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Resumo

O céancer de colo uterino ainda é um problema de saude publica,
principalmente nos paises menos desenvolvidos. O teste de Papanicolaou é
preconizado como método de rastreamento populacional; porém, limitacées
da citologia convencional (CC), levam a baixa sensibilidade, altos indices de
amostras insatisfatorias e interferentes pré-analiticos. A partir da década de
90, a técnica de citologia em meio liquido (CML), passou a ser utilizada em
alguns paises, apresentando como principais vantagens: reducdo dos
interferentes pré-analiticos, possibilidade de confeccdo de novas laminas e
realizacdo de testes moleculares a partir de uma Unica coleta. No Brasil,
poucos estudos avaliam seu desempenho no Sistema Unico de Saude
(SUS) em populacdo ndo controlada. O objetivo do estudo foi comparar o
desempenho da CML em relacdo a CC, aplicado ao SUS. Trata-se de um
estudo comparativo entre dados de diagnostico de CC obtidos a partir do
banco de dados do SISCOLO nos anos de 2009 (15.127) e 2010 (16.373), e
amostras prospectivas de CML (BD SurePath™) colhidas em 2011 (9.764).
Todas as amostras foram analizadas no Laboratério de Citologia Oncoética
do Instituto Adolfo Lutz (LCO-IAL) e seguiram as normas de controle de
qualidade interno. O projeto teve financiamento PPSUS-FAPESP (n° 2009-
53133-2) e foi aprovado pelo comité de ética do Instituto Adolfo Lutz. Para
avaliar a diferenca estatistica foi aplicado o teste-z com 5% de significancia.
Das amostras (31.500) obtidas pela técnica de CC, 88,70% foram
diagnosticadas como negativo para malignidade, 7,80% suspeitas ou
positivas e 3,50% insatisfatéria. Das amostras de CML, 88,18% foram
negativas, 11,57% suspeitas ou positivas e 0,25% insatisfatérias. Os casos
diagnosticados como suspeitos ou positivos pela técnica de CC e CML
distribuiram-se em: 4,52% e 6,98% ASC-US (p<0,001), 0,49% e 0,48% ASC-
H, 0,54% e 0,26% AGC (p<0,001), 1,82% e 3,48% LSIL (p<0,001), 0,36% e
0,33% HSIL, 0,06% e 0,04% lesbes invasivas. O tempo medio para o
processamento técnico de uma amostra pela técnica de CC foi de 8 minutos
e 4 minutos para a CML, considerando o tempo gasto com a etapa “over
night” de banho alcool para retirada da pelicula de fixador. O tempo gasto



para a leitura da lamina pela técnica de CML foi 23,7% menor em relacéo a
técnica CC, fato que pode ser atribuido a melhor distribuicdo das células na
lamina, padronizacdo da coloracéo e auséncia de artefatos técnicos. A CML
mostrou vantagens em relacdo a CC, fato que resultou na implantacdo da
técnica na rotina das mulheres atendidas na Regido do Vale do Ribeira,
tornando o LCO-IAL um dos pioneiros a disponibilizar a tecnologia as
usuarias do SUS. Novos estudos seréo elaborados a fim de correlacionar os
dados morfolégicos com o status viral para HPV, com o intuito de testar a
utilidade de técnicas de biologia molecular associadas a morfologia nas
pacientes atendidas no SUS, para melhor estratifica-las e direcionar com

maior precisdo as condutas terapéuticas.

Palavras chave: Citodiagnostico, programas de rastreamento, esfregaco

vaginal, neoplasias do colo do utero, saude publica.



Abstract

Cancer of the cervix is still a public health problem, mainly in less developed
countries. The Pap test is recommended as a method of population
screening, however limitations of conventional cytology (CC), brings to low
sensitivity, high rates of unsatisfactory samples andpre-analytical
interferences. Since the 90s, the technique of liquid-based cytology (LBC)
has been used in some countries, having as main advantages: reduction of
pre-analytical interferences, possibility of making new slides and additional
molecular tests to from a single collection. In Brazil, few studies have
evaluated its performance in the Sistema Unico de Saude (SUS) in non-
controlled population. The aim of the study was to compare the performance
of LBC in relation to CC, applied to SUS. This is a comparative study
between diagnostic data obtained from the CC database SISCOLO in the
years 2009 (15.127) and 2010 (16.373), and prospective samples of LBC
(BD SurePath ™) collected in 2011 (9,764). All samples were analyzed at the
Laboratory of Cytology of the Instituto Adolfo Lutz (IAL-LCO) and followed
the rules for internal quality control. The project was funded by PPSUS-
FAPESP (No. 2009-53133-2) and was approved by the ethics committee of
the Instituto Adolfo Lutz. To assess the statistical significance test-z was
applied with 5% significance. The samples (31,500) obtained by the
technique of CC, 88.70% were diagnosed as negative for malignancy,
suspicious or positive 7.80% and 3.50% unsatisfactory. Among the LBC
samples, 88.18% were negative; 11.57% suspicious or positive and 0.25%
unsatisfactory. The cases diagnosed as suspicious or positive by the
techniques of CC and LBC were distributed as: 4.52% and 6.98% ASC-US (p
<0.001), 0.49% and 0.48% ASC-H, 0 54% and 0.26%AGC (p <0.001), 1.82%
and 3.48% LSIL (p <0.001) and 0.36% and 0.33%HSIL, 0.06% and 0.04 %
invasive lesions. The average time for the technical processing of a sample
by the technique of CC was 8 minutes and 4 minutes for the LBC,
considering the time spent on stage "over night" alcohol bath to remove the
fixative film. The time spent to slide screening by the technique of LBC was

23.7% lower compared to the CC technique, which can be attributed to better



distribution of the cells on the slide, standardization of staining and absence
of technical artifacts. Overall the LBC showed advantages over CC, which
has resulted in the implementation of the technique in the routine of women
care in the Vale do Ribeira Region, making the LCO-IAL one of the pioneers
to make the technology available to SUS users. Further studies will be
elaborated in order to correlate the morphological data with HPV status, in
order to test the usefulness of molecular biology techniques associated with
morphology in patients treated at SUS, with the aim of stratify them and

drive more accurately the therapeutic approaches.

Key words: cytodiagnosis, mass screening, vaginal smears, uterine cervical

neoplasms, public health.
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1. Introducéao

O céancer é considerado uma das mais alarmantes e conhecidas
doencas da humanidade, atingindo pessoas de todas as nacionalidades,
idades, racas e classes sociais. Alguns tumores tém sua historia natural bem
estabelecida, sendo possivel planejar estratégias de deteccdo precoce e

prevencao, que aumentam as chances de cura e a sobrevida dos pacientes.

As estratégias de controle do cancer sdo direcionadas a a¢ées que
visam identificar individuos sintomaticos em estagios iniciais da doenca ou
acOes de rastreamento e diagnostico inicial em individuos assintomaticos,
diagnéstico e deteccdo precoce (World Health Organization [WHO], 2002).
AcOes de prevencgédo primaria podem reduzir a incidéncia e a mortalidade do
cancer em diferentes propor¢des para alguns tipos de cancer mais comuns
(International Union Against Cancer [UICC], 2004).

Por exemplo, a incidéncia de cancer de pulmé&o pode ser reduzida
em até 90% somente com acdes de prevencdo primaria, como o controle do
tabagismo. Os canceres de mama e colo do utero, por sua vez, séo
exemplos do impacto positivo da deteccdo precoce na morbi-mortalidade,
conforme verificado em paises que organizam programas efetivos de
rastreamento populacional (UICC, 2004). Excluindo o cancer de pele ndo
melanoma, o cancer de colo do Utero é o tumor que apresenta maior

probabilidade de prevencédo (Thuler et al., 2012).

A International Union Against Cancer (UICC) estimou para 2012, a
ocorréncia de 12,7 milhdes de novos casos de cancer, sendo 500 mil destes.
no Brasil. As localizagbes mais comuns de canceres em homens
prostata, pulmédo e estdbmago. Nas mulheres, os canceres mais incidentes
sdo: mama, colo do utero, célon e reto, como demonstrado na Figura 1
(Instituto Nacional do Cancer [INCA], 2012).

17



7

Para a populacdo feminina, o cancer cervical ainda € um sério
problema de saude publica. Dados mundiais 0 apontam como o terceiro tipo
de cancer mais comum, com cerca de 529 mil casos novos no ano de 2008,

correspondendo a 13% dos canceres que as acometem (Ferlay et al., 2010).

Localizacdo primaria casos novos  percentual
Mulheres Mama Feminina 52.680 27,9%
Colo do Utero 17.540 9,3%
Calon e Reto 15.960 8,4%
Glandula Tireoide 10.590 5,6%
Tragueia, Bronquio e Pulm3oc  10.110 5,3%
Estdmago 7.420 3,9%
Ovario 6.190 3,3%
Corpo do Utero 4.520 2,4%
Sistema Nervoso Central 4.450 2,4%
Linfoma n3o Hodagkin 4.450 2,4%

Fonte: INCA, 2012.

Figura 1. Estimativa do INCA, para 2012, dos tipos mais frequentes de
cancer (exceto pele ndo melanoma), que atingem a populacédo feminina, no
Brasil.

Sua incidéncia é cerca de duas vezes maior em paises menos
desenvolvidos quando comparada aos paises mais desenvolvidos. Em geral,
a razdo mortalidade/incidéncia € 52%, responsavel pelo 6bito de 275 mil
mulheres em 2008, sendo que 88% desses Obitos ocorreram nos paises em
desenvolvimento (Jemal et al., 2011).

A estimativa do INCA para o Brasil, em 2012, foi a ocorréncia de
17.540 novos casos, resultando em oObito de aproximadamente 5.000
mulheres. Sua incidéncia é bastante variavel nas regides do pais, na regido

norte, por exemplo, é a primeira causa de morte entre as mulheres, atingindo
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cerca de 24/100 mil mulheres; j& na regido sul ocupa a quarta posi¢cao, com
incidéncia de 14/100 mil mulheres (INCA, 2012).

1.1. Carcinogénese cervical

O colo uterino é composto pela ectocérvice, revestida por epitélio
escamoso estratificado ndo queratinizado; e pela endocérvice revestida por
epitélio colunar simples. A regido de encontro entre os dois epitélios,
anatomicamente localizada no orificio externo do colo uterino, é denominada
de juncdo escamo-colunar (JEC). A anatomia do sistema reprodutor feminino

e a histologia do colo uterino estéo representadas na Figura 2.

Trompas de
Falopio

Ovario

< T~
Utero

Colo do
utero

Fonte: Acervo do Instituto Adolfo Lutz, 2013.

Figura 2. Representacdo da anatomia do sistema reprodutor feminino, com
destaque para a regido do colo uterino. A esquerda, corte histolégico do colo
uterino, demonstrando o epitélio colunar simples (1), a regido da juncao
escamo-colunar (2) e o epitélio escamoso estratificado ndo queratinizado (3).

A localizagdo da JEC varia de acordo com a idade e atividade
hormonal, e quando sua localizacdo encontra-se exteriorizada, € possivel
observar 4reas de metaplasia escamosa, onde ocorre a substituicdo do
epitélio colunar simples por epitélio escamoso estratificado né&o

gueratinizado (Longatto-Filho et al., 1991).
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A representagdo da JEC é de suma importancia para garantir a
qualidade do diagnéstico citopatoldgico, visto que é a regido onde o
papilomavirus humano (HPV) infecta as células do colo uterino, levando a
transformacao maligna, em determinadas condi¢des. Shirata et al. (1998)
demonstraram que a deteccdo de neoplasia intra-epitelial cervical foi cerca
de dez vezes maior no grupo em que as células da JEC estavam

adequadamente representadas.

