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Resumo

Objetivo: comparar a qualidade da coloragéo de Papanicolaou em amostras cervicovaginais
apos clarificagéo com éter de petréleo e xilol. Métodos: Estatistica descritiva por frequéncia
simples comparadas entre xilol e éter. Associagao pelo Qui-quadrado e Kappa de 102 amos-
tras. A clarificagédo pelo xilol de material da juncédo escamocolunar e éter de petréleo de
fundo de saco vaginal. Resultados: o Qui-quadrado demonstrou diferenca significativa
(p<0,001) entre as amostras na fixagéo, coloragéo do citoplasma e nucleo e de polimorfo-
nucleares. O Kappa encontrou-se discordante entre variaveis de fixagdo, qualidade do
citoplasma e nucleo, polimorfonucleares e microbiota vaginal. A fixacdo do material teve
frequéncia ruim em 50% das amostras clarificadas pelo xilol e 36% pelo éter de petréleo,
refletindo na avaliagéo estatistica. A fixagdo influencia na qualidade da coloragéo e sensibi-
lidade da leitura citolégica. Foi demonstrado étimo desempenho da clarificagdo do éter de
petréleo na frequéncia 30% de fixagéo, 6tima visualizagéo do citoplasma e nucleo celular e
dos polimorfonucleares. Conclusao: O éter de petréleo atuou eficientemente como clarificador
no Papanicolaou, permitindo visualizagdo de estruturas celulares, podendo ser substituto
do xilol, com mais seguranca devido a baixa toxicidade e risco ao operador que o utiliza.

Palavras-chave
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INTRODUCAO

A importancia do rastreamento do cancer do colo do
utero no Brasil foi verificada através de estudos estatisti-
cos de mortalidade por cancer, realizados pelo Ministério
da Saude (MS), os quais demonstraram que entre 1979 e
1988 foi a terceira causa de morte por cancer em mulheres
Brasil.("

Dado a relevancia dos dados obtidos, o Ministério
da Saude, sob a coordenacéao do Instituto Nacional do Can-
cer (INCa), criou o Programa Nacional de Controle do Can-
cer Cérvico-Uterino (PNCCU), o qual foi implantado em 1996
com o projeto piloto denominado Programa Viva Mulher.
Em 1998 culminou na Campanha Nacional de Rastrea-
mento por meio do exame Papanicolaou. No periodo de
1999 a 2001, as ac6es do Programa Viva Mulher foram
expandidas aos 27 estados brasileiros. Nesse prossegui-
mento, em 2002 ocorreu uma grande mobiliza¢do nacional
pela deteccéo precoce da doencga que visava acompanhar
e tratar as mulheres. Apés muitos avangos, surgiu entédo o

Sistema de Informacéo de Controle do Cancer do Colo do
Utero (Siscolo), que a partir de 2013 passou a integrar o
Sistema de Informacgéo do Cancer (Siscan), viabilizando o
acompanhamento dos indicadores do Programa de Pre-
vencao do Cancer do Colo do Utero no Brasil, pelo exame
convencional de Papanicolaou, por ser de facil aplicacéo,
com objetivo de acompanhar e tratar as mulheres.("-?

A coloracao de Papanicolaou foi desenvolvida para
uma 6tima visualizagéo das células cancerosas esfoliadas
das superficies epiteliais do corpo, sendo ela uma reacéao
de coloracgéo policromatica, consistindo de um corante nu-
clear de base aquosa, a hematoxilina, e dois contra coran-
tes citoplasmaticos de base alcodlica, o Orange G6 e a
Eosina Amarela 36 (EA36), cujo objetivo é mostrar as mui-
tas variagdes na morfologia celular e os graus de maturi-
dade e de atividade metabolica celular. Os corantes de
Papanicolaou proporcionam excelente demonstracao dos
detalhes morfol6gicos do ndcleo, promovem boa transpa-
réncia citoplasmatica e permitem a diferenciagédo dos ti-
pos celulares.®
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Na técnica de Papanicolaou, os banhos antes e apos
os corantes sao realizados no solvente de cada um deles.
Assim, antes da hematoxilina, que € um corante aquoso, o
esfregaco é hidratado e, apés, o preparado é lavado em
agua.Antes do Orange G6 e EA36, que sdo preparados em
meio alcodlico, os esfregacos sédo desidratados e, apés, la-
vados em alcool. Os ultimos banhos sdo em alcool absoluto
que desidratam totalmente a fim de receber clareamento pelo
xilol, responsavel por tornar as células transparentes.®

