rla]
. Insatisfatéria | Insatisfatoria Insatisfatoria . proteinaceo
E95 1:1 discreto .
discreto
FTF 1% Satisfatéria Satisfatoria Satisfatéria Ausentes Ausentes
Pleomorfismo Precipitado
FTF 2% Satisfatéria Satisfatoéria Insatisfatoria . sobre as
discreto X
células
Oriangicfilia, Precipitado
FTF 5% Satisfatoria Insatisfatoria Insatisfatéria |irregularidade sobre as
membrana células
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E95 - etanol 95%; CE - meio CE; GLUTTF - glutaraldeido 14 mmoles/l em tampéao fosfato 150
mmoles/l pH 7,4; AB - albumina bovina 30 a 120 mg/dl; AM - albumina de Mayer; FTF -formaldeido em
tampao fosfato 150 mmoles/l pH 7 ,4.
N = 10 voluntarios em duplicata (5 amostras mucosa bucal e 5 amostras mucosa vaginal)
Celularidade satisfatéria > 5000 células no esfregaco.
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Na analise dos métodos de sedimentagcdo os esfregacos obtidos por
centrifugacdo comum apresentaram melhores resultados em relagao aos obtidos por

sedimentagao espontanea e por citocentrifugacao (Quadro 3).

QUADRO 3 — AVALIACAO DE METODOS DE SEDIMENTACAO PARA
PREPARACOES DE CELULAS ESCAMOSAS DA MUCOSA
BUCAL E VAGINAL, PRESERVADAS EM ETANOL 95%

Homogeneidade

Método de na distribuicdo Sobreposicao

sedimentagao Celularidade das células celular Artefatos
Centrifugagdo comum | Satisfatoria Satisfatoria Satisfatdria Ausentes
Citocentrifugagéo Satisfatoria Insatisfatoria Insatisfatéria Ausentes

Sedimentacao . ] ] .
Satisfatdria Satisfatéria Satisfatéria Ausentes

espontanea

N = 10 voluntarios em duplicata (5 amostras mucosa bucal e 5 amostras mucosa vaginal)
Celularidade satisfatéria > 5000 células no esfregaco.

As células foram centrifugadas a 289 x g por 5 min ou citocentrifugadas a 128 x g por 5 min,
e sedimentadas durante 1 h.

Na anadlise da velocidade e do tempo de centrifugagédo os esfregagos obtidos
por centrifugacao a 289 x g por 5 min apresentaram melhores resultados em relagao
as forgas centrifugas relativas de 128 x g e 514 x g durante 10 min (Quadro 4). N&o
foi observada a presenca de células ao se analisar os sobrenadantes ao microscopio

optico, demonstrando-se a eficiéncia da sedimentacao.
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QUADRO 4 - EFEITOS DA VELOCIDADE E TEMPO DE CENTRIFUGACAO
COMUM NAS PREPARACOES DE CELULAS ESCAMOSAS DA
MUCOSA BUCAL E VAGINAL, PRESERVADAS EM ETANOL 95%

Homogeneidade
na distribuicdo | Sobreposicédo | Alteragdes
Celularidade |das células celular celulares Artefatos
;Zrﬁiﬁ 9 Insatisfatéria Satisfatoria Satisfatoéria Ausentes Ausentes
1 gSm);ng Insatisfatéria Insatisfatoria Insatisfatéria | Ausentes Ausentes
gsrgi;( 9 Satisfatoéria Satisfatoria Satisfatoéria Ausentes Ausentes
289 X9 Satisfatoéria Satisfatoéria Insatisfatoria Irregularidade da Ausentes
10 min membrana
514.X 9 Satisfatoéria Satisfatéria Insatisfatoria Irregularidade da Ausentes
5 min membrana
514 x Irregularidade da
10 ming Satisfatoéria Satisfatoéria Insatisfatéria | membrana, Ausentes
halo perinuclear

N = 10 voluntarios em duplicata (5 amostras mucosa bucal e 5 amostras mucosa vaginal)
Celularidade satisfatéria > 5000 células no esfregago;

Na analise da confecgdo dos esfregacos citolégicos, os preparados por

espalhamento circular do sedimento com ponteira de micropipeta apresentaram

melhores resultados em relacdo aos estendidos com o auxilio de lamina extensora
(Quadro 5).
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QUADRO 5 - AVALIACAO DE CONFECQAO DE ESFREGAGOS CITOLOGICOS
CIRCULARES COM O AUXILIO DE PONTEIRA DE MICROPIPETA,

E POR EXTENSAO, COM O AUXILIO DE LAMINA EXTENSORA.

Homogeneidade
na distribuicéo Sobreposicdo | Alteragdes
Celularidade |das células celular celulares Artefatos
Esfregaco
. Satisfatoria Satisfatoria Satisfatoria Ausentes Ausentes
circular
Esfregaco ) . Irregularidade da
. Insatisfatoria | Insatisfatoria Satisfatoria membrana celular, | Ausentes
estendido .
pleomorfismo

N= 10 voluntarios em duplicata (5 amostras mucosa bucal e 5 amostras mucosa vaginal)
Celularidade satisfatéria > 5000 células no esfregaco

Na analise da aderéncia do material citolégico em lamina, as laminas

recobertas com 50 pl de albumina de Mayer, 50 ul de albumina de Mayer 1:50 em

agua destilada, ou 20 pl de poli-L-lisina 0,1%, n&o apresentaram resultados

satisfatorios em relacdo a qualidade morfo-tintorial das células escamosas

analisadas

QUADRO 6 - AVALIAGCAO DA ADERENCIA DE PREPARACOES DE CELULAS
ESCAMOSAS DA MUCOSA BUCAL E VAGINAL, PRESERVADAS

(Quadro 6).

EM ETANOL 95%

Homogeneidade
na distribuicao Sobreposigao | Alteragoes
Celularidade |das células celular celulares Artefatos
Irregularidade
Abumina de da membrana | Material
M Insatisfatéria | Insatisfatoria Insatisfatéria | celular, halo proteinaceo
ayer X
perinuclear, abundante
pleomorfismo
Albumm? de Satisfatéria Satisfatéria Insatisfatéria E’§eudoe03|no- Mate_rla]
Mayer 1:50 filia proteinaceo
PoI:;L-hsma Satisfatéria | Satisfatoria Satisfatéria Pseudoeosino- | Residuo
0,1% filia orangiofilico

N= 10 voluntarios em duplicata (5 amostras mucosa bucal e 5 amostras mucosa vaginal)
Celularidade satisfatéria > 5000 células no esfregaco;

As laminas foram recobertas com albumina de Mayer, albumina de Mayer 1:50 ou poli-I-lisina 0,1%.
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Na analise da fixagcdo do esfregaco, os esfregacos fixados em etanol 95%
durante 30 min apresentaram melhores resultados em relagcédo aos fixados em etanol
95% durante 15 min e aos esfregagos recobertos com solugdo alcoodlica de
polietilenoglicol a 2%, secos ao ar e posteriormente submetidos ao etanol 95% por
30 min (Quadro 7).

QUADRO 7 - AVALIACAO DE FIXACAO DE CELULAS ESCAMOSAS DA
MUCOSA BUCAL E VAGINAL

Homogeneidade
na distribuicao Sobreposicdo | Alteragdes

Celularidade | das células celular celulares Artefatos
Polietilenoglicol Pseudo- Residuo
2%+ etanol Satisfatéria | Satisfatoria Satisfatoria o .
o . eosinofilia | orangiofilico

95% 30 min

0,
rer;t;nol 95% 15 Insatisfatéria | Satisfatoria Satisfatoéria Ausentes Ausentes

0,
i;[iiml 95% 30 Satisfatéria | Satisfatoria Satisfatoéria Ausentes Ausentes

Os resultados séo baseados em 10 experimentos realizados em duplicata.

Celularidade satisfatéria > 5000 células no esfregaco

Esfregagos recobertos com solugédo alcodlica de polietilenoglicol a 2% e fixados em etanol 95%
30 min, e fixados em etanol 95% por 15 ou 30 min.

5.2 Resultados dos Experimentos

Na Figura 2, esta representada a celularidade obtida em esfregagos de
citologia cérvico-vaginal em meio liquido, preparados a partir de amostras
coletadas em etanol a 95% e em formaldeido a 1% em tampao fosfato
150 mmoles/l pH 7,4. Em 50% dos esfregacos, o numero de células epiteliais
encontradas foi da ordem de 10.000 e, no restante, foi acima de 10.000 células,

em ambos os meios liquidos, etanol 95% e formaldeido 1%.



