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RESUMO

Introducdo: Desde a década de 40 foi introduzida uma metodologia para
rastreamento do cancer de colo do Utero por meio de raspado de células da
regido cérvico-vaginal com objetivo de identificar precocemente alteracdes
celulares sugestivas da neoplasia, bem como diminuir a incidéncia do cancer
de colo uterino em todo o mundo. E indispensavel para a saude da mulher e
saude publica a melhoria de programas de rastreamento ja existentes para
esse tipo de neoplasia, bem como a implantacdo de tecnologias modernas para
o diagnostico precoce e acompanhamento dos novos casos. Com o objetivo de
aprimorar esse rastreamento, a citologia em meio liquido vem trazendo
vantagens importantes na melhoria da qualidade da confeccdo das amostras
citologicas. O impacto das novas técnicas da citologia, em geral sobre as
anormalidades, tem chamado a atencdo dos pesquisadores na utilizagdo desse
método e no aprimoramento do mesmo. Objetivo: avaliar a acuracia da
citologia em meio liquido processada manualmente e as amostras processadas
pela metodologia automatizada em relacdo a melhoria da qualidade de
amostras para a identificacdo de alteracdes citoldgicas por dois observadores.
Método: Estudo retrospectivo, observacional, comparativo e qualitativo,
constituido por 396 amostras, coletadas de mulheres do presidio feminino da
capital, sendo que 202 amostras foram para preparacdo em método manual e
97 amostras em método automatizado e posteriormente pelo método manual.
ApOs a preparacdo, as amostras foram coradas pelo método de Papanicolaou
e a andlise citoldgica realizada por dois observadores. Resultados: Das 396
amostras analisadas pelo primeiro observador, 373 (94,20%) foram satisfatéria
e 23 (5,80%) insatisfatoria. Para o segundo observador, do total de 396
amostras analisadas foram classificadas 367 (92,68%) das amostras como
satisfatoria e 29 (7,32%) como insatisfatoria. A concordancia entre os
observadores de acordo com a adequabilidade da amostra para os métodos
automatizado e manual foi de 97%, mostrando uma boa equivaléncia entre os
observadores. Comparando os achados morfoldgicos de amostras feitas pelos
dois métodos, ha concordancia de 7 (7,22%) amostras dentro dos limites de

normalidade, 57 (58,76%) como alteragcBes benignas e inflamatdrias e 1



(1,03%) de lesbes suspeito/positivas para o primeiro observador. Para o
segundo, 11 (11,34%) amostras foram classificadas em ambos os métodos
como dentro dos limites de normalidade, 59 (60,82%) como alteragbes
benignas e Inflamatorias e 2 (2,06%) como lesdes suspeito/positivas. Diante
desses resultados a porcentagem de concordancia entre os métodos ficou em
68,04% para o primeiro observador e 76,29% para o segundo observador. Os
resultados obtidos por ambos os observadores apresentaram uma equivaléncia
em ambos os métodos diante dos achados morfolégicos e lesdes
suspeito/positivas. Conclusdo: Ambos 0s métodos apresentaram indices
equivalentes entre si e de acordo com adequabilidade da amostra. A
distribuicdo celular e auséncia de artefatos para ambos 0os métodos contribuiu
para uma melhor qualidade da amostra. Diante dos achados morfolégicos,
ambos os observadores concordam que o método manual se mostrou tdo
eficiente quanto o automatizado, mesmo sendo o primeiro observador mais

criterioso do que o segundo observador.



ABSTRACT

Since the 1940s, a methodology for cervical cancer screening has been
introduced by scraping cells from the cervicovaginal region with the aim of early
identification of cell changes suggestive of neoplasia, as well as to reduce the
incidence of cervical cancer in the uterus Worldwide. It is essential for the
health of women and public health to improve existing screening programs for
this type of neoplasia, as well as the implementation of modern technologies for
the early diagnosis and follow-up of new cases. In order to improve this
screening, the cytology in liquid medium came with important advantages in the
improvement of the quality of the cytological samples. The impact of the new
techniques of cytology, in general on the abnormalities, has called the attention
of the researchers in the use of this method and in the improvement of the
same. Objective: to evaluate the accuracy of the cytology in manually
processed liquid medium and the samples processed by the automated
methodology in relation to the quality improvement of cytological samples for
the identification of cytological alterations by two observers. Method:
Retrospective, observational, comparative and qualitative study, consisting of
396 samples, collected from women from the S&o Paulo female prison, with 202
samples for manual preparation and 97 samples for automated method and
later by manual method. After the preparation were stained by the Papanicolaou
method and the cytological analysis performed by two observers. Results: Of
the 396 samples analyzed by the first observer, 373 (94.20%) were satisfactory
and 23 (5.80%) were unsatisfactory. For the second observer, of the total of 396
samples analyzed, 367 (92.68%) of the samples were considered as
satisfactory and 29 (7.32%) as unsatisfactory. The agreement between the
observers according to the suitability of the sample for the automated and
manual methods was 97%, demonstrating a good equivalence among the
observers. Comparing the morphological findings of samples made by the two
methods, there was concordance of 7 (7.22%) samples within the limits of
Normality, 57 (58.76%) as Benign and inflammatory Alterations and 1 (1.03%)
Suspected Lesions / positive for the first observer. For the second 11 (11.34%)

samples were classified in both methods as within the limits of normality, 59



(60.82%) as Benign and Inflammatory Alterations and 2 (2.06%) as Suspected /
Positive Lesions. Considering these results, the percentage of agreement
between the methods was 68.04% for the first observer and 76.29% for the
second observer. The results obtained by both observers presented an
equivalent in both methods against morphological findings and suspicious /
positive lesions. Conclusion: Both methods presented equivalent indices to
each other and according to sample suitability. The cellular distribution and
absence of artifacts for both methods contributed to a better quality of the
sample. In view of the morphological findings, both observers agree that the
manual method proved to be as efficient as the automated one, even though

the first observer was more judgmental than the second observer.
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1. INTRODUCAO
1.1 - Apresentacéao

O céancer do colo uterino € a quarta neoplasia maligna mais comum
entre as mulheres em todo o mundo. No Brasil aparece como o terceiro cancer
mais prevalente nas mulheres, sendo superado pelo cancer de mama e
colorretal.! Dados do Instituto Nacional do Cancer (INCA) evidenciam que o
namero de mortes por essa neoplasia em 2015 atingiu 5.727 casos e a
estimativa para 2018 é de 16.370 novos casos, com risco estimado de 15,43
casos a cada 100 mil mulheres. 2

Nesse contexto torna-se indispensavel para a saude da mulher e saude
publica a melhoria de programas de rastreamento j& existentes para esse tipo
de neoplasia, bem como a implantacdo de tecnologias modernas para o
diagnostico precoce e acompanhamento dos novos casos. A Organizacdo
Mundial de Saude (OMS) recomenda que mulheres com idade entre 25 a 64
anos, que ja iniciaram a atividade sexual, realizem o exame preventivo,
permitindo assim a identificagdo de lesdes precursoras e tratamento mais

adequado ao cancer de colo uterino.®

A analise da situacao epidemioldgica do cancer de colo uterino evidencia
que a infeccdo do Papiloma Virus Humano (HPV) é uma das causas
necessaria, mas nao suficiente para a ocorréncia desse tipo de neoplasia. As
baixas coberturas no rastreamento e modificacdes na exposicao aos fatores de
risco, como inicio da atividade sexual precoce, tabagismo e multiplos parceiros,

contribuem para infeccdo pelo HPV e desenvolvimento dessa neoplasia.*

No Brasil foi implementado um Plano de Enfrentamento de Doencas
Crbnicas (2011-2022) que estabeleceu a meta de cobertura do exame de
rastreamento do Cancer de colo uterino em 85%.° Um estudo realizado em
2015 mostrou que a cobertura do rastreamento do cancer de colo uterino no

Brasil foi de 85,7%, atingindo as metas nacionais e internacionais.’
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A estratégia de triagem do Cancer do colo uterino é realizada por meio
de uma combinagcéo de metodologias capazes de identificar lesdes e o agente
causal, o Papilomavirus humano (HPV). A citologia oncética indicada para o
rastreio primario, detecta a presenca das alteracbes celulares pré-malignas e
malignas e o teste de identificacdo de DNA-HPV, identifica seu agente causal,

uma grande descoberta para ajudar no prognéstico dessa doenca. ®"®

Desde a década 40, quando George Nicolas Papanicolaou introduziu o
rastreio do cancer de colo uterino por meio de raspado de células da regido
cervico-vaginal, o método vem sendo utilizado com o objetivo de identificar
precocemente alteragcdes celulares sugestivas da neoplasia, inclusive em
pacientes assintomaticas, bem como diminuir a incidéncia do cancer de colo
uterino em todo o mundo. *’ Porém essa metodologia é questionada, mesmo
com a diminuicdo de casos, quanto a sua sensibilidade em virtude da alta taxa
de resultados falso-negativos decorrentes de interferentes como presenca de
sangue, artefatos de coloracdo, ma fixacdo do material e ma preservacado das
células, que possam atrapalhar a avaliacdo do esfregaco e contribuir para os

altos indices de insatisfatoriedade das amostras.’