O cancer de colo uterino € uma doenga de evolucado lenta, sendo a
infecgcdo pelo HPV o principal fator de risco para o desenvolvimento das
lesbes precursoras e cancer. Os primeiros estudos que demonstraram a
associacdo do HPV com o cancer de colo uterino sdo da década de 70,
quando Harald zur Hausen afirmou que células cancerosas que continham o
virus oncogénico apresentavam o DNA (&cido desoxirribonucleico) viral em
seu genoma (zur Hausen et al.,, 2000), identificado em até 99,7% das
amostras de cancer cervical, sendo os tipos 16 e 18 associados a 70% dos
canceres (Walboomers et al., 1999; Bosch et al., 2002; Wong et al., 2008;
Abreu et al.,2012).

O HPV pode causar infeccéo produtiva, auto-limitada, que desaparece
apos a eliminacao do virus, pelo sistema imune do hospedeiro. As infeccbes
persistentes estdo relacionadas ao surgimento de neoplasia invasiva (Jin et
al., 2011). Estudos comprovam que 50 a 80% das mulheres sexualmente
ativas sao infectadas por um ou mais tipos de HPV em algum momento de
suas vidas, sendo que apenas 10% dessas desenvolvem algum tipo de
lesdo pré-neoplasica e 1,3% evolui para o carcinoma invasivo. Isso se deve
talvez pela influéncia de outros co-carcinégenos na infeccdo por HPV
determinando se a infec¢cdo permanecera na forma sub-clinica (latente), ira
progredir para o cancer ou alcancar a cura (INCA, 2011). O numero de
parceiros sexuais, idade precoce da primeira relacéo sexual, comportamento
sexual de risco, paridade, tabagismo, co-infecgbes e imunossupressao sao

facilitadores da infeccdo persistente e da transformacdo maligna das células
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da cérvice uterina (Franco et al., 2001; Bosch et al., 2002; Mufioz et al.,
2002; Haverkos et al., 2003; Rosa et al., 2009).

Apos a infeccdo pelo HPV oncogénico, o virus pode se integrar ao
genoma do hospedeiro promovendo transformagbes que levam a
multiplicac@o celular descontrolada. Este processo geralmente é lento, e ao
longo dos anos promove alteracdes morfoldgicas tanto nas células do ponto
de vista individual (lesdes), quanto do ponto de vista arquitetural (tecidos),
em que elas ocupam progressivamente toda a espessura do epitélio, e
lentamente adquirem a capacidade de invadir o estroma. Nesta fase as
chances de cura reduzem drasticamente, conforme ocorre a invasdo do
tecido (estadio mais avancado) (Jin et al.,, 2011). A Figura 3 mostra a
representacdo esquematica da infeccdo pelo HPV como as lesdes pré-

neoplasicas podem levar ao desenvolvimento de cancer invasor.

Colposcopic appearance of cervix
HPV Norma ;;0;91& Moderate to severe
ast2 dysplasia

Fonte: Jin et al., 2011.

Figura 3. Representacdo esquematica da infeccdo pelo HPV e evolucao das
lesbes pré-neoplasicas.
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O mecanismo molecular do HPV no desenvolvimento de lesdes
cervicais tem fornecido biomarcadores para diagndéstico e progndstico,
utilizados no acompanhamento clinico de mulheres. O desafio do
rastreamento € detectar lesbes com alta chance de progresséo, antes da
invasao e a utilizacdo de marcadores moleculares tem aumentado o valor

preditivo positivo dos métodos de rastreamento (Abreu et al., 2012).

Células infectadas pelo HPV mostram alteracdes na expressao génica
e a deteccdo destas alteragbes tem papel importante no rastreamento e
acompanhamento das pacientes. Carga viral de DNA HPV, quantificacdo e
expressdo das proteinas E6 e E7 sdo marcadores promissores que podem
predizer a progressao das lesdes para cancer cervical, aumentando assim, a

sensibilidade do rastreamento citolégico (Abreu et al., 2012).

1.2. Rastreamento do cancer de colo uterino no mundo

A citologia cérvico-vaginal tem inicio em um tempo onde o céancer
cervical levava a morte de milhares de mulheres e as lesbes pré-invasivas
eram de dificil detec¢do, pois nesta fase sdo clinicamente assintomaticas.
Quando o rastreamento passou a ser amplamente utilizado, estudos

demonstraram queda significativa na mortalidade (Tambouret et al., 2013).

A observacdo de células cancerigenas em esfregacos cérvico-
vaginais foi relatada pela primeira vez em 1928, quando o médico grego, Dr.
George N. Papanicolaou (Figura 4A) apresentou resultados da avaliacdo de
células vaginais durante o ciclo reprodutivo, relatando também que células
malignas podiam ser identificadas citologicamente (Papanicolaou, 1928).
Em 1939, Papanicolaou e Herbet Traut identificaram células de neoplasia
maligna do colo uterino e endométrio, sem que as pacientes apresentassem
suspeita clinica (Papanicolaou & Traut, 1941). Na década de 40,

Papanicolaou, Graham e Meigs instalaram o primeiro laboratorio de citologia
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ginecologica e a partir de 1942, o teste passou a ser utilizado na pratica
ginecologica na América do Norte (Meigs, 1947).

Em 1947, Papanicolaou descreveu as alteracbes observadas nas
células escamosas do colo uterino (Figura 4B). Nos relatos do Dr. G. N.
Papanicolaou é possivel perceber que ele definia claramente as alteracdes
conhecidas atualmente, (atipia coilocitotica, por exemplo, caracteristicos do
efeito citopatico do HPV) associando-as a lesdes pré-malignas, mesmo
desconhecendo a historia natural da doenca, nem sua relagdo com a
infeccdo pelo HPV (Papanicolaou et al., 1952).

Fonte: Atlas of exfoliative cytology, 1952.

Figura 4. A - Dr. George N. Papanicolaou (1941). B - Atlas do Dr. George N.
Papanicolaou, onde ele caracterizava as alteracdes observadas nos
esfregacos de mulheres alteracdes no colo uterino e as associava com o0
cancer.

A proposta de Meigs (1947) para a coleta das células para
diagnéstico era por aspirado de secrecdo vaginal. Anos depois, Ayre
desenvolveu uma espéatula cervical para a coleta direta do colo uterino. Com
o entendimento da carcinogénese cervical e a importancia da representacao

celular para o diagnostico, foi desenvolvida a escova cervical para coleta
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7

(Figura 5), com a qual é possivel obter adequada representacdo dos

epitélios escamoso, glandular e/ou metaplasico (Tambouret et al., 2013).

Em 1955, foram publicados dados de uma campanha que rastreou
108.000 mulheres, sendo detectados 773 casos de cancer de colo uterino,
mostrando que o rastreamento populacional era uma estratégia viavel para a
deteccdo precoce das alteracbes e que, para se alcancar a queda na
incidéncia dos casos, era necessario acompanhamento adequado as

mulheres que apresentaram alteracdes (Erickson et al., 1955).

Fonte: Acervo do Instituto Adolfo Lutz, 2013.

Figura 5. Instrumentos de coleta de células para diagnostico precoce do
cancer de colo uterino. A - Espatula de Ayre, primeiro instrumento
desenvolvido exclusivamente para a obtencao de células do colo uterino; B —
Escova de cerdas plasticas, desenvolvida com o intuito de otimizar a
representacgdo celular do canal endocervical e a jungdo escamo-colunar; C —
Escova para coleta em meio liquido (Rovers Cervex-Brush Combi®),
desenhada a partir do formato da espatula de Ayre com o prolongamento
semelhante a escova endocervical, que aumenta a eficacia da coleta.
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O rastreamento populacional pelo exame citopatoldgico
proporcionou importante redugdo na mortalidade ao detectar as lesdes
precursoras do cancer invasor e possibilitar o tratamento precoce, sobretudo
onde a sua aplicacdo foi organizada. O Reino Unido, por exemplo, entre
1986 e 1999, obteve reducédo dos indices de carcinomas invasores de colo
uterino de 16/100.000 para 8,9/100.000 (Quinn et al., 1999).

Apesar das criticas e limitacbes, o teste de Papanicolaou, como
estratégia de rastreamento, tem contribuido para o controle do cancer do

colo uterino nos ultimos sessenta anos (Cantor et al., 2005).

1.3. Rastreamento do cancer de colo uterino no Brasil

No Brasil, a primeira iniciativa em relagdo ao controle de cancer de
colo uterino ocorreu em 1956, sendo criado o Centro de Pesquisas Luiza
Gomes de Lemos, no Rio de Janeiro, com a finalidade de atender os casos

de cancer de mama e trato genital feminino (INCA, 2011).

Na década de 70, foi desenvolvido o Programa Nacional de Controle
do Cancer, destinado a todos os tipos de canceres, porém, com destague ao
rastreamento do cancer de colo uterino. Em 1984 foi implantado o Programa
de Atencdo Integral & Saude da Mulher, que previa oferecer as mulheres
atividades de prevencado deste tipo de cancer, sendo que sua principal
contribuicdo foi introduzir e estimular a coleta de material para exame

citopatolégico como rotina ginecoldgica (INCA, 2011).

A partir de 1988, com a criacéo do Sistema Unico de Saude (SUS), o
Ministério da Saude (MS) assumiu a coordenacdo nacional da politica de
saude, sendo o Instituto Nacional do Cancer (INCA) o 6rgao responsavel
pela formulacdo da politica nacional do cancer (INCA, 2011). Neste mesmo
ano, foi realizada uma reunido de consenso onde foi definido que, no Brasil,

0 exame colpocitolégico deveria ser realizado uma vez por ano e, apos 2
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exames anuais consecutivos negativos a cada 3 anos em mulheres de 25 a
60 anos (INCA, 2002). Desde sua implantacdo, o SUS tem enfrentado
inumeros desafios para oferecer acesso a cuidados de saude e garantir que

estes cuidados sejam resolutivos e de qualidade.

Em 1996 foi implantado o projeto-piloto “Viva Mulher”, direcionado as
mulheres entre 35 e 49 anos de idade, com o objetivo de padronizar
protocolos de coleta do material cérvico-vaginal, condutas de tratamento e
acompanhamento das mulheres com alteracdo citolégica. A partir dos
resultados obtidos, as acdes foram expandidas a todo o pais, sendo
instituido o Programa Nacional de Combate ao Cancer de Colo do Utero na
Portaria GM/MS n° 3.040/98 (Séo Paulo, 1998; INCA, 2002).

Em 1999, para melhor gerenciamento das informagdes foi criado o
Sistema de Informac&o do Cancer de Colo do Utero (SISCOLO), o qual é um
banco de dados para registro de todos os exames citopatolégicos de colo

uterino realizados na Rede Publica de Saude (Brasil, 1999).

Em 2002, com a qualificacdo e fortalecimento da rede de atencao
primaria e ampliacdo de centros de referéncia, foi possivel intensificar as
acOes, com o rastreamento das mulheres que nunca haviam realizado
exame preventivo anterior ou que haviam realizado o Ultimo preventivo ha
trés anos (INCA, 2011).