FIGURA 2 — DISTRIBUICAO DE FREQUENCIA DE CELULARIDADE
EM ESFREGACOS DE CITOLOGIA EM MEIOS
LIQUIDOS ETANOL 95% E FORMALDEIDO A 1%
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A celularidade das amostras de citologia em meio liquido foi obtida pela contagem das
células em 10 campos em objetiva de 40x (aumento 400x, didmetro da ocular de 20 mm)
e calculo do numero médio de células por campos. O desenvolvimento dos calculos
seguiu as férmulas propostas por BETHESDA (2001).

Etanol 95% - 50 amostras cérvico-vaginais; Formaldeido 1% - 100 amostras cérvico-
vaginais.
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TABELA 1 — COMPARAGCAO DOS RESULTADOS OBTIDOS NA IDENTIFI-CACAO
CELULAR ENTRE CITOLOGIA CERVICO-VAGINAL CONVENCIONAL
E EM MEIO LIQUIDO ETANOL 95%

©
Contagens identicas (1) 48 49 6 27 22 48 21 31 8
Contagens diferentes(2) 0 0 0 9 3 1 8 3 0
Tamanho da Amostra 48 49 6 38 26 49 29 39 8

Proporgéo do Grupo 1 1,000 1,000 1,000 0,711 0,846 0,980 0,724 0,795 1,000

Proporgéo do Grupo 2 0,000 0,000 0,000 0,237 0,115 0,020 0,276 0,077 0,000
Diferenca entre as 2

Proporgdes 1 1 1 0,474 0,731 0,960 0,449 0,718 1
Diferenga Hipotética 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
a 0,05 0,05 005 005 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05
Z - - - 3,434 5,699 23,744 2,701 7,511 -
Teste Bicaudal

Valor Critico Inferior -1,960 -1,960 -1,960 -1,960 -1,960 -1,960 -1,960 -1,960 -1,960
Valor Critico Superior 1,960 1,960 1,960 1,960 1,960 1,960 1,960 1,960 1,960

P - - - 0,001 0,000 0,000 0,007 0,000 -
Decisao C C C C C C C C C
Ces — célula escamosa superficial; cei - célula escamosa intermediaria, cep — célula escamosa
parabasal, cend - célula endocervical, meta - célula escamosa metaplasica, pmn -

poliformonucleares, hist — histiocitos, hem — hemaceas, linfo — linfécitos.

N = 50 amostras cérvico-vaginais

a nivel de significAncia 5%; Z — teste de propor¢des para categorias mutuamente exclusivas;
C — Proporgéo estatisticamente idénticas de observag¢des entre os dois métodos (p < 0,05); p —
probabilidade da distribuigdo Z.

Na contagem em cruzes, foi considerado idéntico quando havia a diferenga de 1 grau (por exemplo:
+ =+ + = +44)

A presenca de células escamosas superficiais, intermediarias e parabasais,
células endocervicais, células metaplasicas, polimorfonucleares, histiocitos,
linfécitos e hemacias, foi monitorada em citologia convencional e em meio liquido
etanol 95%, de forma semi-quantitativa codificada em cruzes. A Tabela 1 ilustra a
analise comparativa entre os dois métodos pelo teste de proporcdes (teste Z). A
andlise estatistica indica que as proporgdes de contagens idénticas séao
estatisticamente maiores do que as contagens diferentes (p < 0,05). Portanto, o
indice de concordancia foi superior ao de discordancia.

A observacdo da identificagdo celular na citologia convencional e em meio
liquido formaldeido 1% esta ilustrada na Tabela 2. No que diz respeito a células

endocervicais e histiocitos, a propor¢ao de contagens diferentes entre os dois



70

métodos foi relativamente alta. Estes resultados indicam que, nas amostras em
formaldeido, a identificacao celular ndo foi a mesma que na citologia convencional,
para estes dois tipos celulares. Por outro lado, resultados idénticos foram
observados para os demais tipos celulares.

A figura 3 mostra fotomicrografias de células escamosas de material
cérvico-vaginal de uma paciente, em esfregacos preparados apds preservagao nos

meios liquidos etanol 95% e formaldeido 1%, durante 24, 48 e 72 h.

FIGURA 3 - FOTOMICROGRAFIAS DE CELULA§ ESCAMOSAS
INTERMEDIARIAS EM PREPARACOES EM MEIOS
LIQUIDOS APOS PRESERVACAO

& L

& 9\ 6

g T e

Tempos de preservagéo: citologia em meio liquido com formaldeido 1% - 24h (1),
48h (3) e 72h (5); citologia em meio liquido com etanol 95% - 24h (2), 48h (4) e 72h
(6); Coloragao Papanicolaou (400 x).
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A Figura 4 apresenta fotomicrografias das células epiteliais de material
cérvico-vaginal, em preparagdes obtidas de acordo com as metodologias

analisadas.

FIGURA 4 — FOTOMICROGRAFIAS DE CELULAS EPITELIAIS
CERVICAIS EM PREPARACOES CONVENCIONAIS
E EM MEIO LIQUIDO

Citologia convencional (A); citologia em meio liquido com etanol 95% (B); citologia em
meio liquido com formaldeido 1% (C); células endocervicais (1), células escamosas
intermediarias (2), células escamosas superficiais (3), células escamosas parabasais
(4), ceélulas metaplasicas (5). N: citologia convencional (150 amostras cérvico-
vaginais); citologia em meio liquido com etanol 95% (50 amostras cérvico-vaginais),
citologia em meio liquido com formaldeido 1% (100 amostras cérvico-vaginais).
Coloragao de Papanicolaou (400 x).



TABELA 2 - COMPARAQAO’ NA IDENTIFICACAO CELULAR ENTRE
CITOLOGIA CERVICO-VAGINAL CONVENCIONAL E EM
MEIO LIQUIDO FORMALDEIDO 1%

) — [ -g % = % e O
8 8 8 8 = g = 2 £
Contagens idénticas (1) 86 97 12 35 45 87 32 45 19
Contagens diferentes(2) 3 3 1 47 7 11 18 12 1
Tamanho da Amostra 89 100 14 82 59 98 50 75 20

Proporgéo do Grupo 1 0,966 0,970 0,857 0,427 0,865 0,888 0,640 0,789 0,950

Proporgéo do Grupo 2 0,034 0,030 0,143 0,573 0,135 0,112 0,360 0,211 0,050
Diferenga entre as 2

Propor¢des 0,933 0,940 0,714 -0,146 0,731 0,776 0,280 0,579 0,900
Diferenca Hipotética 0 0 0 0 0 0 0 0 0
a 0,05 005 0,05 0,05 005 0,05 0,05 0,05 0,05
Z 4475 4,772 1,443 -1,014 2832 4,074 1,237 2,460 2,065
Teste Bicaudal

Valor Critico Inferior -1,960 -1,960 -1,960 -1,960-1,960 -1,960 -1,960 -1,960 -1,960
Valor Critico Superior 1,960 1,960 1,960 1,960 1,960 1,960 1,960 1,960 1,960
P 0,000 0,000 0,025 0,310 0,005 0,000 0,216 0,014 0,039
Deciséo C C C D C C D C C

Ces — célula escamosa superficial; cei - célula escamosa intermediaria, cep — célula escamosa
parabasal, cend - célula endocervical, meta - célula escamosa metaplasica, pmn -
poliformonucleares, hist — histiécitos, hem — hemaceas, linfo — linfécitos.

N: 100 amostras cérvico-vaginaisl

Teste Z para duas propor¢des em categorias mutuamente exclusiva; D — Proporgéo
estatisticamente diferente de observagdes entre os dois métodos (p < 0,05); C — proporgoes
idénticas (p>0,05). p — probabilidade da distribuicéo Z.

Na contagem em cruzes, foi considerado idéntico quando havia a diferenca de 1 grau (por
exemplo: + = ++; + = +++),

A presencga de microorganismos no método de citologia em meio liquido em
etanol 95%, em comparacdo a citologia convencional, usada como controle, foi
analisada pelos calculos de sensibilidade e especificidade (Tabela 3). Todos os
microorganismos observados na citologia convencional também foram observados
na citologia em meio liquido em etanol 95%. Nesta coleta, foi observada maior

frequéncia para bacilos de Doderlein, flora cocoide, flora mista e Gardenerella

vaginalis. Nao foi observado nenhum resultado falso positivo ou falso negativo.
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TABELA 3 — COMPARACAO DOS RESULTADOS OBTIDOS NA
AVALIACAO DA MICROBIOTA ENTRE CITOLOGIA
CERVICO-VAGINAL CONVENCIONAL E EM MEIO
LIQUIDO ETANOL 95%

o

g 3 - F

= © X < —

8 5 <) =~ o

a c g2 =2 9 9 =

°o o 2 § 5 % g

© © 9 @ 2 & 2

® 8 o S 2 5 9

T P 2 2 F 2 2 =
Diagndstico ~ 2 & & ° R LC
Bacilos Doderlein 21 26 0 0 47 100 100 44,7
Flora Cocoide 13 34 0 0 47 100 100 27,7
Flora Mista 12 35 0 0 47 100 100 25,5
Gardenerella vaginalis 12 35 0O 0 47 100 100 25,5
Flora bacilar 3 44 0O 0 47 100 100 6,4
Candida spp 1 46 0O 0 47 100 100 2,1
Mobiluncus spp 1 46 0O 0 47 100 100 2,1
Leptotrix spp 0 47 0O 0 47 - 100 0,0
Trichomonas vaginalis 0 47 0 0 47 - 100 0,0
Actinomyces spp 0 47 0 0 47 - 100 0,0