Para tentar diminuir os interferentes e obter melhores resultados, a
técnica de rastreamento devera levar em conta o preparo do paciente, a coleta
de material celular, preservagdo e fixacdo das amostras celulares que sao
fatores importantes na obtencdo da qualidade do material, bem como na

identificacdo de lesdes precursoras e neoplasias.®

Com o objetivo de melhorar a qualidade da amostra, a citologia em meio
liquido veio como uma metodologia para padronizacdo e automatizagcdo do
processo, trazendo vantagens importantes na melhoria da qualidade da
confeccdo das amostras citolégicas, quando comparada com a técnica de

citologia convencional.*
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Aprovada em 1996 pelo FDA (Food and Drug Administration) nos
Estados Unidos, essa metodologia foi desenvolvida na tentativa de reduzir os
interferentes da citologia convencional apresentando um esfregaco mais limpo,
sem sobreposicdo de células e outros elementos que podem prejudicar a

observacdo das amostras. 12

Assim, esse estudo retrospectivo, observacional, comparativo e
qualitativo, verificou a eficacia entre duas técnicas para preparo de amostras
celulares coletadas em meio liquido, sendo uma preparada pelo método
manual e a outra de forma automatizada, para o processamento de amostras
celulares em larga escala, com o objetivo de verificar a qualidade dos

esfregacos.
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1.2 - Fundamentacdao tedrica
1.2.1 - Inicio do exame cérvico-vaginal

A citologia oncética ou citopatologia é uma area da patologia que avalia
as alteracOes celulares de material obtido por escovado, lavado e puncédo

aspirativa de tecidos. Seu principal objetivo € uma analise preliminar das

possiveis alteraces que possam sugerir algum tipo de processo patologico.*?

O uso do método citoldgico para rastreamento de cancer foi introduzido
por George Papanicolaou e Aureli Babés em 1928. Em 1943, essa técnica foi
aprimorada por Papanicolaou e Traut, que convencionou O Seu USO para

rastreamento do cancer de colo uterino.*> 12

Desde entdo esse metodologia € aceita como um bom método,
principalmente por ser considerada ndo invasiva, de producdo simples e de
baixo custo. * Além de ser eficiente na capacidade de identificar lesées
precursoras do céancer cervical em sua fase inicial, facilitando asim o

tratamento. *°

Essa metodologia de rastreamento tem inicio em um tempo no qual o
cancer cervical apresentava altissimas taxas de mortalidade em mulheres em
todo o mundo e as lesbes precursoras eram de dificil deteccdo ao exame
clinico, principalmente por serem assintomaticas e indetectaveis clinicamente.
Quando o rastreamento passou a ser amplamente utilizado, estudos mostraram

uma queda significativa nos niveis de mortalidade entre as mulheres.!®

Desde 1996 tém sido desenvolvidos sistemas de preparo de amostras
citologicas conservadas em meio liquido, como uma importante contribuicdo
para melhorar a sensibilidade do exame citolégico cérvico-vaginal. A qualidade
da preservacdo, a fixacdo do material celular e a homogeneidade da
distribuicdo celular no esfregaco sdo os principais fatores que influenciaram a

melhoria da sensibilidade.’
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1.2.2 - Evolucéo das técnicas de citologia em meio liquido

Na década de 1990 desenvolveu-se um método de conservacdo e
preparo de amostras para a melhoria da qualidade e a padronizacdo dos
exames citoldégicos no rastreamento do Cancer de colo uterino. A citologia em
meio liquido mostrou ser eficaz e sensivel em relacdo a citologia convencional

na identificacdo de lesdes precursoras do cancer de colo uterino .8

Estudos comparando a qualidade das amostras e o diagnéstico
citologico pelos métodos convencional e em meio liquido, mostraram um
consideravel aumento na identificacdo de alteracdes celulares encontradas nas
amostras em meio liquido em comparagdo com as amostras convencionais,
demonstrando inclusive maior deteccéo de lesbes intraepiteliais nas amostras

em meio liquido quando comparada as amostras convencionais. *°

s

Mesmo assim a citologia em meio liquido ndo é apresentada como
substituta do método convencional, mas sim, como um aprimoramento da

técnica e evolucéo do teste para rastreamento do cancer de colo do Gtero. *’

Esse método tem como principio a fixacdo de células em monocamada,
evitando sobreposicdo do material, facilitando assim, a identificacdo das
alteracdes celulares ao microscopio optico. A técnica permite uma diminuicao
de esfregacos classificados como insatisfatérios, reduzindo a quantidade de

interferentes na lamina. '8

A padronizagdo da amostra pela citologia em meio liquido possibilitou a

automacao do processo de leitura das amostras. *°

A preservacdo desse material permite ainda, a utilizacdo de outras
metodologias para identificacdo de material genémico de agentes biolégicos e
biomarcadores. A associacdo das duas metodologias vem ganhando espaco

nos programas de rastreamento do cancer do colo uterino. >
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Na analise do material celular por microscopia Optica faz-se necessario
um treinamento dos profissionais que fardo a analise do material para qualificar

as amostras ao microscopio. *’

Uma das maiores desvantagens da metodologia em meio liquido é o alto
custo do processo automatizado e do equipamento utilizado na confeccdo das
amostras, bem como a manutencdo dos mesmos e a necessidade de

treinamento de profissional para a leitura do material em microscépio 6tico. 12

O impacto das novas técnicas da citologia, em geral sobre as
anormalidades, tem chamado a atencdo dos pesquisadores para a utilizacao

dessa técnica e aprimoramento da mesma. °
1.2.3 - Meios e técnicas de citologia em meio liquido

Em 2002, a citologia em meio liquido e as técnicas envolvidas foram
introduzidas no Brasil pela empresa Digene. Essa técnica, desenvolvida nos
Estados Unidos, promovia a melhoria da qualidade dos esfregacos citolégicos,
chamada de DNA-citoliq.?°

Essa técnica era composta por frasco contendo uma solucdo de
preservacao do material celular, denominado de Meio de Coleta Universal (do
inglés, UMC - Universal Collectting Medium), com o objetivo de melhorar a
gualidade do esfregaco, diminuindo a quantidade de artefatos como restos
celulares, hemorragia e infiltrado inflamatério que interferiam diretamente na

confeccéo de laminas. %

O material celular coletado por uma escova de cerdas plasticas era
totalmente acondicionado no liquido junto com a escova. O preparo das
amostras era feito com o desprendimento das células das cerdas da escova
por agitacdo por vortex, centrifugacéo e transferéncia do pellet celular para um
filtro, denominado filtrogene, fixado a um equipamento manual chamado de
prepegene. %! (figura 1)
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Figura 1 - Aparelho Prepegene utilizado na confeccéo de laminas DNA-

Citoliq. (A: Fitrogene (membrana de policarbonato) e conjunto de laminas. B:
Preparacao semi automatizada, deposicdo de material sobre o filtrogene. C: Travamento do equipamento
para transferéncia do material para a lamina.)

