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Resumo

O estudo tem como objetivo realizar uma revisao bibliografica no que refere a qualidade dos
esfregagos cervicovaginais, nas etapas de fixagéo e coloragédo realizadas por técnicas
citolégicas convencionais. O exame citopatolégico tem como base uma metodologia de
diagnéstico e prevencgéo para a detecgéo do cancer do colo de Utero e suas lesdes precur-
soras; porém, sua vulnerabilidade a erros nas etapas de fixagdo, coloragéo e montagem do
esfregago pode induzir significativamente a reprodutibilidade dos observadores, levando a
um diagnéstico erréneo. Portanto, é necessério que se desenvolva uma intensa atividade no
controle de qualidade em todo processo, incluindo a fase pré-analitica, para se obter maior
seguranca nos resultados dos exames citoldgicos convencionais.
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INTRODUCAO

O cancer do colo do utero é um importante problema
de saude publica. Segundo os ultimos dados do Instituto
Nacional do Céancer, estima-se que no ano de 2014 seréo
registrados 15.590 casos novos de cancer do colo de ute-
ro no Brasil, com um risco estipulado de 15,33 casos a
cada 100 mil mulheres. De acordo com a Organizacao
Mundial da Saude (OMS), quando é realizado o rastre-
amento adequado com, no minimo, 80% de cobertura, e
realizado dentro dos padrées de qualidade, é possivel di-
minuir em média de 60% a 90% a ocorréncia do cancer
cervical invasivo.?

Para o seu rastreamento, o exame citol6gico propos-
to por Papanicolaou (1941) baseia-se em uma metodologia
de diagnéstico presuntivo e preventivo para a deteccédo do
cancer do colo de utero e suas lesdes precursoras. Como é
um procedimento totalmente manual, desde a coleta do
material até a liberagédo do resultado pelo laboratério, sua
vulnerabilidade a erros é consideravel e pode interferir na
acuracia do diagnéstico. Deste modo, as etapas que com-
preendem a coleta, fixagéo, coloragdo do esfregaco, mon-
tagem dalamina e a subjetividade na interpretacédo dos re-

sultados sé@o fatores que podem comprometer drasticamente
a sensibilidade do exame.®%

No Brasil, o Ministério da Saude,® na tentativa de au-
mentar a eficacia do rastreamento e diagnéstico do cancer
do colo utero, tem implantado sistemas de controle de quali-
dade interno e externo nos laboratérios que realizam exames
para o Sistema Unico de Satide (SUS), os quais visam ga-
rantir a organizacao e a integridade de qualidade do servigo
prestado. Na fase pré-analitica, sdo avaliados os procedimen-
tos técnicos relacionados a qualidade de confec¢do do
esfregaco, fixacéo, coloracdo e montagem. Estas etapas de
execucdo podem influenciar significativamente, na qualida-
de do laudo e na produtividade entre os observadores."®

Assim, a conscientizacéo dos profissionais envolvi-
dos e o conhecimento de cada etapa da fase pré-analiti-
ca, como acao dos fixadores, dos corantes, manipulagao,
armazenamento adequado, a estabilidade dos reagentes,
além dos procedimentos de montagem adequada, sédo de
grande relevancia para garantir uma melhor confiabilidade
dos resultados citolégicos.® Perante estes dados, este es-
tudo tem por objetivo realizar uma reviséo bibliografica no
que refere a qualidade das etapas de fixacdo e coloracao
dos esfregacos cervicovaginais realizados por técnicas
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citolégicas convencionais. A escolha desse método visa o
embasamento cientifico que permite, por meio de pesqui-
sas jarealizadas, tendo como parametro a viséo de alguns
autores, proporcionar uma melhor compreenséo do tema
de interesse.