Em 2005, foi lancada a Politica Nacional de Atencdo Oncoldgica,
estabelecendo o controle dos canceres de mama e colo uterino como
componente fundamental para estados e municipios, sendo reafirmado em
2006, através do pacto pela saude, que incluiu indicadores municipais para
monitoramento das ac¢des de prevencao e controle (INCA, 2011).

Em 2010, o INCA elaborou novas diretrizes para a prevencao e
tratamento do cancer do colo uterino no Brasil, cuja adocéo foi precedida por
debates, sendo a utilizacdo da citologia em meio liquido no SUS um dos
temas abordados (INCA, 2011).
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Apesar dos esforgos para ampliar e fortalecer a deteccao precoce do
cancer de colo uterino, resultados de estudos brasileiros mostraram que, nos
altimos trés anos, a cobertura do exame citolégico do colo do Utero foi de
68,7% em mulheres acima dos 24 anos de idade, sendo que 20,8% destas,

nunca haviam realizado exame preventivo anterior (IBGE, 2005).

Anderson & May (1995) relataram que 35% de todas as mulheres
americanas ndo haviam sido rastreadas para cancer cervical nos ultimos trés
anos. Ao avaliar subgrupos populacionais, estes percentuais foram ainda
maiores, 40% das mulheres viviam em areas rurais, 43% viviam na pobreza
e 47% tinham de 50 a 64 anos.

A Organizagdo Mundial da Saude estima que, com cobertura de
aproximadamente 80% de uma populagéo-alvo, e a garantia de diagnostico
e tratamento adequados dos casos alterados, € possivel reduzir, em média,

de 60 a 90% a incidéncia de cancer do colo do Utero no Brasil (WHO, 2002).

Os dados evidenciam a necessidade de um rastreamento de alta
qualidade e a organizacao do sistema com maior cobertura populacional, na
tentativa de reduzir os diagnésticos falso-positivos (diagnéstico positivo em
mulheres saudaveis) e falso-negativos (diagnostico negativo em mulheres
com a doenca), e ampliar a cobertura aquelas mulheres que ndo seguem o

protocolo preconizado de rastreamento cervical.

1.4. Nomenclatura das alteracdes citologicas

A partir do estudo de Papanicolaou & Trauth (1941), que demonstrou
a presenca de células atipicas em esfregagos citoldgicos cérvico-vaginais, o
exame citolégico passou a ser adotado mundialmente como método de

rastreamento para o cancer de colo uterino.

A classificacdo para o diagnoéstico citologico sofreu modificacdes ao
longo dos anos. A primeira foi proposta por Papanicolaou e Traut (1941),

27



porém ndo se generalizou como pratica diagnostica devido a baixa
correlacdo entre os resultados citolégicos e histolégicos (Papanicolaou &
Traut, 1941; Trauth, 1943; Papanicolaou, 1952).

Em 1953, James Reagan prop6s a utilizacdo dos termos displasia
(leve, moderada e severa) e carcinoma in situ, para descrever as atipias
celulares restritas ao epitélio escamoso do colo uterino, empregado em
exames citoldgicos e histoldgicos, com base na espessura do epitélio que

apresentava células anormais (Reagan et al., 1953).

Ralph Richard (1967) questionou as classificacdes anteriores e
propés a denominacao de neoplasia intra-epitelial cervical (NIC) de grau I, I
e |lll, considerando um fendmeno Unico, continuo e progressivo,
caracterizadas por diversos graus de atipias celulares que compreende parte

ou toda a espessura do epitélio cervical.

Em 1988, um grupo de especialistas propds o “The Bethesda System”
(TBS), a fim de incorporar os conhecimentos adquiridos sobre o papel do
HPV na carcinogénese e sua correlacao clinica (National Cancer Institute,
1989; Solomon & Nayar, 2005). Com o TBS foram introduzidos termos
citolégicos que compreendem lesdes intraepiteliais escamosas de baixo grau
(LSIL) e les@es intra-epiteliais escamosas de alto grau (HSIL). (Souza et al.,
2004).

A revisdo do TBS (1991) enfatizou os casos em que os esfregacos
sdo compostos por alteraces mais intensas do que as verificadas em
alteracdes inflamatorias, sem, entretanto, preencher os critérios para a sua
classificacdo como displasicas ou neoplasicas (Border et al., 1992; Solomon
& Nayar, 2005). Porém, esta nova categoria trouxe dificuldades em relagéo a
correlacdo cito-histologica e o seguimento das pacientes que apresentavam

tal diagndstico.

As células escamosas atipicas de significado indeterminado
(ASCUS) sao definidas pela presenca de anormalidades mais acentuadas

que aquelas atribuidas as alteracfes reativas, mas que qualitativamente ou
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quantitativamente sao insuficientes para definir um diagnostico de leséo

intra-epitelial ou invasora (Solomon et al., 2002).

Estudos mostraram que enquanto a maioria dos ASCUS refletia
apenas um processo inflamatorio, cerca de 5 a 10% dos casos estavam
associados a lesdes intra-epiteliais de alto grau (HSIL) (Cox et al., 1995;
Wright et al., 1995; Kinney et al.,, 1998). A inviabilidade de realizar
colposcopia em todos os casos classificados como ASCUS levou os
pesquisadores a buscar alternativas para estratificar e melhor diagnosticar

estes casos (Manos et al., 1999).

Quadro 1. Evolucéo das terminologias diagnosticas utilizadas desde 1941,

para classificar os exames citopatoldgico do colo uterino.

Papanicolaou Reagan Richard Bethesda (TBS) Bethesda (TBS)
(1941) (1953) (1967) (1988) (2001)
Classel Negativo para neoplasia
Classe I
ASC-US
Atipia escamosa de
— significado
indeterminado ndo
neoplasica
LSIL
Displasia NIC | . Le§a9
leve intraepitelial de
baixo grau
Classe lll ASC-H
Atipia escamosa de
— significado
indeterminado sem
excluir alto grau
Displasia
modperada NICI
X X HSIL
s
intraepitelial de
Classe IV NIC il alto grau
Provavelmente
maligno
Classe V
Neoplasia Carcinoma invasor
maligna
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Em 2001, a nova revisdo do TBS subdividiu as atipias de células
escamosas em células escamosas atipicas de significado indeterminado
(ASC-US) e células escamosas atipicas onde nao é possivel excluir lesdo
intra-epitelial de alto grau (ASC-H) (Solomon et al., 2002). A avaliagdo de
adequabilidade da amostra foi introduzida na nova revisdo, por ser
considerada como um dos componentes de qualidade para o diagnéstico

citopatolégico.

No Brasil, com o Programa Nacional de Controle do Cancer do Colo
do Utero e Mama, em 1998, foi implantada a Nomenclatura Brasileira para
Laudos de Citopatologia (NBLC), utilizada pelos laboratorios prestadores de

servico ao SUS, desenvolvida a partir da TBS (Brasil, 2006).

Com a atualizagéo da TBS em 2001 e considerando a necessidade
de incorporar novas tecnologias e conhecimentos clinicos, morfolégicos e
moleculares, o MS/INCA revisou a nomenclatura do diagnostico
citopatoléogico em conjunto com as respectivas condutas clinicas
preconizadas para o SUS, consolidada na Portaria n° 2.073/GM de
26/10/2005 (Brasil, 2006).

1.5. Técnica de citologia convencional

A estratégia adotada mundialmente para o rastreamento do cancer
do colo uterino é a realizacdo periédica do exame citopatolégico (WHO,
2013); porém, sua eficacia é bastante variavel e esta sujeita a fatores pré-
analiticos, como a técnica e o instrumento utilizados na coleta (tipo de
espatula e escova); a qualidade da fixacdo e coloracdo dos esfregacos; e
fatores analiticos, destacando a necessidade de treinamento adequado e
educacgdo continuada dos profissionais que realizam a leitura das laminas
(Center for Disease Control [CDC], 1992; Wilbur et al., 1997).
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Na década de 40 a recomendacédo para a coleta de material era da
regido de fundo de saco vaginal e colo uterino, com a espétula de Ayre (di
Loreto et al., 1993). Com as descobertas sobre o HPV, seu papel na
carcinogénese cervical e mecanismo de infeccdo a partir da JEC, adotou-se
a utilizacdo da escova cervical, para obtencdo de representagéo celular

adequada para detectar lesdes pré-neoplasicas (Longatto-Filho et al., 1991).

Atualmente, na citologia convencional (CC), o material cérvico-
vaginal é colhido com espatula de Ayre e escova endocervical,
imediatamente distribuido em lamina de vidro e fixado (Figura 6). Estima-se
qgue cerca de 20% do material colhido seja transferido para a lamina, sendo
0 restante descartado junto com a escova, podendo, eventualmente, néo

refletir a condicéo real do colo uterino (Velasko et al., 2001).
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Fonte: Acervo do Instituto Adolfo Lutz, 2013.

Figura 6. Representacdo esquematica da coleta do esfregaco cérvico-
vaginal para realizagdo do exame de Papanicolaou pela técnica
convencional. A - coleta com espatula de Ayre e B — coleta com a escova
endocervical.
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Por ser de avaliagdo subjetiva, a efichAcia do exame depende
diretamente do treinamento e perfil profissional que avalia as amostras; e,
em grande parte, da coleta, preparo e cuidados de fixacdo do material
(Vooijs et al., 1996). Além disso, as células ressecam rapidamente ao ar,
distorcendo a morfologia e afinidade tintorial, dificultando a interpretagéo
microscépica. Desta forma, estima-se que cerca de 30% dos esfregacos
podem apresentar algum tipo de limitacdo, atingindo até 10% de casos

insatisfatorios (Hutchinson et al., 1994; Nagy et al., 1996).

De acordo com di Loreto et al. (1993), uma amostra pode ser
considerada adequada para avaliacdo diagnoéstica quando: apresentar
namero adequado de células com boa preservacéo, distribuicdo e fixacao;
houver representagéo celular da zona de transformacédo (escamoso, colunar
e/ou metaplasico) e auséncia de fatores que obscurecam a visualizacao das

caracteristicas morfolégicas das células.

Estudo de Fagundes et al. (2001) demonstrou que de 66.212
amostras convencionais, 4,39% apresentaram-se insatisfatorias, sendo
55,4% devido a problemas de fixacdo. Yamamoto et al. (2009) relataram que
2,8% dos exames colpocitologicos realizados no Laboratério de Citologia
Oncoética do Instituto Adolfo Lutz (LCO-IAL) foram classificados como

insatisfatorios.

As condicdes de coleta e fixacdo do material na lamina, transporte,
processamento e analise da lamina séo fatores relacionados ao processo de
deteccado de atipias (Amaral et al., 2006; Franco et al., 2006; Feitosa et al.,
2007). O sucesso do rastreamento do cancer do colo uterino depende da
qualidade do exame citolégico, do preparo das amostras, da cobertura
populacional dos programas de rastreamento, do intervalo entre os
procedimentos, do encaminhamento das mulheres com diagndstico anormal
para exame colposcopico, tratamento adequado e acompanhamento
eficiente (Cuzick, 1999).
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Dados epidemiolégicos demonstram que as regides onde existe um
programa de prevencdo de cancer continuo e bem realizado hd uma
significativa queda da incidéncia de carcinoma de colo uterino (Kurman et
al., 1994; European Commission Europe Against Cancer Programmes,
2000).