Fonte: Filho, LA. 2005.%*

O liquido centrifugado contendo as células em suspenséo era transferido
manual e uniformemente para uma membrana plastica. Apds todas as
amostras transferidas para o filtro realizava-se um imprint do material nas
laminas de vidro carregadas com carga negativa. Em seguida o material fixado

era submetido & coloracdo de Papanicolaou convencional. %

Outras técnicas acompanharam a evolucao para meio liquido, sendo as

duas mais utilizadas atualmente: a técnica de Thinprep e SurePath.

A técnica do Thinprep utiliza uma escova Cervex-Brush para coleta do
material cérvico-vaginal. Apdés a coleta o material é lavado no liquido

conservante e o preparo da lamina é feito pelo método automatizado. %

Para confeccdo de lamina usando o meio Thinprep o aparelho
automatizado realiza uma agitacdo do frasco por meio de sistema de
centrifugacdo. O aparelho apresenta um sistema de filtro que promove a
passagem de substancias inadequadas e a retencdo de células em sua base. A
succgdo é feita a vacuo. Em seguida, o sistema promove uma rotacao e realiza

um imprint na lamina. #>% (figura 2)
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Figura 2 - Confeccao de |lamina pela metodologia Thinprep. (A. agitagéo do

material por rotagéo do cilindro que contém o filtro. B. Succéo do material e deposicao de células nofiltro. C. Rotagao
de 180° e imprint na lamina posicionada paralela ao frasco.)

A B C
2. Recolha de 3. Transferéncia
1. Dispersao células de células

Fonte: https://www.hologic.com/sites/default/files/2018-05/MAN-02203-
602 003 02.pdf **

A técnica de Surepath utiliza-se também de uma escova Cervex-Brush,
porém a cabeca da escova se destaca do pincel e fica imersa no meio
conservante. O preparo da lamina também é realizado pelo método
automatizado, porém com a utilizacdo de varios equipamentos para a
conservacdo do material, desprendimento das células, deposicdo de
interferentes e transferéncia do material para a lamina. O material coletado pelo
método Surepath sofre uma agitacdo e centrifugacdo, porém o uso de
substancias de diferentes gradientes de densidade é que ajuda na separacao
de células e artefato possiveis. Em seguida é levado para outro equipamento
em que acontece a succao, deposicdo e fixacdo do material da amostra na

lamina, tudo pelo método automatizado. 22 (Figura 3)


https://www.hologic.com/sites/default/files/2018-05/MAN-02203-602_003_02.pdf%2024
https://www.hologic.com/sites/default/files/2018-05/MAN-02203-602_003_02.pdf%2024
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Figura 3 - Equipamentos utilizados na preparacéo de laminas na

metodologia SurePath. (A Aparelho BD Surepath Prepmate, utilizado na preparag&o com o liquido de
diferentes densidade; B. Aparelho BD Surepath Prep Stain, utilizado para confecgdo de lamina e coloragéo)

Fonte: http://diaqnocel.com.br/diaqnostico-in-vitro/bd-sure|oath-|ore|omate/.25

A partir dessas duas técnicas, SurePath e Thinprep, outras técnicas
estdo sendo desenvolvidas, a maioria com base no mesmo principio da técnica
do Thinprep. Exemplo disso s&o as técnicas Cellpreserv da marca Kolplast™ e

Clearprep (Resolution Biomedical, Inc., Tusctin, CA). %

A coleta do material em meio liquido da marca CellPreserv'™™ (CP) é
realizada utilizando uma escova de cerdas plasticas com ponta protegida. Apos
a coleta, o material é processado no equipamento denominado Processador de
laminas. Esse equipamento homogeneiza o material, promovendo uma
agitacdo do liquido e a separacédo de células e restos celulares presentes na

amostra.


http://diagnocel.com.br/diagnostico-in-vitro/bd-surepath-prepmate/.25
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Por sucgdo, pequenas particulas como restos celulares e hemacias
ultrapassam o filtro e as células sdo depositadas na membrana presente em
uma das por¢des do cilindro que age como delimitador e participa do processo
de preparacdo da lamina. O cilindro promove uma rotacdo e a membrana

permite o imprint de uma Unica camada celular na lamina. %’

Figura 4 - Aparelho para confeccéo de laminas da marca Cell Preserv.

(processador de lamina CellPreserv)

Fonte: http://www.kolplast.com.br/portfolio/cellpreserv/ 21

As amostras preservadas no meio Clearprep sao preparadas
manualmente. Apds a coleta com uma espatula o material € lavado no liquido
de preservacao. Em laboratério os frascos passam por uma agitacdo em vortex
por 10 segundo. Uma aliquota do material € transferido para um tubo que sera
levado para a centrifuga por 5 minutos a 2.0000rpm. Apds a centrifugacao
descarta-se 0 sobrenadante e ao material restante € adicionado uma
quantidade de Clearprep Cytology Solution que ajuda na preservacgao e fixacao

do material na lamina especffica do fabricante. ?° (figura 5)


http://www.kolplast.com.br/portfolio/cellpreserv/
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Figura 5 — Frasco e materiais usados na preparacdo do meio Clearprep

(A. Escova e frasco para método Clearprep. B. Clearprep Cytology Solution, frasco contendo o liquido de
preservacao e fixacdo das células)

Fonte:http://www.resolutionbiomedical.com/whyclearprep/ ?°

1.2.4 - Sistema Bethesda

Muitas foram as classificacfes propostas para o exame de citologia
cérvico-vaginal, desde Papanicolaou na década de 40, que classificava os
esfregacos de acordo com o grau da lesdo, até no ano de 2001 com a criacao

do Sistema Bethesda.'*

A classificacdo proposta por Papanicolaou em 1943 descrevia 0s
achados do esfregaco em classes, onde classe | estava relacionada com
auséncias de células atipicas ou anémalas, classe Il com atipias citolégicas,
porém sem evidéncias de malignidade, classe Ill e classe IV abrangem
citologia sugestiva e fortemente suspeita, respectivamente, e classe V

relacionada com malignidade. **


http://www.resolutionbiomedical.com/whyclearprep/

26

Em 1953 Reagan et al descreveram as alteracdes citologicas
relacionadas as histolégicas classificando as lesdes suspeitas e sugestivas
como displasias graduadas em leve, moderada e severa. Em 1967 Richart
propds que as lesdes poderiam evoluir para o Cancer escamoso invasivo e

classificou os esfregacos atipicos como neoplasias intra-epiteliais de grau |, Il e
I, 4

Atualmente as amostras cérvico-vaginais sao classificadas utilizando-se
o Sistema Bethesda, atualizado em 2018, classificando as amostras a partir da
qualidade do material até as alteracdes citomorfolégicas encontradas. #2°

(quadro 1).

Com relacdo a adequabilidade da amostra foi estipulado um sistema
binario que melhor caracteriza a condicdo da amostra na lamina, classificando

como Insatisfatério e Satisfatério. 2°

Os critérios para classificar um esfregaco como insatisfatérios sao:
esfregaco acelular ou hipocelular (contendo menos de 5.000 células no
esfregaco), leitura prejudicada por interferentes com mais de 75% de presenca
de sangue no esfregaco, restos celulares, leucdcitos, artefato de dessecamento

e/ou sobreposicéo celular.?