FASE PRE-ANALITICA: FATORES QUE
COMPROMETEM O DIAGNOSTICO

A fase pré-analitica consiste em conjunto de agdes que
visam garantir representatividade e adequabilidade da
amostra. Devem-se adotar critérios padronizados de con-
trole interno da qualidade que contemplem o registro do ma-
terial recebido, a fixacdo, a coloragédo e a montagem das
laminas.®'0

Segundo recomendagées do Ministro da Satide," com
base nos critérios de qualidade para boa visualizagdo do
exame de citologia convencional, o material coletado deve
ser espalhado sobre a lamina de modo uniforme, fixado
imediatamente apds a coleta e posteriormente transporta-
do ao laboratério em suporte plastico de lamina devidamen-
te identificada. As laminas devem permanecer integras e
acondicionadas adequadamente, devem acompanhar a re-
quisi¢éo preenchida do médico solicitante, e, em seguida,
submetidas a coloragéo pelo método de Papanicolaou, tra-
dicional ou modificado.('213

Para melhor compreenséo sobre fatores que compro-
metem o diagnédstico na fase pré-analitica e de acordo com
o objetivo deste artigo, as etapas foram descritas em Fixa-
¢éo dos esfregacos, Coloragdo e Montagem das laminas
citologicas cervicais.

FIXAGAO DOS ESFREGAGOS CITOLOGICOS
CERVICAIS E FIXADORES

Apos a obtencédo da amostra, ocorre o procedimento
de fixacdo, que é uma etapa importante e essencial para a
realizacdo de todos os passos subsequentes, imprescindi-
veis a qualidade do exame citologico.(*'® O fixador utiliza-
do reage com diferentes componentes celulares promoven-
do a estabilidade molecular de proteinas, acidos nucleicos,
polissacarideos, lipidios entre outros. O fixador reage com
diferentes componentes celulares promovendo a estabilida-
de molecular de proteinas, acidos nucleicos, polissa-
carideos, lipidios, entre outros, prevenindo a autélise ou a
degradacao das estruturas celulares, conservando os deta-
lhes, além de evitar o dessecamento que deforma as célu-
las e altera as afinidades tintoriais.("®'"

Os métodos de fixagédo sao divididos em trés catego-
rias: fixacdo umida, fixagdo iUmida com secagem ao ar e
fixacdo por nebulizacdo ou cobertura do esfregaco.

O método de fixagdo imida é composto de etanol a
96%. Esta substancia age como agente coagulante, pene-

136

trando na célula, desidratando-a e intensificando a diferen-
ciacdo nuclear apés a coloracao. Os esfregacos fixados por
esse método poderdo permanecer por uma semana ou mais
quando acondicionados individualmente em seus respecti-
vos tubetes devidamente fechados.("®'® As principais van-
tagens do etanol como fixador, comparado com outros mé-
todos, baseiam-se na sua elevada velocidade de difusao e
na capacidade de preservar as estruturas celulares. Por
outro lado, o etanol provoca uma retratacgao significativa do
citoplasma e perde rapidamente as suas atividades celula-
reS.(18'20)

Ja na fixagdo imida com secagem no ar, é importan-
te que os esfregacos fiquem totalmente imersos em alcool
pelo menos por trinta minutos, evitando-se ao maximo a
evaporacao. Apos este periodo, o alcool é desprezado e o
material pode ser enviado ao laboratério.?" A desvanta-
gem deste método é que o esfregaco citolégico, apos fi-
xado pelo alcool, é secado ao ar, podendo ocorrer possi-
vel edema nuclear a distor¢éo, com perda de detalhes cro-
maticos, e o citoplasma pode nao ser corado adequada-
mente.®

No caso dos fixadores em spray, os mais utilizados
sé@o os compostos por polietilenoglicol (Carbowax) e alcool
a 95%. Recomenda-se que a pulverizacdo do aerosol so-
bre o esfregaco celular deva ocorrer a uma distancia entre
15 cm a 25 cm, evitando o espalhamento do esfregago.(422
De acordo com Manrique, " quando ocorre algum proble-
ma na etapa de fixagao celular, por exemplo, um longo tem-
po entre a coleta e a fixagéo, a coloracdo podera ficar com-
prometida, alterando a afinidade celular pelos corantes usa-
dos na técnica de Papanicolaou, levando a mudangas cito-
plasmatica e nucleares.