O xilol € um solvente organico derivado de petréleo,
utilizado como clarificador, sendo ele um liquido incolor, vo-
|atil e inflamavel, de odor caracteristico, similar ao benzeno
e ao tolueno. A composigéo do xilol ndo é uniforme, consis-
tindo de uma mistura de trés isdmeros, o para-xileno, o meta-
xileno e o orto-xileno, dos quais predomina o meta-xileno.
Tem potencial toxico significativo, e suas propriedades pos-
sibilitam a degradacéo da borracha, neoprene e policloreto
de vinila (PVC). O produto deve ser manipulado de acordo
com as exigéncias de biosseguranca, com a utilizacao ade-
quada dos equipamentos de protecéo individual (EPI), com
manipulagdo em capela de exaustdo.

O manipulador do xilol pode apresentar sintomas de
toxicidade quando inalado o produto, tais como tosse, dores
de cabeca, dificuldades respiratérias, perda de memaria em
curto prazo e depressao no sistema nervoso central, e quando
em contato direto pode causar irritagédo ocular e dermatites.5®

De acordo com a resolugéo n° 358, de 29 de abril de
2005, do Conselho Nacional de Meio Ambiente, o xilol esta
classificado no grupo B, que enquadra substancias quimi-
cas que podem apresentar riscos a satde publica ou ao meio
ambiente. Portanto, o uso frequente do xilol em laboratérios
de ensino e pesquisa, analises clinicas e patolégicas pode
causar agravos a saude dos trabalhadores expostos. Em
vista disso, é importante a avaliagcao toxicolégica pela dosa-
gem do acido metil-hipurico na urina, um metabélito do xilol,
sendo esse o indicador proposto pela legislagédo brasileira
inclusa na Norma Regulamentadora n° 15 para a monito-
rizacdo biologica de exposicdo a este agente quimico.?”

Alguns estudos tém proposto a utilizacdo de outros
derivados de petréleo, com menor toxicidade, como subs-
tituto do xilol na etapa da clarificacédo, a exemplo do éter de
petréleo, o qual € uma mistura de hidrocarbonetos alifaticos
com baixo ponto de ebuli¢do, cujos principais componen-
tes sdo o pentano e o hexano. Os efeitos nocivos do éter
de petroleo podem se apresentar como irritagdo nas vias
respiratérias se inalado apos longa exposicao, desengor-
durante da pele, ligeira irritagdo ocular quando em contato
direto com os olhos, e, ap6s a ingestdo, podem ocorrer
problemas de broncoaspiragéo ao provocar vomito, e nes-
te caso pode apresentar um quadro semelhante ao de uma
pneumonia por ser absorvido pelos pulméges.®

Este trabalho tem por objetivo comparar a qualidade
da coloracdo de Papanicolaou em amostras cervico-
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vaginais apés clarificagdo com éter de petréleo frente ao
uso do xilol.

MATERIAL E METODOS

Foram avaliadas 332 amostras cervicovaginais co-
Ihidas de mulheres que realizaram o exame preventivo do
cancer do colo de Utero no ano de 2017, no projeto de pes-
quisa “Adequabilidade das amostras cervicovaginais de
mulheres atendidas” no projeto de extensao "Prevencéao e
educacéo na atengdo a saide da mulher: coleta de exame
Papanicolaou”, no Ambulatério de Satde da Universidade
Estadual de Ponta Grossa (UEPG).

Os critérios de exclusdo das amostras foram de
esfregacos que néo apresentaram 8 mil a 12 mil células
escamosas, ou obscurecidas em mais de 75% da prepa-
racao por sobreposi¢cdo de células ou obscurecidas por
leucécitos e/ou hemacias. Dessa forma, a selec¢éo final foi
de 102 amostras.