A gqualidade da amostra Satisfatoria é definida pela representacdo da
zona de transformacao, do epitélio escamoso e do epitélio endocervical. * Isso
€ de grande importancia, pois visa manter a viabilidade da amostra,
identificando células da regido de inicio do processo de oncogénese

cervical.1"?°

As lesbes suspeitas podem ser classificadas como: Lesdo Escamosa
Intraepitelial de baixo Grau (LSIL), as quais apresentam alteracdo nuclear
denominada discariose em células maduras do colo uterino, Lesdo Escamosa
Intraepitelial de Alto Grau (HSIL) com a presenca de alteracdo nuclear

discariose moderada a severa em células imaturas, comprometendo todas as
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camadas do epitélio, Atipia Escamosa de Significado Indeterminado (ASCUS)
destinada aquelas situacdes onde ndo ha clareza nas alteracbes nucleares
evidenciadas no esfregaco. %°

Quadro 1: Comparacéo entre as classificacdes citoldgicas.?®*

PAPANICOLAOU REAGAN (1953) RICHART (1973) SISTEMA BETHESDA

(1943) (1988, 1991 e 2001)
CLASSE | —dentro Citologia normal Citologia Normal Dentro dos Limites de
da Normalidade
normalidade
CLASSE Il - Citologia Citologia Alterac6es Benignas/
reacbes inflamatéria Inflamatoéria Negativo para lesdes e
inflamatdrias malignidade
ASCUS
CLASSE Il - Displasia Leve NIC | LSIL
sugestivo Displasia Moderada NIC Il HSIL
porém nao Displasia Severa NIC Il HSIL
conclusivo
CLASSEIV - Carcinoma in situ ASC-H
altamente
sugestivo
CLASSEV - Carcinoma Carcinoma Carcinoma Escamoso
maligno Escamoso Invasor Escamoso Invasor Invasor

Fonte: http://bvsms.saude.gov.br/bvs/publicacoes/Nomenclatura Internet.pdf *°



http://bvsms.saude.gov.br/bvs/publicacoes/Nomenclatura_Internet.pdf
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2. OBJETIVO

2.1 Objetivo Geral

Avaliar a acuracia da citologia em meio liquido de amostras processadas
manualmente e pelo método automatizado em relacédo a qualidade de amostras

citologicas para a identificacédo de alteracdes citoloégicas por dois observadores.

2.2 Objetivos especificos

e Avaliar a qualidade das células processadas manual e
automaticamente.

e Avaliar a acuracia das metodologias na identificacdo de

alteracdes celulares benignas, suspeitas e positivas para
malignidade.
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3. METODOS

Estudo retrospectivo, observacional, comparativo e qualitativo,
constituido por 396 amostras, coletadas de mulheres do presidio feminino da
capital na faixa etaria entre 18 a 65 anos, ndo gestantes, que por iniciativa

propria aceitaram realizar o exame preventivo para o cancer de colo uterino.

O projeto € um apéndice do estudo intitulado Ocorréncia de lesGes
precursoras do cancer de colo uterino e infec¢cédo pelo HPV nas mulheres
internas no presidio feminino da cidade de SP, apds 15 anos da primeira
avaliacdo, aprovado pelo comité de ética da Universidade Santo Amaro (CAEE:
53041216.0.0000.0081). As mulheres foram submetidas a uma anamnese de
caracter socio-epidemiolégico, apods leitura e assinatura do termo de
consentimento livre e esclarecido. As mulheres que se recusaram a participar

do projeto, ndo foram incluidas na amostragem do presente trabalho.

3.1 Coleta do material

As primeiras 299 amostras cérvico-vaginais foram coletadas em meios
liquidos distintos para preparacdo de laminas em dois métodos diferentes,
manual e automatizado (maquina), sendo que 202 amostras foram para

preparacdo em metodo manual e 97 amostras em método Automatizado.

As 202 amostras celulares para o método manual foram coletadas por
raspado das regibes de ectocervical, juncdo escamo-colunar (JEC) e canal
endocervical do colo uterino foram adquiridas por um escovado utilizando-se
uma escova de cerdas plasticas em uma rotacdo de 360° e armazenadas em
meio liquido da marca Clearpreap™ (CP) e 97 amostras cervicais foram
coletadas utilizando-se 0 mesmo procedimento e da mesma regido anatdémica,
preservadas em meio celular Cellpreserv™ (CLP) para processamento

automatico e manual.
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3.2 Preparo das amostras

O preparo das amostras, coloracdo de Papanicolaou e a leitura das
laminas foram realizadas no PAPLAB, laboratério de pesquisa em citopatologia
do Centro de Pesquisa da Universidade Santo Amaro (URC - UNISA
RESEARCH CENTER).

3.2.1 Amostras Preservadas em meio ClearPrep

As amostras preservadas no meio (CP) foram homogeneizadas
manualmente e depois centrifugadas por 5 minutos a 2.000 rpm. O
sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspendido em 1 mL da solucéo

propria do método.

Uma gota da amostra foi pipetada sobre uma lamina de vidro, especifica
do Kit, marcada com carga elétrica positiva para melhor fixacéo celular na base

de vidro. Uma gota de 50 puL de &lcool isopropilico foi adicionada ao material

para acelerar o processo de fixacao celular.

As laminas foram posicionadas em estante de ferro e mantidas por uma
hora em alcool etilico 95% para fixacdo definitiva do material celular e apos

esse periodo as laminas foram submetidas a coloracdo de Papanicolaou

convencional.

3.2.2 Amostras Preservadas em meio CellPreserv

As 97 amostras celulares preservadas em meio CLP foram processadas

de duas maneiras diferentes: automaticamente e manualmente.

3.2.2.1 Preparo das amostras pelo método automatizado

O preparo automatizado foi realizado no equipamento KLP 2000 da

empresa Kolplast™,
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Ao frasco inserido na rack do equipamento é introduzido um cilindro que
apresenta em uma das extremidades um filtro. O equipamento promove uma
agitacao por turbilhdo do material celular, o qual é suspendido e fixado por uma
membrana de silica posicionada no cilindro descartavel, em seguida, o material

é transferido por imprint, para a lamina posicionada em paralelo a membrana.

O material celular é direcionado por um funil de plastico e concentrado
no centro da membrana que delimita a transferéncia organizada para a lamina
carregada com carga elétrica positiva.

Esse procedimento levou cerca de 2 minutos e 30 segundos para cada
lamina processada nesse equipamento. O tempo total de preparo das 97

amostras foi de 14.550 segundos, aproximadamente 4 horas.

As laminas foram transferidas para um suporte de laminas e o material
celular foi fixado em &lcool 95%. O material foi submetido ao método de

coloracéo de Papanicolaou convencional.

3.2.2.1 Preparo das amostras pelo método manual

Para verificar a eficAcia no preparo do material citolégico pelo método
automatizado em relacdo ao manual, as 97 amostras cervicais preservadas no
meio liquido CLP e preparadas pelo método automatizado foram também

processadas manualmente.

7

Todas as 97 amostras celulares obedeceram & mesma metodologia
utilizada no processamento das 202 amostras iniciais até o procedimento de
coloracao.

As amostras foram centrifugadas por 5 minutos a 2.000 rpm. O
sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspendido na prépria solugdo. Uma
aliquota do material foi transferida para uma lamina estéril e feita uma

distribuicdo sobre toda a lamina.
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Para melhor fixacdo do material foi adicionada sobre a lamina uma gota
de alcool 95% e apOs secagem ao ar as mesmas foram colocadas em um

suporte de ferro e encaminhadas para coloracao de Papanicolaou.

O preparo de todas as 97 amostras pelo método manual levou 4 horas

até a coloracao.

3.2.3 Coloracéo de Papanicolaou

Os materiais utilizados na coloracdo de Papanicolaou sdo: Corante
nuclear (Hematoxilina de Harris), Corantes citoplasmaticos (Orange G e Eosina
Alcodlica 36), quantidades de alcool em concentragBes diferentes (absoluto,
95%, 70% e 50%), agua acida (acido cloridrico a 0,2% - 400ml de alcool 50% +

2ml de acido cloridrico) Xilol, Balsamo e Laminula.

O suporte de ferro contendo as laminas é mergulhado 45 vezes em cada
cuba contendo &lcool na sequéncia 95%, 70%, 50%. O suporte € entao
mergulhado por 4 minutos em uma cuba contendo corante Hematoxilina de
Harris. Depois de passado o tempo retira-se o suporte dessa cuba e realiza-se
um unico mergulho na cuba que contém agua acida e em seguida € lavada em

agua corrente por cerca de 5 minutos.

O suporte entdo segue mais 45 mergulhos em nova sequéncia de alcool
50%, 70% e 95%. Ao término coloca-se em uma cuba contendo o corante
Orange G por 3 minutos. Passado o tempo lava-se o suporte com as laminas
em duas cubas contendo alcool 95%, a lavagem € realizado por meio de 45
mergulhos em cada cuba. O suporte passa entdo para a cuba contendo Eosina
alcodlica 36 (EA36) permanecendo ali por mais 3 minutos. Apos o tempo o
suporte é lavado mais duas cubas contendo alcool 95% por meio de
mergulhos. Para finalizar, o suporte permanece por 2 minutos mergulhado em
duas cubas de alcool absoluto e depois permanece por 10 minutos em uma

cuba contendo Xilol.
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As laminas séo entdo cobertas uma a uma por balsamo e laminula.