Posteriormente, os esfregacos citopatologicos fixados
em alcool seguem para a bateria de coloracédo, sendo que
os esfregacos fixados pelo método de cobertura devem ser
submetidos a banhos de alcool a 96% (pelo menos duas
cubas, no minimo 15 minutos cada) antes da coloracéo, para
eliminar a pelicula de cobertura. Essa pelicula inibe a pene-
tracdo apropriada da coloragéo, especialmente da hemato-
xilina.(1321

Coloragado de Papanicolaou

A técnica de coloragéo de Papanicolaou consiste em
uma sequéncia de etapas que utiliza um conjunto de corantes
com a finalidade de evidenciar a morfologia e os diferentes
graus de maturacao celular. Sua descoberta foi por meio de
estudos iniciados pelo Dr. George Nicolau em 1917, apés
analisar alteracdes celulares das regides da cérvix e vagi-
na, além de alteragGes apresentadas nas diferentes fases
do ciclo menstrual. Depois de vérios estudos, o exame pre-
ventivo passou a ser utilizado na década de 40, recebendo
a denominacdo de exame de Papanicolaou, devido ao sis-
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tema de coloracéo utilizado.?*24 E um método que se ba-
seia em sequéncia de ag¢des de um corante basico, a
Hematoxilina de Harris; um corante acido, o Orange G e
corante policromatico EA-65, que oferece tonalidades de
cores diferentes no citoplasma das células.®?

A hematoxilina é o primeiro corante utilizado, reage
com os acidos nucleicos, confere ao nuicleo uma colora-
¢éo azulada. A coloragéo final do corante pode ser altera-
da pela mistura com outros agentes, tais como alimen de
ferro (preto), alimen de potassio (azul) e os sais de esta-
nho (vermelho).®® Posteriormente, os esfregagos séo co-
rados por uma solugéo acida de Orange G, que apresenta
afinidade por componentes basicos do citoplasma, com
capacidade de penetrar nas células queratinizadas ou pre-
cursores de queratina, evidenciando também os granulos
de querato-hialina das células superficiais, corando-os de
laranja intenso e brilhante. O segundo componente do
corante policromico EA-36 é a eosina Y (eosina yellowish,
eosina soluvel e eosina amarelada), o qual cora o
citoplasma celular de rosa pela acéo da eosina Y através
de verde brilhante.(?2%)

Os tempos de imersao da lamina nos diversos alco-
ois sao calculados em segundos e podem ser substituidos
por 10 a 12 imersdes, porém o tempo na coloragdo podera
ser modificado conforme o procedimento operacional pa-
dréo do laboratério. Dependendo do tempo pode influenci-
ar na coloracao do nucleo, e, consequentemente, o ntcleo
pode corar fracamente ou fortemente, tornando-se palido
ou hipercromatico, o mesmo ocorrendo com os corantes
Orange G e EA - 36, tornando o citoplasma da célula palido,
sem coloragao diferencial do citoplasma.

O controle de qualidade dos corantes utilizados na
bateria de coloragdo deve ser acessado diariamente por
meio da analise microscopica. Assim, uma amostra de ras-
pado bucal deve ser submetida ao protocolo de coloragao
para verificar o tempo e a qualidade dos corantes, e, entéo,
o observador analisarad quanto a intensidade de coloracao
nuclear, o contraste entre a coloracédo, entre a coloragao
citoplasmatica eosinofilica e cianofilica, a definicdo da
cromatina nuclear, a qualidade de desidratagédo da lamina
e clareza. Dessa forma, apds aprovacéao da coloracgéo, se-
gue com coloragao das amostras biolégicas.®?" Se neces-
sario, medidas corretivas devem ser implementadas imedia-
tamente. Recomenda-se o registro por escrito dessas ativi-
dades para o monitoramento e manutencgéo da qualidade
técnica das laminas.!"¥

A qualidade da coloragéo citolégica depende da qua-
lidade da preservacéo celular e fixagdo do espécime, o
manejo no preparo, armazenamento, estabilidade dos
corantes e seguimentos do protocolo de coloragdo. No mo-
mento em que se passa para o procedimento de coloracao
da lamina, o profissional devera dar énfase a necessidade
da utilizacao de solugdes filtradas e trocadas adequadamen-
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te no decorrer do processo, evitando dessa forma a conta-
minagédo cruzada dos esfregagos com células flutuantes.?%)
Entretanto, dependendo do nimero de laminas processa-
das, as trocas dos corantes ocorrem em periodicidade va-
riada, enquanto que os alcoois sdo trocados em cada dez
bercos rodados.