Controle: citologia convencional
N- 50 amostras cérvico-vaginais
A freqUiéncia representa os verdadeiros positivos do método controle

Na Figura 5 observa-se fotomicrografias de microorganismos de material
cérvico-vaginal, em preparacbes com o0s meios liquidos em estudo em
comparagao a citologia convencional. A presenga de microorganismos em
amostras preparadas pelo método de citologia em meio liquido em formaldeido
1%, em comparagao a citologia convencional, usada como controle, esta ilustrada
na Tabela 4. Igualmente, todos os microorganismos observados na citologia
convencional também foram observados na citologia em meio liquido formaldeido.
Nesta coleta foi observada maior frequéncia para Bacilos de Doderlein, flora mista,
flora cocoide e Gardenerella vaginalis. Resultados falso negativos para amostras

em formaldeido foram observados para Candida spp e Actimomyces spp.



FIGURA 5 — FOTOMICROGRAFIAS DE MICRORGANISMOS EM
PREPARACOES DE CITOLOGIA  CERVICAL
CONVENCIONAI E EM MEIO LIQUIDO

Citologia convencional (A); citologia em meio liquido com etanol 95% (B); citologia
em meio liquido com formaldeido 1% (C); (1) Trichomonas vaginallis, (2)
Gardenerella vaginalis, (3) Candida spp; (4) Bacilos Doderlein (citdlise); (5)
Actinomyces spp. Coloragao de Papanicolaou (400x e 100x para Actinomyces spp)

74
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TABELA 4 - COMPARACAO DOS RESULTADOS OBTIDOS NA
AVALIACAO DA MICROBIOTA ENTRE CITOLOGIA
CERVICO-VAGINAL CONVENCIONAL E EM MEIO
LIQUIDO FORMALDEIDO 1%

o —
= —~ 3
= S = o
S o S 2 g 8
= = ° © -
e 2 37 § § 8 S
© wo ©9 ) = 2 c
8 82 o o 5 5 9
T 8% 3 3 = 2 & 3
O OO © © o 9] a o
Diagndstico > =>c L u “» uw
Bacilos Doderlein 55 55 0 0 110 100 100 50
Flora Mista 18 92 0 0 110 100 100 16,4
Gardenerella vaginalis 16 94 0 0 110 100 100 14,5
Flora Cocoide 9 101 O 0 110 100 100 8,2
Flora Bacilar 5 105 O 0 110 100 100 45
Actinomyces spp 1 108 O 1 110 50 100 1,8
Candida spp 1 108 O 1 110 50 100 1,8
leptotrix spp 1 109 O 0 110 100 100 0,9
Mobiluncus spp 1 109 O 0 110 100 100 0,9
Trichomonas vaginalis 1 109 O 0 110 100 100 0,9

Controle: citologia convencional;
N- 100 amostras cérvico-vaginais
A freqiéncia representa os verdadeiros positivos do método controle

A analise de alteragdes celulares observadas em amostras em meio liquido
etanol 95%, em comparacgao a citologia convencional usada como controle, foi feita
por calculos de sensibilidade e especificidade (Tabela 5). Maiores frequéncias
foram observadas para as alteracbes: pseudoeosinofilia, metacromasia,
hiperqueratose, edema nuclear, halo perinuclear, granulos querato-hialinos e
vacuolizagdo. Os valores de sensibilidade variaram de 100 a 0%, indicando certo
grau de dificuldade de avaliagédo de alteragdes celulares no método de meio liquido
com etanol 95%, quando comparado ao convencional.

A analise de alteragdes celulares observadas em amostras em meio liquido
com formaldeido 1%, em comparacéo a citologia convencional como controle, esta
ilustrada na Tabela 6. Maiores prevaléncias foram observadas para:
pseudoesosinofilia, metacromasia, halo perinuclear, granulos querato-hialinos,
vacuolizacao, hiperqueratose e edema nuclear. Da mesma forma, os valores de

sensibilidade variaram de 100 a 0%, indicando certo grau de dificuldade de
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avaliacao de alteragdes celulares pelo método em meio liquido com formaldeido
1%, quando comparado ao convencional.

Observou-se sensibilidade superior a 70%, em citologia em meio liquido
com etanol 95%, para pseudeosinofilia, metacromasia, hiperqueratose, edema
nuclear, halo perinuclear, granulos querato-hialinos, citdlise, cariopicnose,
paraqueratose, cariolise, coilocitose e binucleagdo, e; para citologia em meio
liquido com formaldeido 1%, para pseudoeosinofilia, metacromasia, halo
perinuclear, granulos querato-hialinos, hiperqueratose, edema nuclear,
cariopicnose, citolise e coilocitose.

Na Figura 6 sdo apresentadas fotomicrografias de alteragcbes celulares de
material cérvico-vaginal, em preparagdes obtidas pelas metodologias estudadas

em comparagao a citologia convencional.



FIGURA 6 — FOTOMICROGRAFIAS DE ALTERAGCOES CELULARES DE
MATERIAL CERVICO-VAGINAL EM PREPARACOES
CONVENCIONAIS E EM MEIO LIQUIDO

Citologia convencional (A); citologia em meio liquido com etanol 95% (B); citologia em
meio liquido com formaldeido 1% (C);(1) vacuolizagéo citoplasmatica; (2) edema
nuclear; (3) granulos querato-hialinos, (4) metacromasia, (5) orangeofilia, (6)
pseudoeosinofilia, (7) cariorrexis, (8) halo perinuclear. Coloragao de Papanicolaou (400x)
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TABELA 5 - COMPARAGAO DOS RESULTADOS OBTIDOS NA
AVALIACAO DE ALTERACOES CELULARES ENTRE
CITOLOGIA CERVICO-VAGINAL CONVENCIONAL E
EM MEIO LiQUIDO ETANOL 95%

o

S 2 ~ g

= © X < —

g @ 9 > o S

a ¢c £ =2 3 S <

°c 2 7 B § T 3

© © o o = ‘:*—_J g

38 o 5 2 5 g

T P 8 8 T 2 e 7
Diagnostico 2 2 &g & e &5 i LC
Pseudoeosinofilia 49 0 0 0 49 100 - 100
Metacromasia 36 9 1 3 49 92,3 90,0 79,6
Hiperqueratose 29 17 1 2 49 935 944 633
Edema nuclear 18 25 2 4 49 81,8 926 449
Halo perinuclear 16 26 3 4 49 80,0 89,7 40,8
Granulos querato-hialinos 15 30 0 4 49 78,9 100 38,8
Vacuolizacao 3 31 0 15 49 16,7 100 36,7
Citolise 12 37 0 0 49 100 100 24,5
Cariopicnose 7 38 1 3 49 7000 974 204
Apagamento de bordos
citoplasmaticos 2 4 0 3 49 40,0 100 10,2
Cariorréxis 1 4 0 4 49 20,0 100 10,2
Paraqueratose 3 46 0 0 49 100 100 6,1
Caridlise 3 45 1 0 49 100 97,8 6,1
Hipercromasia 1 45 1 2 49 33,3 97,8 6,1
Multinucleagao 1 47 0 1 49 50,0 100 41
Coilocitose 1 48 0 0 49 100 100 2,0
Espessamento de bordos
nucleares 0 48 0 1 49 0 100 2,0
Binucleagao 1 48 0 0 49 100 100 2,0
Homogenizag¢do de cromatina 0 49 0 0 49 - 100 0,0