Gay et al. (1985), avaliaram 339 pacientes com neoplasia maligna de
colo uterino e encontraram 66 (19,4%) casos falso-negativo pela citologia,
identificados como: 62% erros de amostragem, 16% erros de escrutinio e
22% erros de interpretacdo, demonstrando que a falha na representacéo
celular adequada e bem preservada € primordial para o sucesso do

rastreamento.

Entretanto, embora o método de Papanicolaou convencional
apresente alta especificidade, em torno de 98%, ele possui baixa
sensibilidade, cerca de 51%, conforme descrito em estudos de meta-analise
(Fahey et al., 1995; Cohn e Herzog, 2001; Bernstein et al., 2001). A
preocupacdo com a qualidade das amostras e a baixa sensibilidade do
método convencional motivou a busca por inovacdes, como a técnica de

citologia em meio liquido (CML).

1.6. Técnica de citologia em meio liquido

Mundialmente, o teste de Papanicolaou passou a ser utilizado como
método de rastreamento populacional, aumentando a demanda de exames,
porém, nem sempre na mesma propor¢cao em que se formavam profissionais
qualificados para realizar diagnostico, fato que refletiu no aumento da carga
de trabalho dos profissionais e na consequente elevagao das taxas de

diagnésticos falso-negativos.
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A partir da década de 90, a citologia em meio liquido (CML) foi
desenvolvida, a principio, para atender as demandas de rastreamento
computadorizado com o intuito de minimizar as causas de resultados falso-

negativo relacionadas ao escrutinio da amostra.

Para viabilizar a leitura das laminas por computador, os esfregacos
deveriam apresentar menor numero de artefatos e sobreposicdo celular
(Sprenger et al., 1996; Mattosinho de Castro Ferraz et al., 2004; Longatto-
Filho et al., 2005; Alves et al., 2006). O Food and Drug Administration (FDA)
aprovou o uso da CML a partir de 1996 e em 2003, o primeiro leitor

automatizado para rastreamento cervical.

Pela técnica de CML, as células removidas do colo uterino séo
colocadas juntamente com a escova endocervical em frasco contendo
liquido preservativo, o qual é encaminhado ao laboratorio sob a forma de
suspensao celular. A técnica resulta em amostras com fixacdo adequada,
preservacdo da morfologia celular e confeccdo de esfregagcos em
monocamada para avaliacdo citologica, além da preservacdo de moléculas
proteicas e acidos nucléicos que poderdo ser utilizados posteriormente em
testes biomoleculares (Ferenczy e Franco, 2001; Bernstein et al., 2001,
Gupta et al., 2001; Velasco et al., 2001; Nonogaki et al., 2004).

A Figura 7 demonstra a forma de coleta e transporte da citologia
colhida em meio liquido. O frasco com a ponta da escova de coleta é
encaminhado ao laboratério, onde sera realizado o processamento da

amostra e a confeccdo das laminas.
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Fonte: BD Diagnostic, 2009.

Figura 7. Representacdo esquematica da coleta de amostra cérvico-vaginal
pela técnica de citologia em meio liquido.

Além disso, praticamente a totalidade de células coletadas é
transferida diretamente ao liquido preservativo, reduzindo a possibilidade de
perda de material. As células coletadas sdo homogeneizadas por agitacédo
durante o preparo da lamina oferecendo amostra mais representativa
quando comparada a técnica de CC. A distribuicdo homogénea das células,
as caracteristicas citomorfolégicas mais nitidas e menor area de analise
permitem consideravel diminuicdo no tempo de analise microscopica (Arbyn
e Abarca, 2003).

O método diminui o nimero de hemé@cias, de exsudato inflamatério e
de muco, fatores que costumam limitar a qualidade da amostra. Permite
ainda a utilizacdo do material residual para o preparo de laminas adicionais
e/ou coloracdes especiais a partir do mesmo material, sem necessidade de

Se convocar a paciente para nova coleta.

Estudo de Pinto et al. (2007) demonstrou que a diluicdo ou repeticéo
de amostras de CML pode melhorar o diagnostico citolégico, além de
diminuir fatores limitantes que obscurecem a amostra. Maksem et al. (2005)
mostraram que este procedimento pode, no caso de amostras inicialmente
caracterizadas como insatisfatérios ou como ASC, conseguir amostras

satisfatorias ou esclarecer duvidas quanto as atipias.
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Ao considerarmos que o objetivo do rastreio citopatolégico é
identificar as lesdes precursoras e o cancer de colo de Utero, interessa saber
qual a probabilidade de encontrar tais doencas quando uma mulher
apresenta o diagnéstico citopatologico de atipia. O teste de CH 2 para
DNA-HPV em conjunto com a citologia melhora a eficacia do rastreio,
encontrando-se sensibilidade de Papanicolaou combinado com teste de
DNA-HPV de 93,3% e valor preditivo negativo de 98,8% (Clavel et al., 1999).

A literatura estima que aproximadamente 70% das ASC e LSIL ir4
regredir espontaneamente, sem terapia. Porém, com a CC néo é possivel
determinar quais pacientes irdo ou nao progredir para lesdo de alto grau. Em
alguns paises, a tipagem do HPV de alto risco tem sido indicada como
triagem para determinar quais pacientes devem ser encaminhadas a
colposcopia e biépsia, e quais podem ser acompanhadas pela repeticdo do

exame citopatolégico apds 6 meses (Linder, 1998).

O estudo mais importante sobre células escamosas atipicas foi o
ASCUS-LSIL triage study (ALTS). Trata-se de um ensaio clinico
randomizado que demonstrou que a repeticdo da citologia, encaminhamento
para colposcopia ou deteccdo de HPV oncogénico pela CH2 eram
estratégias seguras e aceitaveis quando o diagndstico citoldgico inicial era
ASC-US (The ALTS Group, 2003). A Figura 8 ilustra a proposta do grupo
para o rastreamento populacional com associacdo entre a citologia e a

biologia molecular.
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Rastreamento populacional para cAncer do colo do Utero, por citologia em meio liquido

Diagnostico de atipias de células escamosas possivelmente ndo neoplasica
ASC-US

Biologia molecular para DNAHPVY com a amostra residual

I
| l

Negativo ‘ Positivo ‘
|
Repetir Papanicolaou e DNAHPV
Colposcopia
Citologia=ASC-US Citologia = Negativo Citologia = alterada
DNAHPV(-) DNAHPV(-) DNAHPV (+)

|— Colposcopia

Fonte: ALST Group, 2003.

Figura 8. Algoritmo proposto pelo "The ALTS group” para rastreamento
populacional de mulheres com diagndstico de ASC-US, associando citologia
e captura hibrida 2 para HPV de alto risco.

1.7. Justificativa do estudo

Ha mais de 20 anos, o Laboratoério de Citologia Oncatica do Instituto
Adolfo Lutz (LCO-IAL) realiza os exames citopatolégicos das mulheres
provenientes da regido do Vale do Ribeira, totalizando, em média, 35.000
exames anuais. Todas as amostras sao colhidas pela CC e apesar dos
investimentos em treinamento do pessoal para melhoria da qualidade da
coleta das amostras, ainda observamos elevados percentuais de exames
insatisfatorios no decorrer desse tempo. Ha também alto indice de atipias de
significado indeterminado, sobretudo devido a ma preservacao das
amostras. Ainda que os esfregacgos estejam considerados satisfatorios, estes

artefatos prejudicam a avaliacdo e o diagnostico.
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A técnica de CML aparece como uma possibilidade para a reducéo
das limitagBes técnicas. Embora a técnica de CML seja amplamente utilizada
em diversos paises, representando cerca de 80% dos exames
colpocitolégicos nos EUA (Saint et al, 2005), no Brasil atualmente ela é
empregada somente em clinicas particulares, sendo que poucos estudos

relatam sua aplicacdo no SUS, todos realizados com casuistica restrita.

O estudo justifica-se pela necessidade de obter dados em relagéo ao
desempenho da CML para a deteccdo precoce das lesdes precursoras do
cancer do colo uterino no ambito do SUS, com énfase no potencial de
melhoria da qualidade das amostras, visto que a literatura apresenta poucos
dados aplicados a realidade brasileira. Estas regides mais carentes de
recursos, onde a dificuldade em se obter homogeneidade na qualidade das
amostras provenientes de diversas Unidades de Saude é maior, o uso desta

nova técnica possa ser benéfico.
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2. Objetivos

2.1. Objetivo geral

Avaliar o desempenho da técnica de citologia em meio liquido em
comparacdo com a técnica de citologia convencional para exame

citopatoldgico das Unidades de Satde do Sistema Unico de Salide.

2.2. Objetivos especificos

Comparar os percentuais de exames com diagndsticos de atipia de
significado indeterminado, lesdo de baixo grau, lesdo de alto grau e

neoplasias invasivas, entre as técnicas.

Comparar 0s percentuais de exames citopatolégico com

diagnésticos inconclusivos devido & amostra insatisfatoria, entre as técnicas.

Avaliar o tempo gasto nos procedimentos técnicos e analise

microscopica, em ambas as técnicas.
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3. Material e Métodos

Desenho do estudo

Trata-se de um estudo comparativo, onde foram avaliados critérios
técnicos e percentuais de diagndsticos citoldgicos alterados e amostras

insatisfatorias, entre amostras retrospectivas de CC e prospectivas de CML.

Municipios de coleta

As amostras foram provenientes de 76 Unidades de Saude que
atendem ao SUS, dos municipios de Pedro de Toledo, Itariri, Miracatu,

Registro, Jacupiranga, Sete Barras, Juquia e Pariquera-Acu, pertencentes a

DRS XIl, regido do Vale do Ribeira, no Estado de S&o Paulo, entre os anos
de 2009 a 2011.

Vale do Ribeira
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Fonte: IBGE, 2012.

Figura 9. Divisdo politica dos municipios do Vale do Ribeira atendidos pelo

LCO-IAL.
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Técnica de citologia convencional

Para compor o banco de dados historico, foram incluidos os
diagnosticos citopatoldgicos das CC analisadas no LCO-IAL, nos anos de
2009 e 2010. O levantamento historico foi obtido a partir do banco de dados
do SISCOLO, totalizando 31.500 diagnésticos citopatoldgicos pela técnica
convencional realizados no LCO-IAL, nos anos de 2009 (15.127) e 2010
(16.373).

As amostras de CC foram obtidas de acordo com o protocolo de
coleta determinado pelo LCO-IAL, segundo recomendacdes do Ministério da
Saude. Os profissionais das Unidades de Saude receberam treinamento
prévio para coleta, preservacdo e transporte das amostras. Todas as
amostras foram colhidas com espatula de Ayre e escova endocervical,
distribuidas em lamina de vidro com extremidade fosca, identificadas com as

iniciais da paciente e nimero de prontuario e fixadas com polietilenoglicol.

As amostras foram recebidas e triadas no LCO-IAL, segundo as
normas de controle de qualidade interno. Antes de serem submetidas a
bateria de coloragdo de Papanicolaou no laboratério, permaneceram “over-
night” em banho de alcool absoluto para a retirada total da pelicula de
polietilenoglicol. Os residuos de fixador dificultam e alteram a afinidade

tintorial dos corantes pelas estruturas presentes na lamina.