A clarificacéo pelo xilol foi realizada de material colhi-
do da juncdo escamocolunar (JEC), com o auxilio de
espatula de Ayre, girando 360°, e da endocérvice com es-
cova Campos da Paz, também girando 360°, sendo meta-
de da lamina utilizada para esfregaco unidirecional com a
espatula e a outra metade para esfregaco com a escova,
girando-a sobre a lamina de forma unidirecional.

A avaliacdo da clarificagdo do preparado pelo éter
de petroéleo foirealizada a partir de esfregaco unidirecional
em lamina de material coletado de fundo de saco vaginal
com o auxilio da espatula de Ayre.

Foi avaliada nesse estudo apenas a qualidade de co-
loracdo das células escamosas, as quais sao representati-
vas tanto nas amostras cervicais quanto nas vaginais.

Ambos os preparados foram fixados com polietile-
noglicol pelos profissionais que realizaram as coletas.

Antes da coloracgédo, o polietilenoglicol foi removido
pela imerséo das laminas em alcool 95% por 24 horas, o
qual também tem capacidade fixadora e permite a absor-
¢ao dos corantes pelas células.

A coloragao de Papanicolaou foi realizada inicialmente
por uma hidratagao gradativa, por banhos em alcoois diluidos
a partir do alcool absoluto para o preparado receber o corante
nuclear Hematoxilina de Harris, cujo excesso foi retirado por
banho em agua destilada seguida por mergulhos em acido
cloridrico a 0,25%. Apés, seguiu-se uma fase de desidrata-
¢éo para o preparado receber os corantes citoplasmaticos
Orange G6 e Eosina Amarela 36, seguida de banhos de al-
cool absoluto para remover residuos de agua para insercéo
no xilol ou éter para clarificar. Ap6s a coloracgéo, o esfregaco
foi selado em laminula com Entellan. (Figura 1).

Os esfregacos foram analisados em microscopia
optica com aumento de 100X e 400X. Avaliou-se a quali-
dade da coloracao do citoplasma e nucleo das células esca-
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Figura 1. Técnica de Coloragdo de Papanicolaou utilizada nesta pesquisa
Fonte: Técnica de coloragdo de Papanicolaou modificada.

mosas, assim como a coloragéo de polimorfonucleares e
microbiota vaginal, sendo a qualidade da coloragéo classi-
ficada em 6tima, boa, regular e ruim, com os critérios de
intensidade de coloragéo nuclear, contraste entre colora-
céo citoplasmatica, definicdo da cromatina nuclear e cla-
reza da montagem. As analises foram realizadas por dois
escrutinadores.

Na analise do citoplasma e nucleo das células de
descamacao foi avaliada também a capacidade de am-
bos os métodos de clarificagao pelo xilol e éter em permi-
tir a deteccéo de alteracdes reativas e degenerativas como
vacuolizacéo citoplasmatica, granulos querato-hialinos,
cariopicnose, cariorréxis, paraqueratose, binucleacéo,
hialinizagéo do citoplasma, pseudoeosinofilia, metacro-
masia, edema nuclear, apagamento de bordo citoplas-
matico, citélise e halo perinuclear. Também se observou
neste estudo a presenca de células escamosas atipicas
de significado indeterminado possivelmente ndao neopla-
sicas (ASC-US) pela presenca de cariomegalia com nu-
cleo aumentado 2% a 3 vezes do tamanho normal, com
leve irregularidade no contorno nuclear, minima hipercro-
masia e irregularidade na distribuicdo da cromatina.

A microbiota vaginal foi avaliada pela presenca de
bacilos de Déderlein (lactobacilos), Leptothrix sp., Tricho-
monas vaginalis, Gardnerella vaginalis, cocoide, fungos
e bacilos curtos.

A andlise estatistica descritiva das variaveis foi reali-
zada por frequéncia simples e posteriormente comparada
entre grupos xilol e éter, cuja associagao foi verificada pe-
los testes de Qui-quadrado e Kappa, considerados esta-
tisticamente significantes quando p<0,05.