Controle: citologia convencional.
N= 50 amostras cervicais
A freqiéncia representa os verdadeiros positivos do método controle.
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TABELA 6 — COMPARACAO DOS RESULTADOS OBTIDOS NA
AVALIACAO DE ALTERACOES CELULARES ENTRE
CITOLOGIA CERVICO-VAGINAL CONVENCIONAL E
EM MEIO LiQUIDO FORMALDEIDO 1%

g 2 ~ g
= © X < -
8 & o 9 ~ o S
e c 5 2 3 E <
°o 2 F 3 g 23
© © o () = “L:) c
8 8 o o 2 s 3
P 2 2 8 T 2 2 7
Diagnéstico L 2 & pF 0 3 4 i
Pseudoeosinofilia 147 10 0 0 157 100,0 100,0 93,6
Metacromasia 124 25 2 6 157 954 92,6 82,8
Halo perinuclear 77 63 10 7 157 91,7 86,3 53,5
Granulos querato-hialino 64 80 0 13 157 83,1 100,0 49,0
Vacuolizacao 30 82 1 44 157 40,5 98,8 47,1
Hiperqueratose 56 83 5 13 157 81,2 94,3 43,9
Edema nuclear 45 96 4 12 157 78,9 96,0 36,3
Cariopicnose 41 110 2 4 157 91,1 98,2 28,7
Citldlise 33 123 0 1 157 97,1 100,0 21,7
Cariorréxis 10 135 1 11 157 47,6 99,3 134
Apagamento de bordos
citoplasmaticos 7 137 1 12 157 36,8 99,3 12,1
Hipercromasia 7 135 4 11 157 38,9 971 11,5
Caridlise 9 140 2 6 157 60,0 98,6 9,6
Paraqueratose 6 145 1 5 157 54,5 99,3 7,0
Espessamento de bordos
nucleares 1 148 0 8 157 11,1 100,0 5,7
Binucleagao 5148 0 4 157 55,6 100,0 57
Homogenizacéao de
cromatina 2 151 0 4 157 33,3 100,0 3,8
Multinucleagao 3151 0 3 157 50,0 100,0 3,8
Coilocitose 2 155 0 0 157 100,0 100,0 1,3
Multinucleagdo com
amoldamento 0 156 0 1 157 0,0 100,0 0,6

Controle: citologia convencional.
A freqUiéncia representa os verdadeiros positivos do método controle.

Na Figura 7 sao apresentadas fotomicrografias de citologia cérvico-vaginal
de casos classificados como anormalidades epiteliais segundo o Sistema
Bethesda 2001 em preparagbes em meio liquido, com etanol 95% e com

formaldeido 1%, em comparagao a esfregagos convencionais.



FIGURA 7 — FOTOMICROGRAFIAS DE CITOLOGIA CERVICO-VAGINAL DE
CASOS CLASSIFICADOS COMO ANORMALIDADES
EPITELIAIS SEGUNDO SISTEMA BETHESDA 2001

Citologia convencional (A); citologia em meio liquido com etanol 95% (B); citologia em
meio liquido com formaldeido 1% (C);(1) lesédo intraepitelial de baixo grau (sugestiva de
infeccdo por HPV); (2) lesdo intraepitelial de alto grau; (3) carcinoma cervical
escamoso. Coloragéo de Papanicolaou (400x).
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Os resultados obtidos para a area e o perimetro celulares, monitorados pelo

programa Image Tool for Windows, estao ilustrados nas Tabelas 7 a 9. Ao se

comparar a morfometria entre células escamosas intermediarias observadas pelo

método em meio liquido com etanol 95% e pela citologia convencional (Tabela 7),

nao foi observada nenhuma diferenca para as dimensdes de area e perimetro

(p>0,05).

Ao se comparar a morfometria entre células escamosas intermediarias

observadas pelo método em meio liquido com formaldeido 1% e pela citologia

convencional (Tabela 8), ndo se observou nenhuma diferenga para as dimensodes

de area e perimetro na monitoragao do nucleo (p>0,05) mas, para o citoplasma,

observou-se diferencas nas dimensdes de area e perimetro entre os dois métodos

(p<0,05)

TABELA 7 — COMPARACAO MORFOMETRICA ENTRE CELULAS ESCAMOSAS
INTERMEDIARIAS DE CITOLOGIA CONVENCIONAL E EM MEIO
LIQUIDO ETANOL 95%

dev. Lim. Confianga dif.
N Area pad. EPM -95% +95% média p
nucleo controle 98 494,46 121,79 12,30 470,04 518,88 1150 0,999
alcool 95% 98 505,96 133,05 13,44 479,28 532,63
Cito- controle 98 12973,96 5576,00 566,16 11850,15 14097,77 45018 0550
plasma alcool 95% 98 12523,78 4929,53 497,96 11535,47 13512,08 ’ ’
Peri- dev. Lim. Confianga dif.
N metro pad. EPM  -95% +95%  media p
nucleo controle 98 88,19 10,49 1,07 86,06 90,31 0.61 1,000
alcool 95% 98 88,80 10,95 1,10 86,62 90,97 ' ’
Cito- controle 98 450,62 91,89 9,43 431,90 469,34 519 0.939
plasma alcool 95% 98 445,43 84,25 8,43 428,71 462,15 ’ ’

Desv.pad. — desvio padrao; dif. média — diferengas entre médias; EPM - erro padréo da

média, N - tamanho amostral; p — propabilidade da distribuicdo Tukey.As medidas celulares
foram capturadas em pixel utilizando o programa Image Tool for Windows V. 3.0
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TABELA 8 — COMPARAQAO MORFOMETRICA ENTRE CELULAS ESCAMOSAS
INTERMEDIARIAS DE CITOLOGIA CONVENCIONAL E EM MEIO

LIQUIDO FORMALDEIDO 1%

dev. Lim. Confianga dif.
N Area pad. EPM  "-95% +95%  média p
nucleo controle 196 554,93 135,42 9,67 535,85 574,01 697 0,999
formaldeido 1% 196 547,95 126,41 9,01 530,19 565,72
Cito- controle 196 17824,15 5877,98 419,86 16996,11 18652,19 15616 0005
plasma formaldeido 1% 196 16262,52 5031,67 359,40 15553,70 16971,34
Peri- dev. Lim. Confianga dif.
N metro pad. EPM  "-95%  '+95%  média p
nucleo controle 196 93,18 11,81 0,84 91,52 94,84
. -0,33 0,999
formaldeido 1% 196 92,85 11,31 0,81 91,26 94,44
Cito- controle 196 550,51 188,21 13,44 523,99 577,02 4216 0,000
plasma formaldeido 1% 196 508,35 81,77 580 496,92 519,78

Desv.pad. — desvio padrao; dif. média — diferengas entre médias; EPM - erro padrdao da média, N -
tamanho amostral; p — propabilidade da distribuicao Tukey.As medidas celulares foram

capturadas em pixel utilizando o programa Image Tool for Windows V. 3.0

Ao se comparar a relacdo nucleo citoplasma entre células escamosas

intermediarias obtidas pelos métodos em meio liquido com etanol 95% e com

formaldeido 1% em relacdo a citologia convencional, ndo se observou diferencas

para esta relagdo (Tabela 9, p>0,05). No entanto, ao se comparar os resultados

obtidos para a relagdo nucleo citoplasmatica nos dois grupos de pacientes

estudados, ou seja, aqueles em que se comparou 0 método em meio liquido com

etanol 95% com a citologia convencional, e 0 método em meio liquido formaldeido

1% com a citologia convencional, observou-se menor relagao nucleo citoplasma no

segundo caso, independentemente da metodologia empregada.
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TABELA 9 COMPARAGCAO MORFOMETRICA DA RELAGCAO
NUCLEO/CITOPLASMA, ENTRE CELULAS
ESCAMOSAS INTERMEDIARIAS DE CITOLOGIA
CONVENCIONAL E EM MEIO LIQUIDO ETANOL 95%
E FORMALDEIDO 1%

Razao desv. Lim. Confianca  dif.
N N/C pad. EPM -95% +95% Média p
controle 98 0,0430 (1:23) 0,0164 0,0017 0,0397 0,0463
alcool 95% 98 0,0461 (1:21) 0,0225 0,0023 0,0416 0,0506
controle 196 0,0349 (1:29) 0,0188 0,0013 0,0322 0,0375
formaldeido 1% 196 0,0375 (1:27) 0,0199 0,0014 0,0347 0,0403

0,0031 0,277

0,0026 0,183

Desv.pad. — desvio padrao; N - tamanho amostral; t — t observado; GL — graus de
liberdade; p — propabilidade da distribuicao t.

As medidas celulares foram capturadas em pixel (bit), utilizando o programa Image Tool
for Windows V. 3.0
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6. DISCUSSAO

A coleta do material é relevante para se testar qualquer metodologia de
avaliacdo citoldégica. Para que amostras sejam consideradas satisfatérias, ha
necessidade de uma celularidade minima dos esfregagcos. Em levantamentos
populacionais realizados pelo exame de Papanicolaou, demonstrou-se que a coleta
de material pode ser responsavel por até 90% entre os 15 a 50% de resultados
falsos negativos encontrados com citologia convencional (BOLICK e HELLMAN,
1998). Alguns autores tém demonstrado que a citologia em meio liquido pode ser
mais sensivel em relagéo a convencional na detecgao de anormalidades, justamente
devido ao fato de que as células recolhidas pelo instrumento de coleta se transferem
para um meio liquido, podendo ser concentradas para comporem uma preparacao
(BOON et al. 1989).