3.3 Dindmica do estudo

A andlise citologica e a leitura foram realizadas por microscopia 6tica por
dois citologistas de tempos de experiéncia profissional diferentes e seguiram os
procedimentos padronizados no PAPLAB localizado no Centro de Pesquisa da
Universidade Santo Amaro (UNISA RESEARCH CENTER).

Ambos os observadores utilizaram o mesmo microscépio para a analise

dos materiais. O equipamento utilizado foi da marca Nikon Eclipse E200.
As amostras foram classificadas conforme o Sistema Bethesda 2001.

A andlise citolégica contemplou as seguintes variaveis para analise:
distribuicdo e preservacao celular em lamina, a satisfatoriedade da amostra
para analise citopatologica e identificacdo de critérios de lesbes celulares

diferenciando-se a qualidade nos dois métodos.

Foram considerados esfregacos satisfatorios amostras que
apresentaram representacdo celular das camadas escamosa, JEC e

endocervical, escamosa e JEC ou apenas escamosa.

Quanto a identificacdo da morfologia e alteracdes celulares, seguimos o
seguinte padrdo: caracteristicas citomorfolégicas compativeis com padrao de
normalidade, alteracfes celulares benignas (caracteristicas celulares reativas)
e LesbOes Suspeito/Positivo que englobam as atipias de significado

indeterminado, lesé@o de baixo grau e lesédo de alto grau.

Para a andlise estatistica dos resultados foi aplicado o teste Kappa de
concordancia para estudar as leituras entre o 1° e 2° observador bem como a
metodologia de confeccdo do material (manual e automatizado). 3! Fixou-se em

0,05 ou 5% o nivel de significancia.
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4. RESULTADOS

Do total de 396 amostras classificadas pelo primeiro observador quanto
a adequabilidade da amostra, 373(94,20%) foram classificadas como
Satisfatéria e 23 (5,80%) amostras classificadas como Insatisfatéria. Entre as
202 amostras preservadas pelo meio Clearpreap (CP) e confeccionadas pelo
método manual, 190 (94,06%) foram classificadas como satisfatéria e 12
(5,94%) como Insatisfatéria. Ao analisar as 97 amostras preservadas no meio
CellPreserv e confeccionadas pelo método automatizado, o primeiro
observador classificou 90 (92,78%) amostras como satisfatério e 7 (7,22%)
amostras como Insatisfatério. Para o método manual das amostras
preservadas no meio CellPreserv, foi classificado 93 (95,88%) amostras como

satisfatério e 4 (4,12%) como Insatisfatorio (tabela 1)

Tabela 1 - Esfregaco de Mulheres preparado por métodos diferentes e analisado pelo

primeiro observador de acordo com a adequabilidade da amostra.

Satisfatorio Insatisfatorio Total
Manual gj: 32% 5,5% 1%?)50
Automatizado 92?7%% 7,272% 1(?(;/0
Manual Refeito 95%38% 4,11;% 1(?07ch
Total 92 Zg% 5%3% 1%?)3)

Para o segundo observador, do total de 396 amostras analisadas, foram
classificadas 367 (92,68%) das amostras como satisfatoria e 29 (7,32%) como
Insatisfatéria. Das 202 amostras preservadas no meio Clearprep e preparadas
pelo método manual, foram classificadas 184(91,09%) amostras como
satisfatéria e 18 (8,91%) como insatisfatéria. Das 97 amostras preservadas no
meio CellPreserv e preparadas pelo método automatizado 89 (91,75%), foram

classificadas como satisfatdria e 8 (8,25%) como insatisfatoria.
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Quando essas amostras foram preparadas pelo método manual o
segundo observador classificou 94 (96,91%) das amostras como satisfatoria e

3 (3,09%) como insatisfatéria. (tabela 2)

Tabela 2 - Esfregaco de Mulheres preparado por métodos diferentes e analisado pelo

segundo observador de acordo com a adequabilidade da amostra.

Satisfatorio Insatisfatorio Total
Manual 911, gg% 8,35?% 120%%Aa
Automatizado 91%95% 8’2%% 1(?(?%
Manual Refeito 96,9941% 3103;% 185%
Total 93 Sg% 7,32% 1?(,)%?4:

Os resultados comparativos entre o0s dois observadores estado
representados nas tabelas seguintes. A tabela 3 mostra os resultados
encontrados na observacdo de laminas preservadas em meio Clearprep e
preparadas pelo método manual. Das 202 amostras, 184 (91,00%) foram
classificadas como satisfatoria e 12 (5,94%) como insatisfatria por ambos os
observadores, apresentando uma porcentagem de concordancia entre 0s

observadores de 97,03%. (figura 6)
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Figura 6 — Esfregaco de laminas preparadas pelo método manual CP e classificada

por ambos os observadores como Satisfatorio e Insatisfatorio, respectivamente.

Fonte: Acervo laminario URC. Lamina 25 (satisfatoria) e Lamina 01

(insatisfatorio). Aumento 100x .

As amostras discordantes foram 6 (2,97%),

classificadas como

satisfatorio pelo primeiro observador e insatisfatorio pelo segundo observador.

(tabela3)

Tabela 3 — Esfregaco de mulheres preservados no meio Clearprep, confeccionados

pelo método manual e analisado por 2 observadores, segundo a adequabilidade da

amostra.

1° observador

Satisfatoério Insatisfatério Total
2° observador
Satisfatoério gllgg'% 0 9 1133%
Insatisfatorio 2,967% 5,5% 8;?%
Total 0i08% s04% ioos

Teste Kappa
K= 0,7846; z= 11,42 (p<0,0001)
Concordancia: 97,03%
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A tabela 4 representa a mesma avaliagdo de dois observadores de
acordo com a Adequabilidade das amostras preservadas em meio CellPreserv
e preparadas pelo método automatizado. Das 97 amostras preparadas, 89
(91,75%) foram concordantes como satisfatorio e 7 (7,21%) amostras
classificadas como insatisfatorio para ambos os observadores e 1 (1,04%)
amostra apresentou discordancia, sendo classificada como satisfatéria para o

primeiro observador e insatisfatoria para o segundo. (figura 7)

Figura 7 — Esfregaco de laminas preparadas pelo método automatizado CLP e
classificada por ambos o0s observadores como Satisfatério e Insatisfatorio,

respectivamente.

Fonte: Acervo laminario URC. Lamina 227 (satisfatéria) e Lamina 214
(insatisfatério). Aumento 100x .

A porcentagem de concordancia entre os observadores foi de 99,00%.
(tabela4)
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Tabela 4 - Esfregaco de mulheres preservados no meio CellPreserv, confeccionados

pelo método automatizado e analisado por 2 observadores, segundo a adequabilidade
da amostra.

1o observador

26 observador Satisfatorio Insatisfatorio Total
Satisfatério 91%%% 0 91%%%
Insatisfatorio 1,014% 7,271% 825
Total 92?7%% 7,271% 1(?;%

Teste Kappa
K= 0,9897; z= 9,16 (p<0,0001)
Concordancia: 99,00%

Das amostras preservadas em meio Cellpreserv e preparadas pelo
método manual, resultados mostrados na tabela 5, houve concordancia em 92
(94,84%) amostras entre ambos 0s observadores para uma classificacdo de
esfregaco satisfatorio e 2 amostras (2,06%) como insatisfatorio, 0 que mostra
uma porcentagem de concordancia entre os observadores de 97,00%. (figura
8)

Figura 8 — Esfregaco de laminas preparadas pelo método manual CLP e classificada

por ambos os observadores como Satisfatorio e Insatisfatorio, respectivamente.

Fonte: Acervo laminario URC. Lamina 227 (satisfatéria) e Lamina 234

(insatisfatério). Aumento 100x .
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O primeiro observador classificou 2 (2,06%) amostras como insatisfatério
e 0 segundo observador como satisfatério e 1 (1,03%) amostra classificada
como insatisfatorio para o segundo observador foi classificada como

satisfatoria para o primeiro observador. (tabela 5)

Tabela 5: Esfregaco de mulheres preservados no meio CellPreserv, confeccionados

pelo método manual e analisado por 2 observadores, segundo a adequabilidade da

amostra.