As amostras foram coradas pela técnica de coloracdo de
Papanicolaou modificada, adotada pelo LCO-IAL. Foram montadas com
laminula e meio de montagem apropriado, etiquetadas e distribuidas aos
profissionais responsaveis pela leitura das laminas (Anexo | - Protocolo das
etapas da técnica de coloracdo de Papanicoalou modificada, utilizada no
LCO-IAL.). Todos os exames foram realizados de acordo com o fluxo do

controle de qualidade interno do LCO-IAL.
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Técnica de citologia em meio liquido

As amostras cérvico-vaginais analisadas no LCO-IAL em 2011 foram
obtidas pela técnica de CML, totalizando 9.764 amostras. Todos 0s
profissionais envolvidos na coleta do material foram previamente treinados

para a nova metodologia.

A coleta de material para CML foi realizada com escova cervical
(Cervex® Rovens Diagnostic Devices Boonton, NJ) para obtencdo das
células escamosas e glandulares de acordo com as instru¢des do fabricante.
Imediatamente apos a coleta, a escova foi inserida no frasco contendo fluido
preservador a base de etanol (TriPath) do Kit previamente identificado, e sua

ponta destacada.

As amostras foram mantidas a temperatura ambiente e
transportadas ao laboratério de acordo com a rotina. As amostras foram
recebidas e triadas no LCO-IAL, segundo as normas de controle de

qualidade interno.

Para o processamento e confec¢ao das laminas, as amostras foram
homogeneizadas, colocadas no PrepMate, que transferiu 4 mL da amostra
para um tubo com 4 mL de gradiente de densidade. As amostras foram
centrifugadas por 10 minutos a 2.000 rmp. O gradiente de densidade foi
utilizado a fim de promover a remocdo de interferentes provenientes da

coleta do material, tais como muco, piécitos e/ou hemacias.

Apoés, aspirou-se o0 sobrenadante e adicionou-se 1 mL de solugéo
tampdo ao pallet celular para preservacdo das células. A confeccdo do
esfregaco em laminas foi automatizada, incluindo a etapa da coloracao pelo
Método de Papanicolaou, realizada conforme recomendacdo do fabricante
(Anexo Il - Protocolo para confeccdo de amostras cérvico-vaginais pela

técnica de citologia em meio liquido BD Sure Path ™ Pap Test).
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Posteriormente, a montagem e identificagdo das laminas foram
realizadas manualmente, de modo similar ao da rotina dos exames
convencionais. ApOs realizacdo do exame, o0 material residual foi
armazenado em geladeira entre 2° e 8° C por 6 meses, para o caso de

necessidade de exame adicional.

Escrutinio das laminas

Todas as amostras foram revisadas por pesquisadores, biologistas e
citopatologistas do LCO-IAL. As laminas seguiram o fluxo de controle de

qualidade interno do laboratério, representado na Figura 10.

1° Observador

\ \

Diagnostico negativo Critérios de risco

Revisao 10%

2° Observador

—> 3° Observador

l

Emisséo do
diagnostico

Figura 10. Fluxograma do controle de qualidade interno dos exames

citopatolégicos realizados no LCO-IAL.
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Todos os casos foram triados pelo 1° observador, que separou as

amostras como negativos ou amostras selecionadas para revisdo segundo

0s critérios de risco clinico ou morfologico. Os casos negativos foram

liberados para digitacdo dos laudos, com excecdo de 10% dos exames que

foram selecionados aleatoriamente para reviséo.

Os casos que atenderam critérios de risco clinico ou morfologico

foram examinados pelo 2° observador e 3° observador, que emitiu o

diagnostico final (Alves et al, 1991). Todos os profissionais envolvidos no

escrutinio das laminas obtiveram certificacdo de treinamento para CML. Os

casos interessantes foram fotografados e utilizados para discussdes em

reunides quinzenais, com intuito de educacao continuada.

Nomenclatura

Os diagndsticos foram atribuidos utilizando a nomenclatura brasileira

para laudos cervicais (Brasil, 2006), adaptada do Sistema de Bethesda de

2001, classificando-as em:

Amostra insatisfatoria devido a:

o

Material acelular ou hipocelular;

Presenca de sangue em mais de 75% do esfregaco;
Presenca de piocitos em mais de 75% do esfregaco;
Artefatos de dessecamento em mais de 75% do esfregaco;
Intensa sobreposicao celular em mais de 75% do esfregaco;

Contaminantes externos em mais de 75% do esfregaco;

A figura 11 mostra os critérios morfoldgicos considerados para

classificar uma amostra cérvico-vaginal como insatisfatoria para avaliacao.

44



Figura 11 A- Amostra cérvico-vaginal satisfatoria para avaliagdo; As outras
imagens correspondem a amostras insatisfatérias para avaliacdo devido a:
B- Intensa sobreposi¢cédo celular; C- Material acelular (<10% do esfregaco
contendo células escamosas); D- Dessecamento (falha na fixacdo da

amostra); E- Numerosos piécitos; F- Amostra hemorragica.
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Amostra satisfatéria classificada como:

- Dentro dos limites da normalidade;
- Inflamacéao;
- Células atipicas de significado indeterminado:
o Escamoso: possivelmente ndo neoplasica (ASC-US), ou
nao se pode afastar lesdo de alto grau (ASC-H);
o Glandular: possivelmente ndo neoplasica (AGC-US), ou
nao se pode afastar lesdo de alto grau (AGC-H);
o De origem indefinida: possivelmente ndo neoplasica (AOC-
US), ou ndo se pode afastar lesdo de alto grau (AOC-H);
- Lesao intra-epitelial de baixo grau (LSIL);
- Lesao intra-epitelial de alto grau (HSIL);
- Leséo intra-epitelial de alto grau, ndo podendo excluir micro-
invasao (HSIL micro);
- Carcinoma epidermoide invasor (CA);
- Adenocarcinoma in situ (Adeno in situ);
- Adenocarcinoma invasor;

- Outras neoplasias malignas.

Tempo de processamento das amostras

Para a avaliacdo de processamento das amostras foi considerado o
tempo gasto com: recepcgao e triagem, confeccdo das laminas (no caso da
CML, pois na CC as laminas chegam prontas ao laboratério), coloracao,

montagem e identificacdo das amostras.

O calculo foi estimado com base no total de 48 amostras, pois é a

capacidade méaxima de producao do aparelho da técnica de CML.
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Tempo de escrutinio das amostras

Para célculo do tempo de leitura das amostras foi considerado o
tempo gasto para a leitura de 48 amostras de CC e 48 amostras de CML,
por um mesmo profissional, em condi¢des iguais para os dois conjuntos de

amostras.

Aspectos éticos

Na etapa prospectiva do estudo, todas as pacientes foram informadas
sobre a pesquisa e assinaram termo de consentimento livre e esclarecido
(Anexo lll — Termo de consentimento livre e esclarecido e IV — Termo de

esclarecimento das condi¢ces do estudo a paciente).

O projeto foi aprovado pelo CEPIAL (Anexo V — Aprovacéo do Comité
de Etica em Pesquisa do Instituto Adolfo Lutz /CEPIAL n° 044 D / 2010). O
projeto foi financiado pelo Programa de Pesquisa para o SUS: PPSUS-
FAPESP (n° 2009-53133-2).

Andlise e estatistica

Para avaliar diferencas entre as propor¢cdes de cada variavel utilizou-
se teste de comparacdo entre duas proporgdes, com 5% de significancia
(Altman, 1991). Foi testada a diferenca entre as categorias comparando a
técnica convencional nos anos de 2009 e 2010 com a técnica em meio
liguido, além de avaliar se houve diferenca estatisticamente significativa
entre as categorias nos periodos de 2009 e 2010. O p-valor abaixo de 0,05
indica diferencas estatisticamente significativas entre as propor¢cdes. A
andlise estatistica foi realizada utilizando software STATISTICA-versado 10
(Statsoft TULSA, OK, EUA)
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4. Resultados

Foram avaliados 41.264 diagnoésticos de citologia cérvico-vaginal,
sendo 31.500 pela técnica de citologia convencional (CC) e 9.764 pela

técnica de citologia em meio liquido (CML).

Em 2009, foram avaliadas 15.127 amostras de CC, sendo que destas,
13.388 (88,50%) foram diagnosticadas como negativo para malignidade,
1.173 (7,75%) classificadas com alguma atipia epitelial, portanto,
considerado positivo (ASC-US, LSIL, ASC-H, HSIL, HSIL micro, Carcinoma,
AGC-US, AGC-H e Adeno in situ); e 566 (3,74%) amostras foram

classificadas como insatisfatéria para analise citoldgica.

Em 2010, foram 16.373 amostras de CC, sendo 14.554 (88,89%)
negativas, 1.283 (7,84%) positivas e 536 (3,27%) insatisfatorias.

Em 2011, foram 9.764 amostras pela técnica de CML, onde 8.610
(88,18%) foram negativas, 1.130 (11,57%) positivas e 24 (0,25%)
insatisfatérias. A Tabela 1 mostra a distribuicdo dos diagnésticos dos
exames citopatologicos realizados no LCO-IAL no periodo entre 2009 e
2011.

Tabela 1. Distribuicdo dos diagndésticos dos exames citopatoldgicos cérvico-
vaginais pela técnica de CC e pela técnica de CML, realizados no LCO-IAL,
entre 2009 e 2011.

Diagnéstico 2009 (CC) 2010 (CC) 2011 (CML)

N Frequéncia N Frequéncia N Frequéncia
Negativos 13.388 88,50 14.554 88,89 8.610 88,18
Positivos* 1.173 7,75 1.283 7,84 1.130 11,57
Insatisfatérios 566 3,74 536 3,27 24 0,25
TOTAL 15.127 100 16.373 100 9.764 100

CC - citologia convencional

CML - citologia em meio liquido

* Foram considerados positivos 0s casos com diagnostico de ASC-US, LSIL, ASC-H, HSIL, HSIL micro,
Carcinoma, AGC-US, AGC-H e Adeno in situ)
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O Grafico 1 ilustra a distribuicdo dos diagnosticos citolégicos

negativos, positivos e insatisfatorios pela técnica de CC e pela técnica de
CML realizados no LCO-IAL no periodo de 2009 a 2011.

Gréfico 1. Distribuicdo dos diagndsticos dos exames citopatoldgicos cérvico-

vaginais, realizados no LCO-IAL, no periodo de 2009 a 2011.
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Pela técnica de CC, foram classificados como positivo para atipias
epiteliais 2.456 (7,8%) amostras, sendo 1.173 (7,75%) em 2009 e 1.283
(7,84%) em 2010. Pela técnica de CML, 1.130 (11,57%) amostras foram
classificadas como positiva para atipia epitelial. A frequéncia dos
diagndsticos citoldgicos positivos por ambas as técnicas encontra-se na
Tabela 2.

Tabela 2. Distribuicdo dos diagndsticos dos exames citopatoldgicos cérvico-
vaginais positivos para alteracdes epiteliais, pela técnica de CC em 2009 e
2010 e pela técnica de CML em 2011, realizados no LCO-IAL.