Neste trabalho, para os testes preliminares, coletou-se raspado de mucosa
bucal e de parede vaginal com o auxilio de espatula de madeira e escova cilindrica,
tendo-se obtido boa celularidade apenas com o uso de escova. Para os
experimentos com pacientes atendidas no SUS, coletou-se material cérvico-vaginal
com o auxilio de escova conica, apds a coleta do exame de Papanicolaou de rotina.
Apoés a fixagcdo e preservagao em meio liquido e o processamento das amostras,
obteve-se esfregacos com celularidade satisfatéria (Figura 2).

Em estudos com citologia em meio liquido, um dos problemas enfrentados
pelos pesquisadores € o de garantir o atendimento adequado a paciente e, ao
mesmo tempo, coletar amostras representativas a serem testadas pelo método, o
que levou ao desenvolvimento de ao menos trés modelos de estudo. Em alguns
trabalhos sobre citologia cérvico-vaginal em meio liquido, empregou-se apenas
amostras coletadas diretamente para o frasco contendo meio liquido (PAPILLO et
al., 1998; BELINSON et al., 2001; OBWEGESER e BRACK, 2001; CHEUNG et al.,
2003; NEGRI et al., 2003; PEREIRA et al., 2003). Em outros trabalhos, como os de
Wilbur et al. (1993), Mcgoogan e Reith (1996), Bishop et al. (1998), Hutchinson et al.
(1994), Ferency et al. (2001), Ring et al. (2002), utilizou-se amostras divididas, ou
seja, empregando-se o mesmo instrumento de coleta, espalhou-se o material
cérvico-vaginal sobre lamina de microscopia, confeccionando-se assim, o esfregago
para citologia convencional e, a seguir, mergulhou-se o0 mesmo instrumento de

coleta, contendo material residual, no meio liquido em estudo.
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Longatto Filho et al. (2005), entretanto, empregaram o mesmo instrumento de
coleta para obter amostras para citologia convencional e citologia em meio liquido,
porém coletando duas vezes da mesma paciente. Assim, a amostra para citologia
convencional foi coletada com espatula de Ayre e escova endocervical e, apds a
confecgdo do esfregago convencional com ambas, a mesma escova, contendo
material endocervical residual, foi usada para coletar nova amostra da ectocérvice e,
em seguida, colocada em um frasco contendo meio liquido. Bolick e Hellman (1998)
utilizaram coleta de amostra ndo dividida, com escova endocervical e espatula
plastica para a citologia convencional, seguida de escova tipo vassoura para a
citologia liquida, Vassilakos et al. (2000), também utilizaram duas coletas da mesma
paciente.

McGoogan e Reith (1996), observaram diferengcas na celularidade de
citologia em meio liquido (ThinPrep® e Cytorich®) devido aos instrumentos de coleta,
com boa celularidade ao empregar material residual em escova Cervex, e escassa
celularidade, em espatula de Ayre de madeira.

Um cuidado tomado neste estudo foi o de priorizar a coleta para a citologia
convencional, ou seja, garantir a realizagdo do exame de rotina da paciente. Desta
forma, assegurou-se as condigdes rotineiras para a investigacao citologica. O
mesmo cuidado foi também descrito no trabalho de (WILBUR et al., 1993). Ao se
coletar primeiramente a citologia de rotina da paciente e, com o material residual da
espatula de Ayre e da escova endocervical, se confecciona em seguida outra lamina
convencional. A metodologia de coleta para citologia em meio liquido colocando-se a
amostra direto no frasco com meio liquido levou a melhores resultados quando-se
comparou com a citologia convencional, conforme trabalhos apresentados por
Vassilakos et al. (2000) e Longatto Filho et al. (2005), aumentando a sensibilidade
da citologia em meio liquido detectando lesdes cervicais.

O uso isolado de espatula de Ayre de madeira diminui a sensibilidade da
citologia em meio liquido quando comparada a citologia convencional, por absorver
as células. A associagado de escova Cervex ou cytobrush com espatula de Ayre de
madeira ou plastico aumentou a sensibilidade da citologia em meio liquido quando
comparada a convencional, em estudos com divisdo de amostra (LAVERTY et al.,
1995).

Estudos como os de Neidt et al. (1996) e Tabbara et al. (1994) demonstram

que a confeccao de duas laminas em citologia convencional aumenta a sensibilidade
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deste método, principalmente em detectar HSIL (HINDMAN et al., 1981). A espatula
de Ayre e a escova citologica tém sido validadas como efetivas para a coleta de
material cérvico-vaginal em metodologia convencional, em varios estudos. A
associagao de ambas melhora a deteccéo de lesdes glandulares e lesdes cervicais
(MARTIN-HIRSCH et al., 1999).

Na citologia em meio liquido, 0 emprego de novos modelos de escovas, como
as de forma cbOnica ou de vassoura, embora mais dispendioso em relacdo a
associagdo de espatula de Ayre e escova citoldgica, tem demonstrado maior
sensibilidade. Hutchinson et al. (1991), demonstraram que a citologia em meio
liquido coletada com escova cdnica apresenta aproximadamente o dobro de células
epitelias, em relacdo ao emprego de espatula e escova combinados, e cerca de
cinco vezes mais células epitelias que a citologia coletada apenas com a espatula
(HOWELL et al. 1998). Portanto, uso da escova cbnica € o instrumento mais
indicado em estudos com coleta de citologia em meio liquido com divisdo de
amostras, conforme demonstrado em trabalho de Austin e Ramzy (1998).

A satisfatoriedade celular da citologia convencional pode ser melhorada,
consequentemente aumentando sua sensibilidade e especificidade (CIBAS et al.
2001), através da remogao do muco e dos restos celulares da superficie cervical
com um swab de algoddo antes da coleta convencional. Obwegeser e Brack (2001)
conseguiram comparar a sensibilidade da citologia convencional, com a citologia em
meio liquido. O uso de instrumentos adequados na citologia convencional como a
espatula de Szalay, a qual coleta células do canal endocervical ao mesmo tempo em
que coleta da superficie cervical, melhora a celularidade. A espatula de Szalay e a
Aylesburg, pela modificagdo em seu tamanho e forma, conseguem coletar células da
zona de transformacéao (ZT) e tem sido descritas como um importante instrumento
para o aumento da sensibilidade do exame convencional (RAMMOU-KINIA et al.,
1991). O aumento da sensibilidade no exame convencional de Papanicolaou é
importante, pois esta metodologia apresenta um custo menor quando comparada a
citologia em meio liquido, podendo melhorar os indices dos programas de triagem
em paises em desenvolvimento.

Para o desenvolvimento do trabalho, realizou-se testes preliminares com o
intuito de avaliar a metodologia mais adequada a ser testada em material cérvico-
vaginal de um grupo de mulheres atendidas na rede publica de saude. Para tanto,

empregou-se material citologico obtido de raspado bucal e vaginal.
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Testou-se varios meios para preservagao e fixacdo de células epiteliais em
ldamina, com o intuito de se desenvolver uma metodologia alternativa viavel e de baixo
custo para citologia em meio liquido. O desenvolvimento de técnicas de citologia em
meio liquido em substituicdo ao método convencional de Papanicolaou para citologia
cérvico-vaginal surgiu a partir das demandas de escrutinio computadorizado,
considerando-se que a presenca de artefatos e de sobreposi¢cdes celulares dificulta
sobremaneira a identificagdo celular por automacéo. Adicionalmente, as conhecidas
limitacbes do método de Papanicolaou em relacido a sua sensibilidade, especialmente
no que se refere a representatividade da amostra, fez com que muitos citologistas
buscassem o aperfeicoamento do mesmo. Desta forma, a evolugdo das técnicas de
citologia em meio liquido permitiu estudos através dos quais se obteve preparagdes
mais finas e homogéneas, com menos superposicbes e artefatos e mais
representativas do material obtido por esfoliagdo. Alguns autores tém demonstrado a
detecgao de maior numero de casos de anormalidades epiteliais com o emprego de
citologia em meio liquido, em relagdo ao método de Papanicolaou, sugerindo que,
além de maior representatividade, com este método se poderia conseguir melhor
preservacgao e fixagao celulares (ALVES et al, 2004).

Para a escolha de meio(s) liquido(s) para preservacao e fixacao de células
epiteliais para este trabalho, procurou-se testar substancias e composigdes ja
conhecidas, algumas empregadas rotineiramente em laboratérios de citologia e outras
ja reconhecidas cientificamente devido as suas propriedades em relagdo a células de
diversos tecidos.

O etanol é amplamente empregado como fixador celular, sendo utilizado com
sucesso, na concentracdo de 95% em meio aquoso, para a fixagdo de células em
lamina no exame de Papanicolaou (TAKAHASHI, 1981). Considerou-se que o seu uso
em meio liquido, caso fosse eficiente, seria extremamente pratico, simples e barato,
como meétodo alternativo para citologia cérvico-vaginal. Nos testes preliminares
realizados com etanol 95%, observou-se boa preservagcdo das células escamosas
vaginais e bucais, com boa celularidade e homogeneidade e auséncia de artefatos.
Assim, optou-se por testa-lo em maior numero de amostras cérvico-vaginais.