1° observador

20 observador Satisfatorio Insatisfatorio Total
Satisfatorio 945'382;% 2’026 B 96%9941 .
Insatisfatorio 11013% 2,0260/0 3’03;%
Total 95?8138% 47542% 13;/0

Teste Kappa
K= 0,5557; z= 5,53 (p<0,0001)
Concordancia : 97,00 %

Os resultados descritos nas tabelas 6 e 7 a seguir referem-se a uma
comparacdo entre dois observadores quanto ao diagnéstico final de cada

amostra.

Na tabela 6 s&o mostrados os resultados obtidos com amostras
preservadas em meio Clearprep e preparadas pelo método manual. A
concordancia entre os observadores é de 83,66%, sendo que 12 (5,94%)
amostras foram classificadas como insatisfatéria, 24 (11,88%) amostras foram
classificadas por ambos como dentro dos limites de normalidade, 121 (59,90%)
como alteracBes celulares Benignas compativeis com processo inflamatoério
inespecfifico ou especifico (com a presenca de agentes etiolégicos conhecidos)
e 12 (5,94%) como Lesdes Suspeitas/Positivas que abrangem Lesdes de Baixo
Grau (LSIL), Lesbes de Alto Grau (HSIL), Atipias escamosas de Significado
Indeterminado (ASCUS). (figura 9)
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Figura 9 — Esfregaco de laminas preparadas pelo método manual CP e classificada

por ambos os observadores como lesdes suspeito/positivo.

Fonte: Acervo laminario URC. Lamina 25 (LSIL) e Lamina 80 (HSIL). Aumento
400x .

Para o primeiro observador foi classificado 27 (13,37%) das amostras
como dentro dos limites de normalidade, 149 (73,76%) alteracdes benignas e
inflamatorias, 14 (6,93%) como lesBes suspeito/positivo. Para o segundo
observador foi 45 (22,28%) como dentro dos limites de normalidade, 125
(61,88%) como alteragcdes Benighas e inflamatorias e 14 (6,93%) de lesdes

suspeitas/positivas. (tabela 6)
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Tabela 6 - Esfregaco de mulheres preservados no meio Clearprep, confeccionados

pelo método manual e analisado por 2 observadores, segundo os achados

morfoldgicos.
o
1° observador Dentro dos Alteracdes Lesbes
Insatisfatorio limites de ac Suspeito/ Total
. Benignas .
20 observador normalidade positivas
. L. 12 1 5 18
Insati sfatorio 5,94% 0,49% 2.47% 0 8,91%
Dentro dos
limites de 0 = 21 0 45
. 11,88% 10,40% 22,28%
normalidade
Alteracbes 0 2 121 2 125
Benignas 0,99% 59,90% 0,99% 61,88%
LesOes Suspeito/
ositivas P 0 0 2 12 14
P 0,99% 5,94% 6,93%
Total 12 27 149 14 202
5,94% 13,37% 73,76% 6,93% 100%

Teste Kappa

K=0,84; z= 11,42 (p<0,0001)
% de concordancia = 83,66%
% acima da diagonal = 14,36%
% abaixo da diagonal = 4,12%

Na tabela 7 estdo descritos os resultados comparativos entre os dois

observadores na leitura de amostras preservadas em meio Cellpreserv e

confeccionadas pelo método automatizado. Nesse caso a concordancia entre

0s observadores é de 88,66%. Os resultados encontrados por ambos foi de 7

(7,21%) amostras insatisfatoria, 9 amostras (9,28%) dentro dos limites de

normalidade, 68 (70,10%) de alterac6es benignas/inflamatérias, 2 (2,06%) de

lesbes suspeitas/positivas.
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Figura 10 — Esfregaco de laminas preparadas pelo método automatizado CP e

classificada por ambos os observadores como lesfes suspeito/positivo.

Fonte: Acervo laminério URC. Lamina 279 automatizado (HSIL) e LAmina 211
automatizado (HSIL). Aumento 400x .

Quando verificado os resultados do primeiro observador temos 10
amostras (10,31%) classificadas como dentro dos limites de normalidade, 77
(79,38%) como Alteracbes Benignas e inflamatérias e 3 amostras (3,09%)
como Lesbes suspeitas/positivas. Para o segundo observador foram
classificadas 17 amostras (17,52%) dentro dos limites de normalidade, 70
amostras (72,16%) como altera¢cdes Benignas e inflamatérias e 2 como Lesdes

suspeitas/positivas.
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Tabela 7 - Esfregaco de mulheres preservados no meio CellPreserv, confeccionados
pelo método automatizado e analisado por 2 observadores, segundo os achados
morfoldgicos.

1° observador Dentro dos Alteracges  -€soes
Insatisfatério  limites de Beni r(ias Suspeito/ Total
20 observado normalidade 9 positivas
. L 7 1 8
Insati sfatorio 721% 0 1,03% 0 8.25%
Dentro dos limites 0 9 8 0 17
de normalidade 9,28% 8,25% 17,52%
Alteractes 0 1 68 1 70
Benignas 1,03% 70,10% 1,03% 72,16%
LesbBes Suspeito/ 0 0 0 2 2
positivas 2,06% 2,06%
Total 7 10 77 3 97
7,21% 10,31% 79,38% 3,09% 100%

Teste Kappa

Kw= 0,8218; z= 5,76 (p<0,0001)
% de concordancia = 88,66%

% acima da diagonal = 9,28%
% abaixo da diagonal = 1,03%

Na tabela 8 estdo os resultados encontrados pelos dois observadores ao
analisar as amostras preservadas em meio CellPreserv e preparadas pelo
método manual. Nesse caso houve uma concordancia de 73,20% entre os
observadores. Sendo que 2 (2,06%) amostras foram classificadas por ambos
como insatisfatoria, 11 (11,34%) classificadas como Dentro dos limites de
Normalidade, 53(54,64%) classificadas como Alteracbes Benignas e
Inflamatérias e 5(5,15%) das amostras classificadas como Lesdes

suspeitas/positivas.
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Figura 11 — Esfregaco de laminas preparadas pelo método manual CP e classificada

por ambos os observadores como lesfes suspeito/positivo.

Fonte: Acervo laminario URC. Lamina 214 manual (LSIL) e Lamina 211 manual

(HSIL). Aumento 400x .

Quando verificamos as classificacées individualizadas temos que o
primeiro observador classificou 14 (14,43%) das amostras como Dentro dos
limites de normalidade, 64 (65,98%) como AlteragBes Benignas e inflamatorias
e 15 como Lesdes Suspeitas/positivas. O segundo observador classificou 19
(19,59%) das amostras como Dentro dos limites de normalidade, 68 (70,10%)

como Alteracbes Benighas e inflamatérias e 7 (7,22%) como Lesbes

Suspeitas/positivas.
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Tabela 8 - Esfregagco de mulheres preservados no meio CellPreserv, confeccionados

pelo método manual e analisado por 2 observadores, segundo os achados

morfoldgicos.
1° observador Dentro dos - Lesbes
. L. S AlteracOes -
Insatisfatorio limites de Benignas Suspeito/  Total
2° observador normalidade positivas
. , . 2 1 3
Insati sfatério 2.06% 0 1.03% 0 3.09%
Dentro dos
limites de 0 11 8 0 19
. 11,34% 8,25% 19,59%
normalidade
Alteracoes
S ﬁ e 2 3 53 10 68
9 2,06% 3,09% 54,64% 10,31% 70,10%
LesBes Suspeito/
Positivas 0 0 2 g ’
2,06% 5,15% 7,22%
Total 4 14 64 15 97
412% 14,43% 65,98% 15,46% 100%

Teste Kappa

Kw= 0,547; z= 3,05 (p<0,0001)

% de concordancia = 73,20%
% acima da diagonal = 19,59%
% abaixo da diagonal = 7,22%

Os resultados de comparacdo entre os métodos de preparacdo de
laminas automatizado e manual da mesma amostra preservada pelo meio

CellPreserv estao descritos nas tabelas 9 e 10.