_ o 2009 (CC) 2010 (CC) 2011 (CML)

Diagnosticos
N Frequéncia N Frequéncia N Frequéncia

ASC-US 677 57,72 747 58,22 682 60,35
LSIL 257 21,91 317 24,71 340 30,09
ASC-H 90 7,67 65 5,07 47 4,16
HSIL 55 4,69 57 4,44 32 2,83
HSIL micro 4 0,34 5 0,39 - -
Carcinoma 3 0,26 7 0,55 3 0,27
AGC-US 78 6,65 81 6,31 23 2,04
AGC-H 8 0,68 4 0,31 2 0,18
Adeno in situ 1 0,09 - - 1 0,09
TOTAL 1.173 100 1.283 100 1.130 100
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A Tabela 3 mostra a comparacdo das frequéncias absolutas e
relativas dos diagnosticos dos exames citopatoldgicos cérvico-vaginais pela
técnica de CC. Nota-se que, apesar da diferenca entre as proporcdes de
diagnoéstico insatisfatorio ser pequena, ha diferenca estatisticamente
significativa (p=0,02) entre ambas nos anos 2009 e 2010 com relacdo aos
esfregacos convencionais, assim como para o diagnéstico ASC-H (p=0,02).
Para as variaveis de diagnoéstico negativo (p=0,26), ASC-US (p=0,73), AGC-
US e AGC-H (p=0,47) e LSIL (p=0,11), HSIL (p=0,88), e para 0 grupo
contendo as variaveis HSIL microinvasor, carcinoma e adenoCa in situ
(p=0,73), ndo foram detectadas diferencas estatisticas entre as propor¢coes

nos anos analisados.

Tabela 3. Comparacéo das frequéncias absoluta e relativa observadas nos
diagnésticos dos exames citopatolégicos cérvico-vaginais pela técnica de CC,
no LCO-IAL, entre 2009 e 2010.

_ o 2009 2010
Diagnostico o . p-valor
N Frequéncia N Frequéncia

Insatisfatério 566 3,74 536 3,27 0,02*
Negativo 13.388 88,50 14.554 88,89 0,26
ASC-US 677 4,48 747 4,56 0,73
ASC-H 90 0,59 65 0,40 0,02*
AGC-US + AGC-H 86 0,57 85 0,52 0,47
LSIL 257 1,70 317 1,94 0,11
HSIL 55 0,36 57 0,35 0,88
HSIL micro + Carcinoma

o 0,05 12 0,07 0,73
+ Adeno in situ
TOTAL 15.127 100 16.373 100 -

* p-valor estatisticamente significativo
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Na Tabela 4, onde constam os dados de comparacao entre a técnica
de CC e a técnica de CML, nos periodos 2009/2010 e 2011, observa-se
diferenca estatisticamente significativa entre as propor¢des dos anos 2009 e
2011 para o diagndstico insatisfatorio (p <0,001), ASC-US (p <0,001), AGC-
US e AGC-H (p <0,001) e para LSIL (p <0,001). No entanto, para 0s
diagnosticos negativo (p=0,16), ASC-H (p=0,90), HSIL (p=0,66) e para o
grupo contendo as variaveis HSIL microinvasor, carcinoma e adenoCa in situ
(p=0,46) nao foi detectada diferenca estatistica entre as propor¢cées nos

anos analisados.

Tabela 4. Comparacéo das frequéncias absoluta e relativa observadas nos
diagndsticos citopatoldgicos cérvico-vaginais obtidos pela técnica de CC em
2009 e 2010 e pela técnica de CML em 2011, no LCO-IAL.

_ o 2009 e 2010 (CC) 2011 (CML)
Diagndstico . o p-valor
N Frequéncia N Frequéncia
Insatisfatério 1.102 3,50 24 0,25 < 0,001*
Negativo 27.942 88,70 8.610 88,18 0,16
ASC-US 1.424 4,52 682 6,98 < 0,001*
ASC-H 155 0,49 47 0,48 0,90
AGC-US + AGC-H 171 0,54 25 0,26 < 0,001*
LSIL 574 1,82 340 3,48 < 0,001*
HSIL 112 0,36 32 0,33 0,66
HSIL micro + Carcinoma
20 0,06 4 0,04 0,46

+ Adeno in situ

TOTAL 31.500 100 9.764 100 -

* p-valor estatisticamente significativo
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O gréfico 2 mostra a distribuicdo das causas de amostras cérvico-
vaginais classificadas como insatisfatorio pela técnica de CC, em 2009. Das
566 amostras insatisfatérias, 331 (58,5%) foram prejudicadas por
dessecamento, 11 (1,9%) por presenca de sangue, 121 (21,4%) por
presenca de pidcitos, 88 (15,5%) por amostra hipocelular e 15 (2,7%) por
sobreposicao celular.

Grafico 2. Distribuicdo das causas de amostras cérvico-vaginais (n=566)
classificadas como insatisfatoria pela técnica de CC em 2009, no LCO-IAL.
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O gréfico 3 mostra a distribuicdo das causas de amostras cérvico-
vaginais classificadas como insatisfatorio pela técnica de CC em 2010. Do
total de 536 amostras insatisfatorias, 173 (32,3%) foram prejudicadas por
dessecamento, 6 (1,1%) por presenca de sangue, 116 (21,6%) por presenca
de pibcitos, 224 (41,8%) por amostra hipocelular e 17 (3,2%) por
sobreposicao celular.

Grafico 3. Distribuicdo das causas de amostras cérvico-vaginais (n=536)
classificadas como insatisfatoria pela técnica de CC em 2010, no LCO-IAL.
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O gréfico 4 mostra a distribuicdo das causas de amostras cérvico-
vaginais classificadas como insatisfatorio pela técnica de CML em 2011. Das
amostras insatisfatorias, 1 (4,2%) foi devido a presenca de sangue, 2 (8,3%)
por presenca de piocitos e 21 (87,5%) por amostra hipocelular.

Gréafico 4. Distribuicdo das causas de amostras cérvico-vaginais (n=24)

classificadas como insatisfatéria pela técnica de CML em 2011, no LCO-IAL.
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A Tabela 5 mostra o tempo médio, em minutos, gasto em cada etapa
técnica da CC e da CML para a confeccdo de 48 amostras. As etapas de
triagem (45 minutos) e montagem (20 minutos) foram iguais para ambas as
técnicas. Para a etapa de confeccdo e coloragcdo das amostras, foram
estimados 15 minutos para a CC e 107 minutos para a CML. O banho “over
night” foi considerado como 300 minutos, sendo uma etapa necessaria
apenas para a técnica de CC. O tempo meédio necessario para a triagem,
confeccgédo, coloracdo e montagem de uma amostra pela técnica de CC foi de
8 minutos, j& para a técnica de CML foi de 4 minutos, representando
economia de 50% do tempo para a execucao dos procedimentos técnicos de

cada técnica.

Tabela 5. Tempo médio gasto com o0s procedimentos técnicos para
amostras de CC e CML, expresso em minutos.

. L. Citologia Citologia em meio
Procedimento técnico . 2
convencional liguido
Triagem 45’ 45’
Confeccao e coloracéo 15’ 107
Banho “over night” 300’ -
Montagem 20° 20°
TOTAL 8’ 4’
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A Tabela 6 mostra o tempo de escrutinio para cada uma das 48
amostras selecionadas para o estudo. O tempo médio despedido para o
escrutinio dos esfregacos pela técnica de CC foi de 5 minutos e 04
segundos e 3 minutos e 52 segundos para cada esfregaco pela técnica de
CML.

Tabela 6. Tempo gasto para o escrutinio das amostras pela técnica de CC e

pela técnica de CML.

o Citologia Citologia em N© Citologia Citologia em
convencional meio liquido convencional meio liguido
1 4:57 3:16 25 2:10 4:35
2 4:23 3:35 26 5:44 4:32
3 6:40 5:08 27 4:17 5:20
4 2:48 4:43 28 5:59 3:20
5 3:20 4:01 29 3:44 3:29
6 7:01 4:04 30 4:38 4:15
7 1:53 4:53 31 5:14 5:15
8 6:27 3:50 32 6:09 2:31
9 4:21 3:11 33 5:01 3:45
10 4:27 4:04 34 5:57 4:21
11 6:48 5:09 35 3:05 3:13
12 3:20 1:52 36 4:30 3:40
13 4:07 5:40 37 3:54 1:56
14 3:22 3:03 38 4:42 4:15
15 7:21 2:23 39 7:54 4:10
16 4:37 3:53 40 3:19 2:57
17 6:11 1.57 41 3:52 3:50
18 6:34 3:09 42 4:20 3:12
19 3:10 5:07 43 5:02 3:31
20 5:07 5:00 44 6:50 4:13
21 5:00 3:29 45 7:33 3:26
22 9:25 3:33 46 7:30 5:39
23 9:14 3:52 47 4:30 4:56
24 2:47 2:36 48 4:17 4:19
Média total 5.04 3:52

57



Na Figura 12 foram exibidos aspectos comparativos entre as técnicas
de CC e CML. Na parte superior da figura nota-se a homogeneidade das
areas de leitura entre as laminas de CML quando comparadas as laminas de
CC.

Na parte inferior da figura, detalhe para o aspecto da microscopia
Gtica nos aumentos de 100X e 400X. Notar a diferenca entre a coloracdo das
amostras confeccionadas pela técnica de CC e CML. Pela técnica de CML, a
distincdo entre os tipos celulares (100x) e melhor definicdo nuclear e
detalhamento da cromatina (400x) é bastante evidente, devido,

principalmente, a fixacdo imediata do material cérvico-vaginal.

« Técnicade citologiaem meio liquido

——
e LIS aay €176 Ltout.s »

Ay a2 -

Técnica de citologia convencional t

-
]

4
. |

-
Aumento 100X Aumento 400X ’&‘l

Aumento 100X - Aumento 400X

Figura 12. Comparacédo entre os preparados de citologia em meio liquido e
citologia convencional.
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5. Discussao

Véarios estudos relatam as vantagens da CML em relacdo a CC,
dentre elas maior deteccdo de lesbes e reducao dos indices de amostras
insatisfatorias ou limitadas por problema técnico (Tench, 2000; Marino et al.,
2001; Biscotti et al., 2002; Bentz, 2005; Longatto-Filho et al., 2005; Siebers
et al., 2008;), apresentando sensibilidade de 30% a 87% e especificidade de
86% a 100% (Belinson et al., 2001; Kulasingam et al., 2002).

Ainda que vérias publicacdes apontem para as vantagens da CML, o
assunto gera controvérsias. Estudos comparativos entre as técnicas de CC e
em CML, tanto os realizados com coleta simultanea (split sample) ou com
coleta de uma ou outra técnica em diferentes pacientes (vial to vial),
apresentam limitacdes. Uma Unica coleta de material para as duas técnicas,
a partir da mesma paciente gera conflito no sentido de haver prejuizo para
uma das técnicas. Em populacdes epidemiologicamente equiparaveis ndo se
pode afirmar semelhanca e uniformidade do material no momento das
coletas, entre outros fatores. Além disso, estudos randomizados, com

comprovacao histologica para todos os casos sao raros (Stabile et al., 2012).

Estudo de meta-andlise com revisdo de 56 publicacbes de CML,
concluiu que, de acordo com os critérios determinados, apenas cinco
publicacdes foram consideradas de alta qualidade. Ao analisar os resultados
destes cinco estudos, o grupo ndo observou diferencas significativas entre a
sensibilidade ou o percentual de amostras insatisfatorias entre os dois
métodos (Davey et al., 2005). Os autores ressaltaram o fato de muitos
estudos apresentam problemas de metodologia, seguimento e exame
histolégico independente do citologico para os casos positivos, sugerindo
gue estudos adicionais de larga escala ainda sdo necessarios, uma vez que
a maior parte dos estudos foi considerada de baixa qualidade. Ja o estudo
de Arbyn et al. (2008) comparou o desempenho da CC em relagdo a CML
entre 1997 e 2007 e demonstrou diferenca significativa no percentual de

insatisfatérios, sendo menor com a CML.
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Alguns estudos realizados na década de 90 que compararam
resultados de uma mesma amostra colhida pelas duas técnicas mostraram
concordancia de 92% (Hutchison et al., 1992) e 95,3% (Tezuka et al., 1996),
salientando que a coleta do material € uma etapa imprescindivel para a

qualidade do exame e a reducao de diagnosticos falso-negativo.