Etica

A populacgdo alvo desta pesquisa foram mulheres que
realizaram o exame preventivo do cancer do colo uterino,
no ano de 2017, no projeto de pesquisa "Adequabilidade
das amostras cervicovaginais de mulheres atendidas no
projeto de extensédo "Prevencéo e educagao na atengéo a

saude da mulher: coleta de exame Papanicolaou™, apro-
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vado pelo Comité de Etica e Pesquisa da Universidade
Estadual de Ponta Grossa, com parecer consubstancial n®
1.614.753.

RESULTADOS

Das 102 amostras analisadas, o teste estatistico Qui-
guadrado demonstrou haver diferencga significativa (p<0,001)
entre as amostras coradas pelo xilol e éter quanto a fixagcéao
do material pelo polietilenoglicol na qualidade da colora-
¢éo do citoplasma e nucleo das células escamosas, na co-
loracdo de polimorfonucleares e microbiota vaginal.

A avaliacdo da qualidade de clarificacao pelo xilol e
éter demonstrou que o citoplasma obteve resultado de bom
a otimo para a qualidade da visualizagdo do citoplasma
em 37,2% no xilol e 57,8% no éter, para o nicleo em 62,7%
no xilol e 48% no éter e para a visualizacédo dos polimorfonu-
cleares em 36,1% no xilol e 54% no éter. (Tabela 1). A qua-
lidade da coloragédo dos esfregacos pelo Papanicolaou é
dependente da boa fixagdo do material (Figura 2).

A avaliagdo estatistica pelo teste Qui-quadrado de-
monstrou que houve diferenca significativa na proporgao
dos achados em cada prova nos lactobacilos, Gardnerella
e bacilos curtos (p<0,05). A propor¢cdo de presenca de
lactobacilos foi significativamente menor no xilol (4,9%) do
que no éter (58,8%), a Gardnerella foi significativamente

Tabela 1 - Frequéncias das variaveis fixacdo, citoplasma, nucleo e
polimorfonucleares de acordo com o uso do xilol ou éter e avaliagédo
da diferencga entre os achados.

. Teste
Variavel Xilol Eter Qui-quadrado
p-Valor
N % N %
Fixacao
Ruim 53 52,0% 37 36,3%
Regular 2 2,0% 11 10,8%
Bom 46 451% 21 206% 000
Otimo 1 1,0% 33 32,4%
Total 102 100,00% 102 100,00%
Citoplasma
Ruim 38 373% 21 20,6%
Regular 26 255% 22 21,6% <0001
Bom 34 333% 25 245% ’
Otimo 4 3,9% 34 33,3%
Total 102 100,00% 102 100,00%
Nuacleo
Ruim 13 127% 29 28,4%
Regular 25 245% 24 23,5% <0001
Bom 51 50,0% 18 17,6% ’
Otimo 13 12,7% 31 30,4%
Total 102 100,00% 102 100,00%
Polimorfonucleares
Ruim 42  433% 29 29,0%
Regular 20 206% 17 17,0% <0001
Bom 30 30,9% 22 22,0% ’
Otimo 5 5,2% 32 32,0%
Total 97 100,00% 100 100,00%
Fonte: Autoria prépria
243



Machado EP, Reche PM, RavelliAPX, Carubelli CR, David FP, Santos KMB

Figura 2. Comparagéo de esfregacos corados pelo Papanicolaou, clarificados por Xilol e éter.
Fonte: Autoria prépria. Nota: figuras A, B, C e D - clarificagéo pelo xilol. A1, B1, C1 e D1 - clarificagdo pelo éter

maior no xilol (40,2%) do que no éter (19,6%) e a propor-
¢ao de presenca de bacilos curtos significativamente me-
nor no xilol (0,0%) do que no éter (5,9%) (Tabela 2).