Na tabela 9 temos a leitura do primeiro observador comparando os
resultados das amostras preparadas pelo meétodo automatizado e

posteriormente 0 manual da mesma paciente.

A porcentagem de concordancia entre os dois méetodos foi de 68,04%
quando lidas pelo primeiro observador. Entre as duas amostras para o primeiro
observador chegou a concordancia de 7 (7,22%) das amostras Dentro dos
limites de Normalidade, 57 (58,76%) como Alteracdes Benignas e inflamatorio

e 1(1,03%) de Lesbes Suspeitas/positivas.
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Figura 12 — Esfregacgo de laminas preparadas pelo método automatizado e manual CP

classificados como alteragdes benignas e posteriormente lesdes suspeito/positivo pelo
primeiro observador.

Fonte: Acervo laminério URC. Lamina 276 automatizado (alteragdes benignas)
e Lamina 276 manual (LSIL). Aumento 400x .

Entre os resultados discordantes temos como um dado a ser observado
a presenca de 11 (11,34%) amostras classificadas como Alteracbes Benignas
para o método automatizado e quando a amostra foi preparada pelo método

manual foi classificada como Lesdes Suspeitas/Positivas.
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Tabela 9: Esfregaco de mulheres preservados no meio CellPreserv, confeccionados

pelo método manual e automatizado, analisado pelo primeiro observador, segundo os

achados morfoldgicos.

Automatizado Dentro dos Alteracdes Lesbes
Insati sfatorio limites de Beni E\as Suspeito/ Total
Manual normalidade 9 positivas
. L 1 3 4
Insati sfatorio 1.03% 0 3.09% 0 4.12%
Dentro dos limites L / 6 0 11‘23
. 1,03% 7,22% 6,18% o
de normalidade %
3 2 57 2 o os
Alteragdes Benignas 3,09% 2,06% 58,76% 2,06% %
Lesbes Suspeito/ 2 1 11 1 1%36
positivas 2,06% 1,03% 11,34% 1,03% %
7 10 77 3 97
TOTAL 7,22% 10,31% 79,38% 3,09% 100%

Teste Kappa

Kw= 0,2432; z= 2,84 (p<0,0001)
% de concordancia = 68,04%
% acima da diagonal = 11,34%
% abaixo da diagonal = 20,62%

A tabela 10 mostra os resultados do segundo observador na leitura de
amostras preservadas em meio CellPreserv e preparadas pelos métodos

automatizado e manual.

Com relacéo a leitura do segundo observador diante das amostras feitas
pelos dois métodos temos uma porcentagem de concordancia de 76,29%.
Nessa concordancia é apresentada 11 (11,34%) das amostras classificadas em
ambos os métodos como Dentro dos limites de normalidade, 59 (60,82%) como
Alteracbes Benignas e Inflamatérias e 2 (2,06%) como Les0Oes
Suspeitas/Positivas. Ao total para o método automatizado foram 17 (17,52%)
amostras classificadas como dentro dos limites de normalidade, 70 (72,16%)
como Alteracdes Benignas e Inflamatoéria e 2 (2,06%) como Lesdes suspeitas/

positivas. Para o método manual com a mesma amostra foi classificada ao total
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18 (18,55%) como dentro dos limites de normalidade, 70 (72,16%) como
alteracbes Benignas e inflamatérias e 2 (2,06%) como lesbes

suspeitas/positivas.

Figura 13 — Esfregaco de laminas preparadas pelo método automatizado e manual CP

classificados como alteracbes benignas e posteriormente lesbes suspeito/positivo
pelo segundo observador.

Fonte: Acervo laminario URC. Lamina 214 automatizado (insatisfatorio) e
Lamina 214 manual (LSIL). Aumento 400X .

Para os dados de discordancia temos 1 (1,03%) classificada como
insatisfatoria quando o meétodo foi automatizado e para o método manual foi
classificada como lesédo suspeita/positiva e 4 (4,12%) amostras classificadas
como alteracdes benignas quando o método foi automatizado e classificada

como lesdes suspeitas/positivas para 0 método manual.



49

Tabela 10: Esfregaco de mulheres preservados no meio CellPreserv, confeccionados
pelo método manual e automatizado, analisado pelo segundo observador, segundo os

achados morfoldgicos.

Automatizado Dentro dos ~ Lesbes
. L S Alteracdes :
Insati sfatorio limites de Beni Suspeito/  Total
; enignas e
Manual normalidade positivas
. L 2 1 3
Insatisfatorio 2.06% 0 1.03% 0 3.09%
o 2 11 6 19
Dentro dos limites 2,06% 11,34% 6,18% 0 19,59%
de normalidade
3 6 59 0 68
AlteracBes Benignas 3,09% 6,18% 60,82% 70,10%
LesGes Suspeitas/ 1 0 4 2 7
positivas 1,03% 4,12% 2,06% 7,22%
Total 8 17 70 2 97
8,24% 17,52% 72,16% 2,06% 100%

Teste Kappa

Kw= 0,4573; z= 4,84 (p=0,0001)
% de concordancia = 76,29%
% acima da diagonal = 7,22%
% abaixo da diagonal = 12,37%

Na tabela 11 estdo os resultados da mesma amostra feita pelos dois
meétodos para o primeiro observador, porém levando-se em conta os resultados
liberados como Suspeito/positivo para essas técnicas. Nesse caso temos uma
concordancia entre as duas técnicas pelo mesmo observador de 84,53%. A
concordancia para as laminas negativas é de 81 (83,50%) e 13 (13,40%)
amostras foram classificadas como negativas no método automatizado e para o

método manual foi classificada como suspeito/positivo.
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Tabela 11: Esfregaco de mulheres preservados no meio CellPreserv, confeccionados
pelo método manual e automatizado, analisado pelo primeiro observador, diante dos
casos suspeito/positivos.

Manual i . _
W Suspeito/positivo Negativo Total

Suspeito/positivo 1.03% 2 06% 3,00%
: 13 81 94

Negativo 13,40% 83,50% 96,91%
14 83 97

Total 14,43% 85,57% 100%

Teste Kappa
Kw= 0,0703; z= 0,9463 (p=0,1720)
% concordancia = 84,53%

Na tabela 12 estdo os resultados de lesGes suspeito/positivas com
relacdo aos resultados considerados negativos, incluindo dentro dos limites de
normalidade e alteracdes benignas, encontrados pelo segundo observador na
andlise das laminas feitas pelo método automatizado e manual. Para o
segundo observador temos uma porcentagem de concordancia entre as
metodologias automatizada e manual para as lesdes suspeitas/positivas de
94,84%. Em ambos os métodos foram classificadas 2 (2,06%) amostras como

suspeitas/positivas e 90 (92,78%) como negativas.

A discordancia para o segundo observador em relacdo aos dois métodos
de preparo de lamina para a mesma amostra foi de 5 (5,15%) amostras
classificadas como suspeito/positivos para 0 método manual enquanto para o

método automatizado foi classificado como negativo.
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Tabela 12: Esfregaco de mulheres preservados no meio CellPreserv, confeccionados

pelo método manual e automatizado, analisado pelo segundo observador, diante dos

casos suspeito/positivos.

W Suspeito/positivo Negativo Total
Suspeito/positivo 2,026% 0 2,0260/0
Negativo 5,155% 92?%% 97%?1%
TOTAL 7,272% 92?7% . l (?;%

Teste Kappa
Kw= 0,4835 z= 5,47 (p<0,0001)
% concordancia = 94,84%
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5. DISCUSSAO

A citologia em meio liquido veio como uma grande inovagao no
diagnéstico precoce do cancer de colo uterino. Essa técnica permite, por meio
de uma Unica coleta, promover a analise citolégica para identificacdo de les6es
epiteliais escamosas ou glandulares e possibilitar a utilizacdo do material
residual para identificacdo molecular de agentes infecciosos e o principal
agente envolvido na carcinogéne uterina, o Papilomavirus Humano de alto risco

oncogeénico. 3433

Ao escolher um método de preparacéo de material celular para a analise
deve-se levar em conta alguns parametros como ndimero de casos realizados
pelo laboratorio, tempo consumido no preparo do material, necessidade de

equipamentos e principalmente a preservacéo do material em meio liquido.>*

Com relacdo ao tempo de preparo de amostras, ambos os métodos
estudados ndo apresentaram diferenca significativa no tempo de preparo.
Quando preparado da mesma quantidade de amostras no método manual e

automatizado, o tempo foi de 4 horas aproximadamente para os dois métodos.