Em 2002, foi realizado um projeto piloto na Inglaterra com 100 mil
exames citopatolégicos em meio liquido que constatou queda no percentual
de amostras insatisfatorias de 9% para 1 a 2%, sendo que 0s casos de atipia
de significado indeterminado também cairam de 5,4 para 4,6% (Mcgoogan,
2004). Esse estudo levou o National Institute of Clinical Excellence a propor
ao MS do Reino Unido a substituicdo da CC pela CML.

A preservacao e fixacdo imediata de todas as células obtidas durante
a coleta do material pela técnica de CML séo apontadas com as principais
vantagens do método. Todas as células sdo transferidas para um frasco com
liqguido preservativo, o qual é encaminhado ao laboratorio para
processamento, possibilitando a realizagdo de novas laminas e testes
moleculares com o material residual, sem necessidade de nova coleta
(Bernstein, 2001; Ferenczy, 2001; Mattosinho de Castro Ferraz, 2004).
Mesmo aprovada desde 1996 pelo FDA, encontramos poucos estudos com
casuistica acima de 2.000 casos realizados avaliando o desempenho da
CML aplicada a realidade do Sistema Publico de Saude Brasileiro (Alves et
al, 2006; Girianelli et al, 2007; Fregnani et al, 2013).

Schiffman e Solomon (2010) relatam que a CML é preferida pelos
laboratorios por ser mais facil e rapida para analise ao microscopio, levando
a um aumento da produtividade e permitir a utilizagdo do material residual
para a realizacdo de teste para HPV nos resultados duvidosos sem a
necessidade de nova coleta. O uso do teste de captura hibrida (CH2) para
estratificar as pacientes com diagndstico de ASC pode diminuir as incertezas
com relacdo as pacientes deste grupo e evitar o atraso na conduta para as

pacientes com lesfGes ou a realizacdo de colposcopias desnecessarias para
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as pacientes com alteracbes benignas que apresentam dois exames

consecutivos com ASC-US.

Nosso estudo demonstrou maior percentual de atipias de significado
indeterminado  em células escamosas pela CML, impulsionado,
principalmente, pela categoria diagnéstica de ASC-US, que passou de
4,52% pela CC para 6,98% pela CML, uma vez que as ASC-H néao
mostraram diferenca significativa na comparacao entre as duas técnicas. A
Tabela 1 mostra o percentual de casos positivos (incluindo as atipias),
demonstrando maior deteccdo de casos positivos pela CML, porém o
percentual de HSII + foi semelhante nas duas técnicas, o que nos faz supor
gue a CML é mais sensivel, ou seja, € muito provavel que ela tenha valor

preditivo negativo maior.

Sabendo-se que o0 exame convencional tem sensibilidade baixa
(cerca de 50%), € provavel que dentre os casos classificados como
negativos pela CML o percentual de mulheres que sejam portadoras
de lesdes seja mais baixo que no grupo que recebeu um resultado negativo
pela técnica convencional. Por outro lado, se o percentual de HSIL+ néo foi
diferente do ponto de vista estatistico entre as duas técnicas, pode-se supor
que o0 grupo das atipias (ASC-US e ASC-H) na CML, o qual foi
estatisticamente maior que na técnica convencional, alberga uma parte
destes casos de HSIL+ ndo detectados apenas pela morfologia. Ainda que a
CML tenha maximizado o0s recursos morfolégicos ha uma limitacéo
reconhecida por diversos autores de estudos comparativos entre as duas
técnicas que é a maior dificuldade para o diagnéstico das HSIL na CML.

Estudos relataram prevaléncia de HSIL e cancer cervical em cerca de
10% das mulheres com citologia de ASC-US (Kulasingam et al, 2006).
Estudos realizados em mulheres atendidas pelo SUS, na cidade do Rio de
Janeiro (Cytryn et al, 2009), mostraram prevaléncia de 1,85% de NIC Il e 1lI
guando |hes foi atribuido esse diagndstico citopatolégico. Segundo o ACOG,

o diagnostico de ASC-US representa a alteragdo mais comum nos Estados
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Unidos, respondendo por 4,4% de todos os laudos citopatolégicos. Entre as
mulheres com este diagndstico, é observada prevaléncia de NIC Il e Ill em
6,4% a 11,9% dos casos e de 0,1% a 0,2% de cancer (American College os
Obstetricians and Gynecologist [ACOG], 2008).

Poucos estudos apresentam correlacdo dos casos de ASC-US com
as biopsias, mas o percentual destes casos que apresentam lesdes de alto
grau ao seguimento é baixo. No estudo de Ronco et al. (2007) ndo houve
diferenca entre o valor preditivo para lesdo de alto grau entre os dois
métodos, ainda que o meio liquido tenha percentual significativamente maior
de ASC-US.

A maioria dos trabalhos publicados refere aumento significativo do
percentual de ASC-US com o meio liquido (Colgan et al, 2004; Davey et al,
2005; Arbyn et al, 2008; Beerman et al, 2009). Muito embora este achado
nao tenha sido explicado por nenhum dos autores acima, tal fato pode ser
explicado pela necessidade de adaptacédo e treinamento para a leitura de
CML, refletindo uma “curva de aprendizado”, relatada na literatura (Settakorn
et al., 2008).

O diagnostico citolégico de ASC-US é considerado um problema para
médicos ginecologistas por tratar-se de alterac6es celulares que nédo se
enquadram nos critérios morfolégicos de processo inflamatério e ndo séo
caracterizadas como alteracbes celulares neoplasicas (NCI, 1989). A falta
de reprodutibilidade diagnostica pode prejudicar o bom desempenho
laboratorial. Atualmente, recomendam-se taxas de ASC-US inferiores a 5%
em populacdes de baixo risco e uma taxa 2 a 3 vezes menor de LSIL
(Stanley et al, 1999). Apesar do aumento dos percentuais de ASC-US e
LSIL, os valores encontrados no estudo estdo dentro das recomendacdes da

literatura.

Uma das hipoteses para o aumento na deteccdo das ASC-US e LSIL
pode ser devido a metodologia de coleta das amostras pela CML, visto que

estas lesdes sdo menos extensas que as HSIL e lesfes invasivas e talvez,
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na CC, a baixa celularidade prejudique a representacdo adequada das
células, que podem acabar perdidas na escova endocervical, ou os artefatos
(sobreposicdo celular, dessecamento) de confeccdo do esfregaco acabe

camuflando as poucas células existentes.

Nosso estudo demonstrou maior frequéncia de lesbes precursoras
com a CML, proporcionado pelas LSIL, sendo que as HSIL ndo mostraram
diferenca significativa entre os dois métodos. Embora estes resultados
tenham seu valor limitado, pela auséncia de correlagdo cito-histolégica, ha

concordancia com varios estudos controlados da literatura.

Estudo prévio realizado pelo LCO-IAL e pesquisadores do Hospital
Pérola Byington mostrou um aumento significativo das lesfes tanto de baixo
como alto grau com a CML. Os resultados sdo semelhantes aos obtidos no
estudo randomizado controlado de Ronco et al. (2007) que mostraram
aumento significativo apenas das LSIL com o emprego do meio liquido,

sendo o trabalho considerado de alta qualidade técnica.

Em estudo realizado em Ontério, Colgan et al. (2004) observaram
resultados semelhantes aos nossos ao compararem 352.680 citologias em

meio liquido (Surepath™

) com 378.990 citologias convencionais da base
histérica dos anos anteriores. Houve um aumento significativo dos casos de
LSIL com o meio liquido (2,13% versus 1,5%), mas os casos de HSIL néo
mostraram diferenca significativa. Os autores ndo tiveram acesso as

biopsias.

Lee et al. (1997) encontraram amostragem satisfatéria em relagéo a
representatividade celular em 78,3% das CML e em 70,6% das CC ao
avaliarem 6.747 pacientes com os dois métodos. Demonstraram ainda
aumento no numero de casos com diagnéstico de lesdo intra-epitelial de
baixo grau (LSIL).

Estudo de Cheung et al. (2003) comparou 191.582 citologias

convencionais entre os anos de 1998 e 2000, com 190.667 citologia em
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meio liquido colhidas no periodo de 2000 a 2002. A deteccao de leséo intra-
epitelial de alto grau (HSIL), carcinoma escamoso e adenocarcinoma sofreu
alteracéo entre a CC (0,25%, 0,001% e 0,006%, respectivamente) e a CML
(0,24%, 0,005% e 0,003%, respectivamente), demonstrando maior
frequéncia de deteccdo pela CC. J4 para as atipias de significado
indeterminado (ASCUS) e as lesdes intra-epiteliais de baixo grau (LSIL), a
CML apresentou maior percentual de deteccdo (3,74% contra 3,19% para
ASCUS e 1,67% contra 1,01% para LSIL).

A correlagdo com os resultados de exames histopatolégicos € muito
importante para a pesquisa, pois conferem carater de estudo controlado ao
trabalho. A obtencdo dos dados relativos aos exames histolégicos tem sido
trabalhosa, jA que na rotina do LCO-IAL, como ocorre frequentemente no
SUS, as biopsias sdo enviadas para um laboratério diferente daquele que
realiza o exame citolégico. Diante da importancia da analise conjunta das
amostras cito e histoldgica, o envio do material citolégico para um laboratério
e das biopsias para outro apenas por conveniéncia burocratica, dificulta as
atividades de ensino e pesquisa e pode ser prejudicial as pacientes, nos
casos em que o0 exame conjunto se faz necessario. Acrescente-se a isto o0

prejuizo ao controle interno de qualidade do laboratério de citologia.

Mesmo sem acesso as bidpsias dos casos positivos e suspeitos de
HSIL, o estudo foi importante para o conhecimento do desempenho do meio

liquido nos exames citopatolégicos no SUS.

Com relagdo aos casos classificados como insatisfatérios, o estudo
demonstrou diminuicdo significativa no percentual de amostras
insatisfatorias, de 3,5% em média, para 0,25% percentual semelhante ao
observado por outros autores. Os graficos 2, 3 e 4 demonstram as causas
de limitagcdes das amostras, e fica evidente que a boa fixacdo do material e
auséncia dos artefatos de sobreposicdo e excesso de piocitos nas amostras,
causados pela falta de treinamento adequado ou baixa habilidade do

profissional que realiza a confeccdo da amostra pela técnica de CC foi um
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fator praticamente ausente nos casos em que foi utilizada a técnica de CML.
Atribuimos isso ao fato da utilizacdo da automacdo para a confeccao das

amostras, o que resulta em amostras homogéneas e livres de limitacdes.

Pinto et al. (2006) concluiram que artefatos de ma fixacdo parecem
ser um fator importante no obscurecimento da origem celular em esfregacos
citolégicos. Amostras colhidas em meio liquido, normalmente, n&o

apresentam esse tipo de artefato.

Um estudo de meta-analise mostrou em 1.120.418 citologias cervicais
provenientes de 14 estudos um percentual de 0,3% com o SurePath™ e
1,3% com o ThinPrep® (Fontaine et al., 2012). Uma hip6tese para o melhor

desempenho da técnica SurePath™

talvez possa ser atribuida ao processo
de preparo das amostras, visto que as laminas sao confeccionadas a partir
da sedimentacdo do material; jA na técnica ThinPrep®, a amostra é

confeccionada por aspiracdo do material.