Tabela 2 - Frequéncias das variaveis Trichomonas, lactobacilos,
Leptothrix, Gardnerella, fungos, cocoide e bacilos curtos de acordo
com o uso do xilol ou éter e avaliagdo da diferenga entre os achados

] Teste
Microbiota Xilol Eter Qui-quadrado
p-Valor
N % N %
Trichomonas
Ausente 102 100,0% 101 99,0% 0,500
Presente 0 0,0% 1 1,0%
Total 102 100,00% 102 100,00%
Lactobacilos
Ausente 97 951% 42 41.2% 0.001
Presente 5 4.9% 60 58,8% ’
Total 102 100,00% 102 100,00%
Leptotrix
Ausente 102 100,0% 101 99,0% 0500
Presente 0 0,0% 1 1,0% ’
Total 102 100,00% 102 100,00%
Gardnerella
61 59,8% 82 80,4%
Ausente 4 402% 20 196% 2001
Presente
Total 102 100,00% 102 100,00%
Fungos
102 100,0% 99 97,1%
Ausente 0 0.0% 5 2.0% 0,218
Presente
Total 102 100,00% 101 99,02%
Cocoide
Ausente 102 100,00% 101 99,02% 0500
Presente o] 0,0% 1 1,0% ’
Total 102 100,00% 102 100,00%
Bacilos curtos
102 100,0% 96 941%
Ausente 0 0.0% 6 5.9% 0,014
Presente
Total 102 100,00% 102 100,00%

Fonte: Autoria propria
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O teste Kappa demonstrou ndo haver concordancia
entre as variaveis fixacdo do material, qualidade do
citoplasma, nucleo e qualidade da coloragédo de polimor-
fonucleares. A discordancia entre as variaveis da microbiota
vaginal pela clarificacéo pelo xilol e éter na coloracéo de
Papanicolaou também foi notada (Tabela 3).

Tabela 3- Valor de Kappa no teste de concordancia entre as variaveis
na clarificagdo pelo xilol e éter na coloragédo de Papanicolaou

. Valor de

Variaveis
Kappa

Fixacédo na clarificagao pelo xilol e éter 0,065
Coloragéo do citoplasma na clarificagéo pelo xilol e éter 0,075
Coloragéo do nucleo na clarificagédo pelo xilol e éter 0,044
Coloragao de polimorfonucleares na clarificagéo pelo 0,048
xilol e éter
Lactobacilos na clarificagdo pelo xilol e éter 0,036
Gardnerellana clarificagdo pelo xilol e éter 0,399

Fonte: Autoria propria

DISCUSSAO

Arelatividade da evidéncia estatistica em estudo cli-
nico e laboratorial foi constatada neste trabalho, uma vez
que a fixacdo do material apresentou frequéncia
percentual ruim em 50% das amostras clarificadas pelo
xilol e em 36% das amostras clarificadas pelo éter, 6tima
em 1% no xilol e 32% das amostras clarificadas pelo éter,
fato que certamente influenciou na avaliacéo estatistica
deste estudo.

A fixagao influencia na qualidade da coloracdo de
Papanicolaou de forma a refletir na sensibilidade da leitura
citolégica do esfregaco. Assim, a fixagdo ndao € um quesito
da coloracdo de Papanicolaou propriamente dita, mas um
fator pré-coloragéo que ocorre no momento da coleta. Sen-
do assim, a boa fixacdo do material cervicovaginal em la-
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mina é de responsabilidade do profissional que realiza a
coleta.("”

As variagdes na qualidade da fixagdo nos esfregacos
cervicovaginais colhidas demonstram a vulnerabilidade da
técnica frente ao trabalho essencialmente manual, no qual
o mesmo operador realiza o trabalho de forma nédo padro-
nizada. A etapa pré-analitica escapa ao controle de quali-
dade da analise citopatolégica, o que torna fundamental
aos profissionais envolvidos na realizacdo do teste de
Papanicolaou a consciéncia da importancia multipro-
fissional deste exame, assim como a interdependéncia da
qualidade do trabalho nas diversas etapas da realizacéo,
que vai desde a orientacdo pré-coleta, coleta, coloracao,
exame citopatolégico a emisséo do laudo.("®

Os corantes de Papanicolaou proporcionam uma ex-
celente demonstragéo dos detalhes morfolégicos do nicleo,
promovem boa transparéncia citoplasmatica e permitem a
diferenciacédo dos tipos celulares. Uma ampla variedade
de modificagdes da técnica original preconizada por Papa-
nicolaou ja foi publicada por diversos autores e muitos la-
boratérios fazem suas préprias adaptagcdes segundo suas
disponibilidades e realidades presentes. O mais importan-
te, no entanto, é eleger o tempo de permanéncia do
esfregaco na hematoxilina e no EA36, além da padroniza-
cao rigorosa das etapas do processo visando alcancar re-
sultados reprodutiveis.(?