O meio de conservacdo de eritrécitos (meio CE) foi desenvolvido por
pesquisadores desse laboratorio, com o objetivo de preservar eritrocitos e plaquetas
em amostras de controle de qualidade para os valores hematimétricos (LEONART et

al.,, 1986). O emprego de componentes diversos, entre eles nutrientes, como a
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glicose e fontes de ions; a albumina bovina, como estabilizadora da membrana
celular, antibiéticos e cortisona para evitar a contaminagcdo bacteriana,
etilenodiamino tetracetato de sdédio como quelante do ion calcio, permite a
conservacgao destas células durante cerca de 60 dias. A incubagao de eritrécitos e
plaguetas com glutaraldeido permite uma fixagdo parcial da membrana celular pelo
crosslinking entre moléculas protéicas. No entanto, as preparagdes de células
escamosas obtidas por suspensdao em meio CE, com ou sem adi¢ao de etanol 95%
apresentaram alteragdes celulares de coloracdo, como hipercromasia e
hiperqueratose, de forma e tamanho, como irregularidades de membrana,
pleomorfismo e edema nuclear, além da formacao de artefatos, como precipitados
sobre as células. Em relagdo a celularidade, as preparagdes obtidas s6 foram
satisfatérias na presenca de etanol 95% na proporcao de 1:1.

O glutaraldeido é bastante empregado como fixador de células e de tecidos,
especialmente em técnicas de microscopia eletronica (SABATINI, 1963). O emprego
de glutaraldeido em meio alcodlico ou em tampéo fosfato em células escamosas
causou alteragdes celulares como irregularidade de membrana, células dobradas e
halo perinuclear, bem como formou precipitados sobre as células. A celularidade foi
somente satisfatéria em meio alcodlico.

A albumina bovina é utilizada em preparados citolégicos com o objetivo de
aderéncia do material celular a lamina de microscopia. As células escamosas em
meio contendo albumina adicionada de etanol 95% nas concentragdes finais de 15 a
60 mg/dl, apresentaram alteracdes tintoriais, em especial moderada orangiofilia.

A albumina de Mayer, utilizada rotineiramente em preparagdes citologicas de
liquidos, como a urina, com o intuito de aderéncia celular a ldmina (TAKAHASHI,
1981, KOSS e MELAMED, 2006) foi usada nas preparagdes em células escamosas,
concentrada em diluicdes 1:10 e 1:100, em meio alcodlico, com etanol 95% na
propor¢gdo 1:1. As preparagdes apresentaram celularidade e homogeneidade
insatisfatéria em todas as preparacdes, e presenca de pleomorfismo celular, com
material proteinaceo na lamina, formando um fundo sujo que obscurecia a
visibilidade das células.

O formaldeido € usado rotineiramente em laboratério como fixador de células
e tecidos, principalmente de pegas para estudos anatomopatoloégicos, bem como na
composicao de outros meios fixadores (TAKAHASHI, 1981). Ao se testar o

formaldeido em concentragdes de 1 a 5% em tampéo fosfato pH 7,4, para a fixagéo
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e preservacdo de células escamosas, obteve-se satisfatoridade apenas na
concentragcdo de 1%. Nas concentragdes maiores de formaldeido, observou-se
alteracdes morfotintoriais das células, bem como presenca de artefatos.

Na escolha da metodologia de concentragao celular, optou-se por metodologias
viaveis, empregadas em rotina de laboratério clinico. A centrifugagdo comum e a
sedimentacao espontdnea apresentaram resultados satisfatérios em comparacéo a
citocentrifugagdo. Deve-se considerar, entretanto, que o didmetro das aberturas dos
suportes empregados para a citocentrifugagao foi de apenas 8 mm. Assim, o didametro
reduzido das preparagdes citoldgicas obtidas ocasionou excessiva sobreposicao
celular, causando insatisfatoriedade. Outros autores relatam melhores resultados com
preparagdes citocentrifugadas cujo didmetro varia de 13 ou 20 mm (GRUPTA et al.,
2001).

Na avaliacdo da velocidade e tempo de centrifugacao, utilizou-se variacoes
baseadas em preparagdes citologicas utilizadas em rotina de laboratério,
considerando-se a fragilidade das células em relagcdo a forga da centrifugagéo
(HOFFKEN et al., 1978). Assim, empregou-se velocidades de 128, 289 e 514 x g
durante 5 e 10 min, sendo que, com a velocidade de 289 x g durante 5 min obteve-se
preparagdes com celularidade e homogeneidade satisfatérias. Demonstrou-se a
eficiéncia da centrifugagao, pela constatagdo da auséncia de células escamosas ao
microscopio optico no sobrenadante, apds a sedimentacgao.

Para a confeccao do esfregaco, testou-se métodos empregados rotineiramente
em laboratério, como a extensdao dos sedimentos obtidos em lamina, conforme séo
feitas as extensdes sanguineas em hematologia, e espalhamento do sedimento, como
realizado para exames de bacterioscopia. Preparados feitos por espalhamento
circular do sedimento apresentaram celularidade e homogeneidade satisfatéria, com
auséncia de alteracbes celulares. Em preparacdes feitas por extensao, observou-se
alteragdes celulares, tais como irregularidade da membrana e pleomorfismo celular,
além de celularidade e homogeneidade insatisfatérias.

A aderéncia do material citolégico foi analisada com uso de Albumina de Mayer
concentrada e diluida e poli-L-lisina, utilizadas com esta finalidade em laboratérios de
citologia e indicadas em literatura especializada (TAKAHASHI, 1981; KOSS e
MELAMED, 2006). Apesar da eficiéncia destes componentes em relagdo a adesao

das células na lamina de microscopia, as preparagdes obtidas foram insatisfatérias
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devido a ocorréncia de alteragdes tintoriais, tais como orangiofilia, e excessiva
sobreposigao celular.

Conforme descrito em literatura especializada, o tempo de fixagcdo de
esfregacos ceérvico-vaginais deve ser de 15 a 30 min (KOSS e MELAMED, 2006). No
entanto, nos testes preliminares realizados para o tempo de fixagdo em etanol 95%
das preparagdes em lamina neste trabalho, obteve-se melhores resultados com
30 min de fixagcdo em comparagao a 15 min. No caso de esfregagos recobertos com
solugéo alcodlica de polietilenoglicol a 2% e secos ao ar, com posterior fixagdo em
etanol 95% por 30 min, observou-se alteragdes tintoriais.

Assim, a partir dos testes preliminares realizados, definiu-se a metodologia a
ser avaliada com o material cérvico-vaginal. Em relagdo aos meios liquidos para
preservacgao e fixagdo, optou-se pelo emprego de etanol 95% e de formaldeido 1%
em tampao fosfato 150 mmoles/| pH 7,4. Para sedimentagcdo das células obtidas,
empregou-se a centrifugagcdo comum na velocidade de 289 x g durante 5 min. No
caso das amostras mantidas em formaldeido 1% em tamp&o, apos a centrifugagéo,
ressuspendeu-se as células em etanol 95% e deixou-se que as mesmas
sedimentassem espontaneamente durante 1 h, preparando-se os esfregacos a partir
do sedimento. Este procedimento foi realizado porque observou-se que a confecgao
dos esfregagos nado foi eficiente quando se empregava suspensdo de ceélulas em
meios aquosos, ou seja, a celularidade era insatisfatéria devido a demora na
evaporacgao da fase liquida.

A celularidade minima obtida com as metodologias em meio liquido
desenvolvidas foi de cerca de 10.000 células, o que ocorreu em 50% das
preparacdes, com meédias na faixa de 15.000 células, independentemente do
método empregado (Figura 2). A contagem da média de células foi estimada segundo
férmulas propostas pelo Sistema Bethesda (SOLOMON e NAYAR., 2001), que
recomenda o calculo a partir do numero de células por campo em alguns campos e
estabelece que a celularidade deve ser ao menos de 5000 células em preparacdes
de citologia cérvico-vaginal em meio liquido. Desta forma, a celularidade obtida
neste trabalho foi satisfatéria, ndo havendo diferengas estatisticamente significativas
entre as contagens nos dois métodos (anova, p = 0,734).