O mesmo pdde ser observado quanto & adequabilidade da amostra e o

desempenho dos observadores.

Para o primeiro observador ndo houve alteracdo significante na
porcentagem de amostras satisfatorias e insatisfatorias principalmente da
mesma paciente, preparadas por métodos diferentes, para o método
automatizado foram 90 (92,78%) classificadas como satisfatério e 0 método
manual 93 (95,88%). Isso sugere que as técnicas apresentam a mesma

eficiéncia com relacéo a adequabilidade da amostra.

Na analise do segundo observador houve uma diferenca numérica entre
as amostras preparadas pelo método automatizado e manual, porém nao

significante, 89 (91,75%) amostras foram classificadas como satisfatéria no
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método automatizado e 94 (96,61%) amostras satisfatérias para o método
manual, j& 8 (8,25%) das amostras foram classificadas como insatisfatéria para
0 método automatizado e 3 (0,75%) para o método manual. Para o método

manual houve mais amostras classificadas como satisfatorias.

Quando analisamos as amostras no quesito adequabilidade, observou-
se uma concordancia de 97,03% entre os observadores. Das 202 amostras
preparadas pelo método manual, 184 amostras (91%) foram classificadas por
ambos como satisfatdria, indicando uma excelente qualidade entre os
observadores. Ao analisar os dados obtidos no método automatizado foi
encontrado 99,00% de concordancia, o que também mostra uma excelente

gualidade entre eles.

Das 97 amostras preparadas pelo método automatizado, 89 (91,75%)
foram classificadas por ambos observadores como satisfatério, apresentando

uma excelente concordancia de 99,0% entre os observadores.

Um estudo realizado por Sharma J. et al com 140 pacientes, 130 (93%)
das amostras foram classificadas como satisfatoria. 3> As porcentagens de
amostras satisfatdrias para os métodos estudados e para os dois observadores
nesse estudo esta de acordo com estudos anteriores sobre amostras

preservadas em meio liquido.

De acordo com alguns estudos, o método de transferéncia de células
para a lamina € o que pode resultar em uma melhor representacdo da
amostra.” Porém nesse estudo os métodos apresentaram uma Proporcéo
equivalente, para ambos o0s observadores, diante da adequabilidade da

amostra preparada pelos métodos automatizado e manual.

Em ambos os métodos de preparacdo de laminas, nas amostras
classificadas como satisfatérias as células estavam bem distribuidas, auséncia
de sangue ou restos celulares, boa representatividade celular e fixagcéo

adequada.
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J4 se sabe que a citologia em meio liquido melhora a qualidade,
aumentando a sensibilidade do método, permitindo que as lesdes sejam
identificadas com maior seguranca, ajudando na diminuicdo do indice de
cancer de colo uterino bem como os custos do tratamento dessa enfermidade.
Um estudo realizado por Araque et al 2015 mostrou que a citologia em meio
liquido permitiu diagnosticar 20 (12,74%) amostras com resultados suspeitos/

positivos de um total de casos estudados de 157.°

Para o método manual, nesse estudo, de 202 amostras, 0 primeiro e 0
segundo observadores classificaram 14 (6,93%) amostras como lesdes
suspeitas/positivas. A concordancia entre eles diante dos achados morfolégicos
foi de 83,66%. A porcentagem de discordancias de 14,36% diante dessas
amostras demonstra que o primeiro observador € mais criterioso do que o

segundo observador.

Isso pode ser explicado devido ao tempo de experiéncia entre os dois
observadores. O primeiro observador apresenta maior tempo de experiéncia
profissional que o segundo observador. A experiéncia entre os observadores ja
é utilizada na revisdo hierarquica das amostras em laboratoério para controle de

qualidade. ¢

De acordo com Tavares et al, a revisdo de laminas por diferentes
observadores permite avaliar o desempenho individual e possibilita a deteccao
de diferencas e dificuldades de cada profissional, bem como identificar o
profissional da equipe com melhor perfil para escrutinio de rotina e para revisao

do controle de qualidade. 3¢

Para andlise do material celular por microscopia Optica faz-se necessario
0 alinhamento de informagdes e o treinamento dos profissionais, nivelando os
critérios citomorfolégicos para identificar as lesbes e qualificar as amostras

quanto a qualidade. Segundo Machado et al, parametros como celularidade,
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distribuicdo do material na lamina e observacdo da morfologia celular devem

ser valorizados na qualificacdo das atipias.*’

Em outro estudo realizado por Lee et al 2012, com 938 amostras
coletadas, verificou-se a taxa de deteccao de atipias celulares na citologia em
meio liquido foi de 2,24%,%” o que se aproxima desse estudo com relacdo ao
meétodo automatizado. Nesse estudo 2 (2,06%) amostras preparadas pelo
método automatizado e preservadas em meio Cellpreserv em concordancia
entre 0s dois observadores foram classificadas como lesbes
suspeitas/positivas. Nas amostras preparadas pelo método manual e
preservadas no meio Cellpreserv, em concordancia entre os dois observadores
esse estudo mostra 5 (5,15%) amostras suspeitas/positivas. E as amostras
preparadas pelo método manual e preservadas em meio Clearprep foram 12
(5,94%).

Esse estudo diverge de outro realizado por Stabile et al 2012 com 97
mulheres das quais 9 casos foram classificados como suspeitos e 2 casos
como lesbes positivas totalizando assim 11 (11,34%) casos de lesdOes

suspeitas/positivas.'?

As amostras preparadas pelo método manual dependem muito de um
profissional bem treinado e a quantidade da amostra. 3* Isso poderia explicar a
diferenca entre a quantidade, mesmo que pequena, das amostras

suspeitas/positivas em concordancia entre os dois métodos.

Ao comparar o método manual e automatizado utilizando a mesma
amostra de acordo com o primeiro observador, temos uma concordancia entre
os métodos de 68,04%, e de acordo com o segundo 76,29%. Diante das
discordancias encontradas nesse estudo pelos dois observadores nos métodos
automatizado e manual, os resultados mostram que o método manual pode ser

mais eficiente do que o automatizado.
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A concentracdo de células no método manual pode ser um dos fatores
que interferiu nos resultados. Ja que nesse estudo as amostras foram primeiro
processadas pelo método automatizado e posteriormente o restante da

amostra foi preparado pelo método manual.

Mesmo assim alguns resultados foram importantes, mesmo que nao
significantes. Para o primeiro observador, 13 (13,40%) amostras foram
classificadas como negativas quando preparadas pelo método automatizado e
quando preparadas pelo método manual foram classificadas como

suspeito/positivas.

O mesmo nao ocorreu para o segundo observador com tempo menor de
experiéncia. O segundo observador classificou 5 (5,15%) das amostras como
negativas quando preparadas pelo método automatizado e suspeitos/positivo

para o0 método manual.

A precisdo de diagnostico principalmente das lesdes suspeitas e
positivas € de extrema importancia para prevenir a progressdao da doenca

invasiva bem como no tratamento do cancer de colo uterino. 3

A melhoria na qualidade da amostra tratara maior seguranca no
processo de rastreamento do cancer de colo uterino, diminuindo assim a
incidéncia de morte pela doenca e uma melhoria nos programas de

rastreamento da lesdo.
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6. CONCLUSOES
Por meio deste estudo, podemos concluir que:

Ambos os métodos apresentaram indices equivalentes entre si e de

acordo quanto a adequabilidade da amostra aumentando indice de

concordancia entre os observadores.

A distribuicdo celular e auséncia de artefatos para ambos os métodos

contribuiu para uma melhor qualidade da amostra.

Uma pequena diferenca na identificacdo de alteracbes celulares
aconteceu entre 0s observadores, 0 que nos leva a sugerir um treinamento

constante e revisdo hierarquica das amostras.

Diante dos achados morfolégicos, ambos os observadores concordam

que o método manual se mostrou tdo eficiente quanto o automatizado.
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