Contudo, pode-se perceber que a clarificagéo utilizan-
do o éter de petréleo foi eficiente como clarificador e nos
apresentou bons resultados de visualizagdo das estruturas
celulares.

O 6timo desempenho da clarificagdo do éter frente
ao xilol foi verificado na frequéncia aproximada de 30%,
frequéncia similar encontrada nos preparados que apre-
sentaram 6tima visualizacdo do citoplasma e nuicleo das
células cervicovaginais assim como 6tima coloragéo dos
polimorfonucleares.

Silveira et al.") avaliaram a capacidade do éter de
petréleo em relacdo ao xilol em preparados histolégicos
na diafanizacédo e desparafinagdo das amostras, e verifi-
caram que algumas estruturas histolégicas foram observa-
das microscopicamente com maior facilidade e sem arte-
fatos, melhorando a eficiéncia no diagnéstico.

O xilol traz alguns riscos para a satide do manipulador
por ser téxico,* e alguns estudos tém cogitado a atividade
cancerigena do xilol em seres humanos.®

O éter demonstrou ter boa atividade como clarificador
na coloragéo de Papanicolaou, e por ser menos toxico que
o xilol apresenta-se como uma alternativa para a fase final
de clarificagédo.

Em relagdo a microbiota vaginal, houve diferenca sig-
nificativa da presencga lactobacilos, bacilos curtos e
Gardnerella, com frequéncia maior nas amostras clarifica-
das pelo éter. Tal fato pode ser em decorréncia dos dife-
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rentes /locus de coleta para avaliagao dos clarificadores. O
xilol clarificou amostras cervicais e o éter de fundo de saco
vaginal, este o local preconizado para o estudo da
microbiota, o que pode ter refletido no resultado esta-
tistico.

CONCLUSAO

O éter atua eficientemente como clarificador na técni-
ca de coloragdo de Papanicolaou, permitindo uma boa
visualizacdo de todas as estruturas celulares, podendo ser
um substituto do xilol, trazendo beneficios tanto de visua-
lizacdo de material como de seguranca devido a baixa
toxicidade e risco ao operador.

A qualidade da fixacdo dos esfregacos é muito im-
portante para todo o seguimento da analise citopatolégica,
a qual uma vez nao executada corretamente prejudica a
coloragao e, consequentemente, a avaliagdo microscépi-
ca citolégica.

Possivelmente a substituicdo da citologia convencio-
nal pela liquida possa corrigir este sério problema de qua-
lidade na fixacdo do material cervicovaginal.

Abstract

Objective: to compare the quality of Papanicolaou staining in
cervicovaginal samples after clarification with petroleum ether and xylol.
Methods: Simple frequency descriptive statistics compared between
Xxylol and ether. Association by Chi-square and Kappa of 102 samples.
Clarification by xylol of material from the squamocolumnar junction
and petroleum ether from the vaginal sac fundus. Results: Chi-square
showed a significant difference (p <0.001) between the samples at
fixation, cytoplasmic and nucleus staining and polymorphonuclear
staining. Kappa was found to be discordant between variables of fixation,
cytoplasmic and nucleus quality, polymorphonuclear and vaginal
microbiota. The fixation of the material had a bad frequency in 50% of
the samples clarified by xylol and 36% by the petroleum ether, reflected
in the statistical evaluation. The fixation influences the color quality
and sensitivity of the cytological reading. It was demonstrated the
excellent performance of the clarification of petroleum ether in the
frequency 30% of fixation, excellent visualization of the cytoplasm and
cell nucleus and polymorphonuclears. Conclusion: Petroleum ether
efficiently acted as a clarifier in the Papanicolaou, allowing the
visualization of cellular structures, which can be substituted for xylol,
more safely due to the low toxicity and risk to the operator who uses it.

Keywords
Papanicolaou test; ether; uterine cervical neoplasms
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