As regras estabelecidas pelo Sistema Bethesda para o calculo de celularidade
sao perfeitamente aplicaveis devido a homogeneidade das amostras de citologia em

meio liquido e a forma circular das preparagées (KIMBERLEY et al, 2003).
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A comparagdo nas observacbes de presenca de células escamosas
superficiais, intermediarias e parabasais, células endocervicais, células
metaplasicas, polimorfonucleares, histiocitos, linfécitos e hemacias em citologia
convencional (controle) e em meio liquido com etanol 95% e com formaldeido 1% foi
monitorada em forma semi-quantitativa codificada em cruzes. As tabelas 1 e 2
ilustram a analise comparativa pelo teste z para propor¢cbes em categorias
mutuamente exclusivas, entre as frequéncias de ocorréncias de identificagcdo de
células em preparagdes de citologia convencional e de citologia em meio liquido. O
teste estatistico de comparagcdo para duas propor¢cdes mutuamente excludentes
indica que as proporgdes de concordancia com o controle foram superiores as de
discordéncia (p < 0,05). Utilizando-se formaldeido ndo foi verificada a mesma
identificacdo celular que a citologia convencional apenas para dois tipos celulares,
células endocervicais e histidcitos. A propor¢cao de contagens diferentes entre os
dois métodos foi relativamente alta. As semelhancas morfolégicas encontradas para
as células escamosas, metaplasicas, polimorfonucleares, linfécitos e hemacias, bem
como as diferengas para as células endocervicais e histiécitos, estao representadas
na Figura 4. Pode-se observar no caso das células endocervicais, que a estrutura da
cromatina foi alterada pelo emprego de formaldeido na citologia em meio liquido,
tornando-se compactada e hipercromatica. Em relagdo aos histidcitos, observou-se
alteragdes na estrutura citoplasmatica, ndo se conseguindo perceber a presencga de
vacuolizacdo, ou seja 0 seu aspecto esponjoso, caracteristica morfolodgica relevante
para a identificacao destas células.

Uma limitacdo observada em preparagbes obtidas em citologia em meio
liguido com etanol 95% foi relativa ao achado, nas amostras ricas em muco,
polimorfonucleares e ou hemacias, de material proteinaceo acompanhado de
formagdo de grumos de células, com sobreposicao de células epiteliais,
polimorfonucleares e hemacias. Tal fenbmeno provocou obscurecimento importante
em algumas amostras, dificultando a identificacdo de células, organismos e
alteracbes. O etanol tem a propriedade de desnaturar proteinas, alterando sua
estrutura terciaria, podendo ser o causador de tais artefatos em amostras ricas em
proteinas. Os métodos comerciais de citologia em meio liquido em geral preconizam
a retirada de hemacias, leucocitos e muco por gradiente de densidade ou filtragéo,

no sentido de se obter amostras limpas (GRUPTA et al., 2001).
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Para a avaliagao do efeito do tempo de preservagao das células escamosas
nos meios liquidos empregados, testou-se em uma amostra de material vaginal, a
incubac&o em etanol 95% e em formaldeido 1% durante 24, 48 e 72 horas. Como se
pode observar na Figura 3, ndo houve influéncia dos tempos de preservagao
empregados nas qualidades morfotintoriais das células escamosas ou mesmo dos
microorganismos presentes.

Algumas discrepancias menos acentuadas observadas para as outras
variaveis poderiam ser explicadas por diferencas de avaliagcdo na codificagdo em
cruzes. Notou-se, também, que as diferencas observadas para as células
endocervicais se deveram, de modo geral, a sua presenga nas preparagdoes de
citologia convencional e auséncia nas preparagdes de citologia em meio liquido, o
que pode ter sido consequéncia da segunda coleta abrasiva do canal endocervical,
considerando-se que este epitélio € constituido por uma unica camada de células
endocervicais, as quais poderiam ter sido reduzidas na primeira coleta.

A maior porcentagem de células endocervicais e de células metaplasicas na
citologia convencional também foi observada em outros trabalhos, e tem sido
atribuida a coleta, especialmente ao modelo de divisao de amostra. Em coletas com
uma unica amostra, tem-se relatado quantidades adequadas de células
endocervicais e metaplasicas (LAVERTY et al., 1995; LEE et al., 1997; BISHOP,
1997; BISHOP et al., 1998 )

A presenga de microorganismos em preparagdes pelos métodos de citologia
em meio liquido com etanol 95% e com formaldeido 1%, em comparagaéo com as de
citologia convencional, foi analisada pelos calculos de sensibilidade e especificidade
(Tabelas 3 e 4). Todos os microorganismos observados na citologia convencional
também foram observados na citologia em meio liquido, com excelentes indices de
sensibilidade e de especificidade. Foi observada maior freqiéncia para Bacilos de
Doderlein, flora cocoide, flora mista e Gardenerella vaginalis. Como se pode
observar na Figura 5, ndo houve diferengas na identificacdo morfolégica dos
diversos microorganismos ao se comparar as metodologias estudadas com a
citologia convencional.

N&o foi observado nenhum resultado falso positivo ou falso negativo nas
preparagdes de citologia em meio liquido com etanol 95%. Na observagdo da
citologia em meio liquido com formaldeido, foram observados resultados falso

negativos para Candida spp e Actimomyces spp. Entretanto, s6 havia 2 casos



94

positivos (1,8% de prevaléncia), o que nao serve de base para uma inferéncia
estatistica, por ndo oferecer seguranca para uma concluséao.

Os resultados obtidos para a presenga de microorganismos na citologia em
meio liquido corroboram os achados de outros autores, que apontam para
sensibilidade e especificidade 6timas para o método. Hutchinson et al. (1991)
referem-se ao fato de que os microorganismos sao facilmente identificados em
citologia em meio liquido, em comparagao a citologia convencional. No trabalho de
Bishop et al. (1998), ndo se observou diferencas significativas na identificacéo de
agentes infecciosos e de alteragbes benignas, comparando-se a citologia
convencional com a citologia em meio liquido (AutoCytePREP®).

No trabalho de Papillo, et al., (1998), foi observado um aumento de 25,51%
na deteccdo da identificagdo de agentes infecciosos. Relata-se ainda que, a
distribuicdo homogénea das células epiteliais sobre a lamina, aliada a auséncia ou
diminuicdo de leucdcitos e ou hemaceas, conferindo um aspecto mais limpo a
preparagao, facilita a visualizagdo de agentes infecciosos, bem como de suas
alteracdes citopaticas.

Entretanto, relata-se em alguns trabalhos que, dependendo da metodologia
de preparo na citologia em meio liquido, ocorre uma diminuigdo na quantidade dos
microorganismos observados, o que ndo impede a sua identificagdo (KOSS e
MELAMED, 2006).

A andlise de alteragdes celulares em preparagdes obtidas por citologia em
meio liquido com etanol 95% e com formaldeido 1%, em comparagdo com a
citologia convencional, empregada como controle, através de calculos de
sensibilidade e especificidade, esta ilustrada nas Tabelas 5 e 6. Maiores
prevaléncias entre as alteragdbes observadas foram encontradas para
pseudoeosinofilia, metacromasia, hiperqueratose, edema nuclear, halo perinuclear,
granulos querato-hialinos e vacuolizagdo. Os indices de sensibilidade e de
especificidade foram excelentes para os dois métodos de citologia liquida, apenas
para as ocorréncias pseudoeosinofilia e metacromasia. Como se pode observar na
Figura 6 as alteragdes celulares observadas em preparagdes de citologia em meio
liguido e de citologia convencional ndo apresentaram diferencas morfoldgicas
relevantes, a ndo ser a vacuolizagdo, que nédo pode ser percebida claramente em

preparagdes de citologia e meio liquido com formaldeido.
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Observou-se sensibilidade superior a 70%, em citologia em meio liquido
com etanol 95%, para pseudeosinofilia, metacromasia, hiperqueratose, edema
nuclear, halo perinuclear, granulos querato-hialinos, citolise, cariopicnose,
paraqueratose, cariolise, coilocitose e binucleagédo, e; para citologia em meio
liguido com formaldeido 1%, para pseudoeosinofilia, metacromasia, halo
perinuclear, granulos querato-hialinos, hiperqueratose, edema nuclear,
cariopicnose, citolise e coilocitose.

A frequéncia das observagdes nas alteragdes celulares observadas pareceu
ser um fator fundamental na comparagdo entre citologia em meio liquido e
convencional. Observou-se uma tendéncia de menor sensibilidade para a citologia
em meio liquido, quando comparada com a convencional para prevaléncias mais
baixas (Tabelas 5 e 6). Possivelmente, algumas alteragdes celulares ficam mais
evidentes na convencional e menos marcantes na liquida, o que poderia levar o
citologista a temer resultados falsos negativos.

Em algumas preparagdes foram encontradas alteragdes celulares
suficientes para classifica-las como lesdes intraepiteliais cervicais, e em um caso,
carcinoma escamoso invasor. Estes casos ndo foram incluidos nas analises
estatisticas realizadas devido a escassez dos resultados obtidos. No entanto,
como se pode observar na Figura 7, houve evidéncia na observagao de critérios
morfoldgicos relevantes como hipercromasia, cariomegalia, aumento da relagao
nucleo-citoplasma, irregularidades na distribuicdo da cromatina, irregularidade do
contorno nuclear, pleomorfismo celular e disqueratose.