A hematoxilina, quando estocada em 6timas condi-
¢des de conservagdo, permanece sem precipitados por
sete meses.* Em consonéncia a este achado, o Instituto
Nacional de Cancer (INCA)("™® demonstrou, em um estudo
elaborado em 2012, que os corantes devem ser armaze-
nados em sua embalagem original quando comparados
prontos, bem fechados, a temperatura ambiente, pois po-
dem precipitar quando submetidos as baixas temperatu-
ras. Enquanto os corantes sédo preparados no préprio la-
boratoério, as solugdes devem ser guardadas em recipien-
tes escuros, em locais protegidos de luz e calor. Permane-
cem estaveis até a data de vencimento e sob as condi-
¢des de estocagem indicadas no rétulo do frasco. A solu-
céo de hematoxilina é aquosa. Os demais corantes, OG-6
e EA-36, sdo solugdes alcodlicas e devem ser mantidos
tanto nos frascos como nas cubas de coloragéo, perma-
nentemente tampados, para evitar evaporacéo do alcool,
além de serem armazenados em recipientes escuros, em
locais protegidos de luz e calor.

O exame de Papanicolaou convencional é extensa-
mente conhecido como ferramenta de grande sucesso na
triagem para prevencgao diagnéstica de cancer do colo de
Utero, porém, sdo sugeridas limitacdes por razdes técni-
cas. Existem varios fatores que podem causar alteracdes
nas reacdes dos corantes, alguns relativos a propria amos-
tra, como o pH da secrecéo, e outros relativos a técnica
empregada. Fatores técnicos, como espessura do materi-
al e excesso de material fora dos limites de analise da la-
mina contribuem significativamente para um diagnoéstico
erréneo. (1230

O principal problema dos laboratérios de citopatologia
€ manter adequabilidade da amostra cervicovaginal apo6s a
coleta, por meio da fixagéo, sendo que a falha na fixagcao
torna o esfregaco dessecado, uma vez a fixagao incorreta
da lamina prejudica consideravelmente o trabalho do
escrutinador.("

Também deve-se salientar que, em muitos casos, re-
sultados falsos negativos sdo emitidos por causa da ma
qualidade da coloragédo do esfregaco, ou, até mesmo, anao
identificacédo das células anormais que se localizam fora da
area da laminula. Amaral®" cita que, dos 10.951 esfregacos
analisados, 252 apresentavam fatores interferentes, sendo
que 83,9% estavam com dessecamento, o que os tornou
insatisfatérios para analise. Resultados semelhantes foram
apresentados por Silva,® que relatou que, do total de 3.149
esfregacos analisados, 20,92% apresentaram desseca-
mento, o que limitou parcialmente a analise, e 88,60% dos
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esfregacos dessecados comprometeram a qualidade das
amostras, tornando-as insatisfatérias para analise e impos-
sibilitando a liberagéo do laudo. Desta forma, estes erros
pré-analiticos geram transtornos para a paciente, que tera
gue se submeter a nova coleta, e custos maiores para os
laboratoérios.®

Estudo realizado no Instituto Adolfo Lutz®® em parce-
ria com a Fundagé@o Oncocentro de Séao Paulo (FOSP), em
2012, revelou aumento de 11,9% e 17,7% na adequagéao
dos processos de coloragéo e fixagéo, respectivamente, en-
tre o periodo de 2003 e 2010. Esses dados demonstram
que os efeitos das agdes corretivas obtiveram pouca me-
Ilhora nos processos pré-analiticos.

Na etapa da diafanizacéo dos esfregacos, a solugédo
usada deve ser compativel tanto com o alcool como com o
meio de montagem, tornando as células transparentes. O
xilol (xileno ou dimetilbenzeno) é um liquido incolor, insolavel
em agua e apresenta aspectos limpido e odor caracteristi-
co, sendo um solvente amplamente utilizado em laboratéri-
os de citopatologia durante o processamento e confecgéo
de laminas.® O primeiro banho com xilol tem a fungao de
remover o alcool, e o segundo banho possibilita o aumento
da transparéncia da preparacéo citolégica, preparando-a
para a fase final, a montagem. O uso frequente de xilol em
laboratorios de ensino e pesquisa, analises clinicas e pato-
légicas pode causar agravos a saude dos trabalhadores
expostos.®4

Dergovics et al.® avaliaram a eficiéncia da utilizacédo
da mistura verniz/xilol em concentracdo diferente para
imersao das laminas citolégicas prontas de raspado bucal
e cervicovaginais, para montagem apo6s coloracdo em
Papanicolaou. Esse estudo mostrou bom desempenho na
montagem das laminas, sem imersdo em cubas de xilol, uti-
lizando-se para secagem com laminula a solugéo verniz/xilol
na concentragéo de 75/25%, que demonstrou ser eficaz na
qualidade das amostras, na rapida secagem, facilidade na
limpeza das laminas, auséncia de artefatos, reducdo da
exposicéo ocupacional, melhor qualidade de refringéncia e
refracédo da luz, clareamento das células e definicdo da co-
loracdo, ao contrario das demais concentragdes de mistura
verniz/xilol (70/30%, 50/50% e 40/60%), que apresentam di-
ficuldade no processo de confecg¢do, como deslizamento da
laminula, presenca de bolhas, manipulacéo e limpeza da
lamina.

Além disso, o xilol, gquando contaminado com agua,
desenvolve uma reagéo quimica que lhe da uma aparén-
cia leitosa; as laminas que estiverem em contato com este
xilol hidratado ficardo opacas; para evitar esta perda de
qualidade dos esfregacos, estas laminas devem voltar
para as cubas de alcool absoluto.™ Contudo, é impor-
tante que, durante a limpeza da cuba de xilol, seja utiliza-
do alcool absoluto ou o préprio xilol, evitando a hidratagao
do mesmo.
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Montagem da lamina citolégica

Os esfregacgos cervicovaginais corados devem ser
montados de forma permanente, utilizando-se um liquido de
montagem que permite a ligacao entre lamina e laminula. O
meio de montagem age como um efetivo selador contra o
oxigénio, prevenindo o desbotamento do corante. Portanto,
a montagem com laminula é uma técnica obrigatéria, possi-
bilita melhor visualizagcéo das células, preservacao das es-
truturas contra danificagdo mecanica, artefatos de secagem
ao ar.™® Porém, alguns laboratorios citopatolégicos tém ado-
tado o verniz como método de montagem por apresentar
baixo custo e simplicidade. Por outro lado, sua desvanta-
gem é que, nos processos de remontagem/recoloracéo, a
qualidade do esfregaco é prejudicada, isto &, pode-se ob-
ter esfregaco turvo, embacado e craquelado, impossibili-
tando areleitura das laminas.

Além disso, a auséncia de laminula pode promover a
perda da coloragéo celular ao longo do tempo, resultando
na diminuicdo da qualidade durante o periodo de arquiva-
mento.®® Para obter-se uma boa qualidade no processo de
montagem da lamina citolégica, deve-se evitar excesso de
meio de montagem e aparecimento de eventuais bolhas que
podem prejudicar a analise citolégica. Posteriormente, as
laminas devem ser retiradas com o auxilio de uma pinga,
pressionando-a contra a laminula. Por fim, a lamina com a
laminula aderida deve cobrir toda a superficie do esfregaco
para sua secagem adequada. Portanto, uma lamina bem
preparada é primordial para a analise e, consequentemente,
para a discusséo dos resultados.®

Balsamo do Canada é uma resina natural extraida da
Abies balsamea pinaceae. E um método de montagem de-
morado na secagem, que pode possibilitar o aparecimento
de pigmentos marrons no esfregaco citolégico (cornflakes),
dificultando a andlise. Desta forma, demonstra desvantagem
em relacédo ao meio Entellan, sendo este um meio de mon-
tagem rapida onde as laminas secam mais rapidas, possi-
bilitando a estabilidade de espécime para microscopia,
além de ser um bom meio para rotinas automatizadas. Con-
siderando sua composi¢ao, que contém tolueno, deve ser
usado com amostras livres de agua que tenham sido trans-
formadas com xilol nas montagens anteriores. Assim, é im-
portante que as laminas citolégicas sequem adequadamente
para seguir com a montagem.®® Apoés essas etapas, as la-
minas devem ser encaminhadas para analise.

A citologia convencional € um método de facil execu-
¢éo, acessivel e, apesar das inUmeras limitagcdes ja discuti-
das, ainda tem sido largamente utilizada na pratica clinica
como ferramenta para prevencao, diagnoéstico e tratamento
do cancer do colo do Utero. Nas Ultimas décadas, houve uma
crescente preocupacao mundial das instituicdes de saude
em promover a melhoria continua da qualidade da assis-
téncia e a garantia da confiabilidade do resultado.®”
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