A maioria dos estudos atribui maior sensibilidade para a metodologia em
meio liquido, tanto na deteccdo de LSIL, quanto HSIL, como pode ser
demonstrado nos trabalhos de Wilbur et al., (1993), Bishop et al., (1998), Ring et
al., (2002), Negri et al., (2003). Hodgson et al., (2005) e Longatto Filho et al.,
(2005). Este aumento na deteccdo em termos percentuais variou para LSIL desde
3,2% (RING et al., 2002), até 115,5% (HODGSON et al., 2005) e para HSIL variou
desde 6% (BISHOP et al., 1998) até 37,5% (HODGSON et al, 2005). O aumento
no diagndstico de carcinoma foi observado em 25% por Bishop et al., (1998). No
trabalho de Papillo et al., (1998) agruparam os resultados de HSIL e carcinoma,
encontrando um aumento de 55,14% destes casos.

As areas e os perimetros de células escamosas intermediarias, monitorados

pelo programa Image Tool for Windows, em unidades pixel (bit), estdo ilustrados
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nas Tabelas 7 a 9. Nao foi observada nenhuma diferenga para as dimensdes de
area e perimetro em relagdo as preparagbes de citologia convencional, nas
analises feitas para citologia em meio liquido com etanol 95% (p>0,05). Porém,
nas analises feitas para citologia em meio liquido com formaldeido 1% (Tabela 8),
a area média e o perimetro citoplasmatico das células escamosas intermediarias,
foram menores que os do método convencional (p<0,05). Nado se encontrou
diferengas estatisticamente significativas para a relagdo nucleo-citoplasma (1:23
no método convencional e 1:21 no meio liquido com formaldeido 1%; 1:29 no
método convencional e 1:27 no meio liquido com etanol 95%), como ilustrado na
tabela 9, ao se comparar a citologia em meio liquido e a metodologia convencional.
No entanto, houve diferenga significativa entre os grupos estudados, com uma
tendéncia de se observar menor relagdo nucleo-citoplasma no grupo em que se
comparou a citologia no meio liquido com formaldeido com a citologia
convencional.

Esses resultados sugerem que o citoplasma, com maior ambiente aquoso,
sofre maior contracdo com o formaldeido 1% que com o alcool 95%.

O aumento da preservacao celular na citologia em meio liquido, pode induzir
a avaliagado errada, super valorizando as alteragdes celulares interpretadas como
alteragdes atipicas ou displasicas, principalmente pela melhora de detalhes
nucleares (HUTCHINSON et al., 1991, DAVEY et al, 2006). No trabalho de Lemay e
Meisels (1999), para diminuir a tendéncia inicial de super avaliagao, os citologistas
fizeram um treinamento antes de analisar as preparagdes em meio liquido, isto
ocorre principalmente pela melhor fixacdo e preservacao de detalhes nucleares, com
melhor visualizacdo da cromatina, em especial pelo desvio temporario da
normalidade com diminuicdo de componentes inflamatérios que obscurecem as
células epiteliais.

Diversos pesquisadores (PAPILLO et al., 1998; BISHOP et al., 1998;
BELINSON et al.,, 2001; OBWEGESER e BRACK, 2002; RING et al., 2002;
CHEUNG et al., 2003; NEGRI et al., 2003; PEREIRA et al., 2003; HODGSON et
al., 2005) encontraram algumas diferengas para o reconhecimento de objetos em
material cérvico-vaginal na citologia em meio liquido, em comparag¢ao a citologia
convencional. Existem varios fatores, entre os quais, a distribuigdo homogénea de
células na lamina, a redugao de restos celulares, material proteinaceo, leucdcitos e

ou hemacias, algumas vezes a redugao na quantidade de microorganismos, 0s
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menores indices de superposi¢ao de células, a qualidade da preservacéo e fixagao
das células, que podem influenciar nas qualidades morfotintoriais dos objetos a
serem analisados. Relata-se, por exemplo, que na citologia em meio liquido as
células se tornam mais arredondadas, pode haver um leve aumento da relagao
nucleo-citoplasma, e os indices de hipercromasia podem ser diminuidos em
relacao a citologia convencional (PARKIN et al. 2005).

Os resultados obtidos a partir dos experimentos realizados neste trabalho
sugerem que meios liquidos conhecidos como fixadores celulares, como por
exemplo, solugdes de etanol e de formaldeido, podem ser empregados na fixagéao
e preservagao de células epiteliais cérvico-vaginais. A metodologia empregada
para a coleta de material e a preparagao de esfregagcos de material cérvico-vaginal
foram eficientes para se obter boa celularidade e satisfatoriedade das amostras
obtidas. No entanto, observou-se algumas limitagdes nas metodologias
desenvolvidas, especialmente no que se refere a identificagdo de células
endocervicais e histiocitos quando se empregou formaldeido 1%, bem como
presenca de artefatos por superposicdo de células em algumas amostras
preparadas com etanol 95%. Desta forma, os resultados obtidos apontam para
novos experimentos a serem realizados com os dois meios liquidos empregados e
com liquidos apresentando novos componentes.

A citologia em meio liquido apresenta vantagens como a coleta e a forma de
preparagao das amostras, que garantem uma maior representatividade em relagao a
citologia convencional, mesmo com celularidade inferior (NEIDT, et al., 1996), o
tempo de analise de citologia em meio liquido, € praticamente a metade do tempo
da citologia convencional. A média do tempo de avaliagao da citologia convencional
em um estudo de Mcgoogan e Reith, (1996) é cerca de 6 min e 64 seg, enquanto
que nas citologias em meio ThinPrep € 3 min 37 seg e CytoRich 3 min 11 seg,
porém pela menor celularidade que a convencional, a analise requer mais
concentragdo e pela qualidade de fixacdo e alteragdo morfolégica causada pela
metodologia de preparo, um maior treinamento.

A citologia em meio liquido nos EUA custa cerca de duas vezes mais, do
que a citologia convencional, U.S. $28,76 versus U.S. $14,31, conforme
demonstrado em trabalho de Hodgson et al., 2005.

O desenvolvimento de uma metodologia alternativa para citologia cérvico-

vaginal em meio liquido, que seja simples e acessivel economicamente para que
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possa ser empregada em rastreamentos populacionais, sera relevante para o
desenvolvimento de paises como o Brasil e para a prevengao e controle do cancer

cervical.
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7. CONCLUSOES

Estudos sobre metodologias alternativas para citologia cérvico-vaginal em meio
liquido, em comparagao ao método convencional, em preparagdes feitas por coleta
com escova cOnica apods a coleta convencional, fixacdo e preservacdo em meio
liquido durante 1 a 24 h, centrifugacao a 289 x g, realizacado de esfregaco circular do
sedimento em I|amina, fixacdo por 30 min em etanol 95%, coloragcdo de

Papanicolaou e montagem com Entellan, permitem concluir que:

A - Em amostras cujo meio liquido foi etanol 95%, obteve-se celularidade
satisfatéria, adequabilidade na identificagdo morfoldgica de células escamosas
superficiais, intermediarias e parabasais, metaplasicas, endocervicais,
polimorfonucleares, histiocitos, hemacias e linfécitos, bem como na analise
morfométrica de células escamosas intermediarias; sensibilidade e
especificidade satisfatorias para microorganismos e alteragbes celulares como
pseudoeosinofilia, metacromasia, hiperqueratose, edema nuclear, halo
perinuclear, granulos querato-hialinos, citdlise, cariopicnose, paraqueratose,

cariolise, coilocitose e binucleacéo.

B - Em amostras cujo meio liquido foi formaldeido 1% e que, apds a centrifugagao
foram incubadas em etanol 95% durante 1 h com sedimentagdo espontanea,
obteve-se celularidade satisfatéria, adequabilidade na identificagdo morfoldgica
de células de células escamosas superficiais, intermediarias e parabasais,
metaplasicas, polimorfonucleares, hemacias e linfocitos, bem como na analise
morfométrica de células escamosas intermediarias; sensibilidade e
especificidade satisfatorias para microorganismos e alteragées celulares como
pseudoeosinofilia, metacromasia, halo perinuclear, granulos querato-hialinos,

hiperqueratose, edema nuclear, cariopicnose, citolise e coilocitose.

Considerando-se que, nas amostras preparadas com etanol 95% houve
precipitacdo de material protéico que causou sobreposicdo de células,
polimorfonucleares e hemacias, especialmente em materiais ricos em muco,
polimorfonucleares ou hemacias. Considerando-se ainda, que nas amostras

preparadas com formaldeido 1%, houve alteragcbes em células endocervicais e
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histiocitos que dificultaram a sua identificagdo; conclui-se que ha necessidade de
estudos complementares com estes e outros métodos, que possibilitem a proposigao

de métodos de citologia em meio liquido alternativas.
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