Outros estudos mostraram a mesma tendéncia, sendo que, em alguns
casos, a diferenca entre os percentuais foi mais marcante, como ocorreu no
estudo realizado pelo LCO-IAL em conjunto com pesquisadores do Hospital
Pérola Byington onde o meio liquido teve 1,3% de amostras insatisfatérias e

o convencional 10,4% (Utagawa et al, 2004).

Em outro estudo, Harrison et al. (2007) da Universidade de
Birminghan, observaram percentual de 1,3% usando a técnica SurePath™
entre outubro de 2005 e setembro de 2006. Este resultado foi comparado
com o observado nesta mesma populacdo em 2000/2001 com a técnica
convencional, que foi de 11,8%. Os autores reconheceram que a
comparacao com os resultados obtidos has mesmas Unidades de Saude em
anos anteriores € um dos pontos criticaveis do estudo, mas que os dados
obtidos deixam claro o beneficio do meio liquido com relacdo a diminui¢éo

dos casos insatisfatorios.
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Ainda em relacdo ao desempenho técnico, foi demonstrado economia
no tempo gasto de 5:04 minutos para 3:52 muinutos (em meédia) para a
leitura do exame citologico das amostras. Esta diferenca, em torno de 23%,
€ significativa, aspecto enfatizado também por outros pesquisadores. Em
editorial, Mark Schiffman e Diane Salomon (2010) afirmaram que 0 meio
liquido é preferido pela maioria dos laboratérios, pois seu escrutinio € mais
rapido, aumentando a produtividade, além de permitir o teste de HPV para

triagem nos casos equivocos e percentual menor de exames insatisfatorios.

A tabela 6 mostra o tempo médio gasto para a confeccdo de 48
amostras pelas duas técnicas, evidenciando que, pela técnica de CML o
tempo foi 50% menor para a realizacdo da mesma quantidade de amostras.
O tempo do banho “over night” em alcool para a retirada da pelicula de
fixador nas laminas confeccionadas pela técnica de CC foi o fator impactante
nesta avaliacdo de tempo. Vale lembrar que esta etapa é fundamental para

possibilitar a correta coloracéo e analise das amostras.

Estudo de Ferenczy et al. (1996) demonstrou que o tempo de coleta
da CML foi cerca de 1 minuto mais rapida em relacdo a CC. O tempo
despendido com a interpretacdo das laminas também foi menor com a
técnica de CML. Porém, como desvantagem, observa-se maior tempo gasto
no processamento das amostras, acarretando em aumento do custo do

exame (Anschau e Goncalves, 2006).

Talvez a observagdo mais importante a ser feita ao concluirmos o
trabalho é que, ainda que a CML tenha maximizado 0S recursos
morfologicos, e com isto possibilitado uma economia de tempo de leitura das
laminas, e também diminuido o transtorno das pacientes precisam retornar
para colher outro exame, isto € pouco. O gasto adicional com a CML s0 é
justificavel se for aproveitado o fato de a CML conservar as moléculas e aos
recursos morfoldgicos forem associados as técnicas moleculares. Alguns
autores argumentam que o uso da captura para o screening é mais eficiente

e seguro (néo existe o erro humano inevitavel), devendo-se realizar o exame
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citolégico apenas nas pacientes positivas para HPV de alto risco. Ainda que
pareca mais interessante, sobretudo para paises que ndo possuem uma
rede de laboratorios bem estruturada, isto € caro e nao foi testado em

grandes populacgodes.

E provavel que as diretrizes brasileiras para a prevencao do cancer do
colo uterino sofram mudancas para incorporar estes avancos. Apesar dos
avancos tecnoldgicos, a maior parte das mulheres que apresentam cancer
em estaddio avancado do colo uterino nunca fez um exame preventivo.
O maior desafio do SUS € o aumento da cobertura populacional e a
implantacdo de um sistema organizado, 0o que permitiria, com o eventual
emprego do co-teste uma periodicidade segura de 5 anos, com provavel
economia de recursos na repeticdo de exames desnecessarios e no custo

do tratamento dos casos avancados.
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0. Conclusao

O uso do meio liqguido mostrou desempenho significativamente
melhor em relacdo as amostras insatisfatérias, devido a otimizagdo dos
procedimentos técnicos e eliminacdo das limitacbes referentes a

interferéncia humana na confeccdo das amostras.

Houve aumento significativo na deteccdo das lesdes precursoras
com o meio liquido, proporcionado pelas LSIL, sendo que nas HSIL né&o

houve diferenca significativa entre os dois métodos.

Foi observado aumento do percentual de atipias de significado
indeterminado em células escamosas, possivelmente ndo neoplasica (ASC-

US), possivelmente reflexo da curva de aprendizado para CML.

A reducédo efetiva de artefatos técnicos pela metodologia da CML
teve impacto positivo no tempo de leitura das amostras, reduzindo o tempo
de leitura de cada amostra, além de reduzir o tempo médio de confeccédo e

coloracdo de cada amostra.
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7. Perspectivas futuras

A partir deste estudo, ficou estabelecida a utilizagdo da CML na
rotina das Unidades de Saude atendidas pelo IAL, sendo o pioneiro a utilizar

a metodologia no SUS.

Trabalhos como este s@o escassos em casuisticas robustas,
principalmente quando tomamos como exemplo o SUS. Na condicdo de
pesquisadores, € importante que estejamos sempre acompanhando a
evolucédo tecnoldgica avaliando as vantagens do emprego de novas técnicas
no SUS para fornecer subsidios para a implantacao de melhores politicas de

saude.

Foi justamente a duavida da validade do seu uso no SUS que
convenceu a FAPESP a financiar a continuidade do nosso PPSUS. Novos
estudos serdo realizados, com um grupo maior de mulheres,
correlacionando os dados morfolégicos com o status viral para HPV e
aprofundando os conhecimentos, no sentido de entender melhor a evolucéo
das alteragbes morfoldgicas, sobretudo das atipias de significado

indeterminado.
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Anexos

Anexo | - Protocolo das etapas da técnica de coloracdo de Papanicoalou
modificada, utilizada no LCO-IAL.

INSTITUTO ADOLFO LUTE

REGISTRO DA QUALIDADE
NUMERD TITULD REVISAD | PAGINA

ETAPAS DA TECNICA DE COLORAGAQ DE
AME-NAP-007 PAPANICOLAOU MODIFICADA 03 13

TECHNICA DE COLORAGAD

=  Amostras citopatologicas cernvicais do tipo convencional & meio liquido,
=  Amostra citopatolégico geral — liquidos e secregdes corporais

CDLDRA'I;ED DE PAPANICOLAOU MODIFICADA - Local: Bancada

Retirar os bergos (caminhos) com ldminas das cubas contendo alcool etilico, deixado de um dia
para o outro;

Lavar em agua comente: 10 minutos;

Lavar em agua destilada: mergulhar 10 vezes;

Mergulhar em solugio HCL 0,6% por 3 minutos;

Lavar em agua comente: 10 minutos;

Lavar em agua destilada: mergulhar 10 vezes;

Retirar o excesso de dgua: bater o bergo levemente em papel de filtro;

Corar com Hematoxilina de Hamis { verificar o tempo do dia anterior no anexo A-ME-MAP-013);
Escomrer e bater o bergo levemente em papel de filtro

Lavar em agua corrente: 10 minutos;

Lavar em agua destilada: mergulhar 10 vezes;

Retirar o excesso de agua: bater o caminho levemente em papel de filiro;

Lavar em 3 cubas de alcool etilico absoluto: mergulhar 10 vezes;

Retirar o excesso de alcool: bater o carrinho levemente em papel de filtro;

Corar com Orange G (verificar o tempo do dia anterior no anexo A-ME-NAP-013);
Escomrer e bater o bergo levemente em papel de filtro;

Lavar em 3 cubas de alcool etilico absoluto: mergulhar 10 vezes;

Retirar o excesso de alcool: bater o caminho levemente em papel de filtro;

Corar com corante EA-36 (verficar o tempo do dia anterior no anexo A-ME-MAP-013);
Lavar em 4 cubas de alcool etilico absoluto: mergulhar 10 vezes;

Retfirar o excesso de alcool: bater o carrinho levemente em papel de filtro;

MONTAGEM DAS LAMIMAS: Local: capela de seguranga quimica

Mergulhar as ldminas em dlcool & xilol;

Mergulhar em 3 cubas de xilol seqlenciais;

Montagem: Distribuir as laminulas sobre papel de filiro, colocar Entellan® com conta — gotas ou
bastdo de vidro e em seguida colocar a ldmina com o esfregago;

Retirar as bolhas e acertar a posigio da laminula;

Enxugar o excesso do Entellan® das laminas com gaze;

Colocar as ldminas em bandejas.
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Anexo Il - Protocolo para confeccdo de amostras cérvico-vaginais pela
técnica de citologia em meio liquido (BD Sure Path ™ Pap Test).

w7 BD BD SurePath™ Pap Test
R Process Workflow
Pz e I tha ED ropSitain™ s processor Dperstos Manusl for compiois insructions.

(1) LABEL AND VORTEX VIALS [2 ) LOAD BD PREPMATE™ RACK

# Label mach sample compenent (visl, centrifuge tube and gles # Load vialls, centrifuge tubes and syringes on BD Frephiate™ mack
slicde} with a urique dentfe: » Vierify all vl conectly match their oormesponding centrifuge tubes
# \ortex sample visks for 15 + 5 seoonds at 3000 pm. # Dizperse 4 ml of Density R=agent to each empty
centrifuge tube.
I ...'

o I, L IIII e
\_-" L. it =
= | -.'. nito iyl R

15 LoAD 50 rerstA" Svsrew sioe RAGKs J 1) RUN BD PREPUATE-SYSTEM

L

# Flace labeled shdes into slide radcs enmunng proper onentation # Load the BD Prephiat=™ rack
with its comesponding BD Prepbdate™ rack. o instnument tray. : |
« Artach s=ttfing chambers. # Poess INC or DEC to adjust the f ] |
——— | number of specimen rows 2 -
oy oy necemany
I » Pozzz START.
s L5 L= Lleeenamisim » s ench BD PrepMate™ rack
'wlf?: e b T completes, inspect the
& cemtrifuge tubes to werify that
: :.4 it the correct amount of sample
N _U. L has been transfemed.
a7 b ey
Tl

(5) CENTRIFUGE [6) RUN BD PREPSTAIN™ SLIDE PROCESSOR

» Centrfuge tubes usng = Place :enerJg-iube racks and shde radks onto the

Program 1 BD PrepStain™ side procesor.
(@ min, 15 s=c @ 200g}. i w Vierify comect centrifuge tubes and gide pastions.
= Aspirate supematant - » Chack levels of all reagent bottles and verify sach labeisd intake
using the Tube Yaousm tubing i placed in its comesponding reagent bottle.
* Cenirfuge tubes using Program 2 # Rur the BD PrepStain™ shce processor.
(10 min & 3004g]. .
* Discant tubes by rotating rad: 180 i 111115
degress, blot tubes 10 remoe |'|M
exe fluid 1]
= ortex centrifuge ube racks for T |
15 = 5 seconds L

Hoto: Fgunes shown am not 1o ok

B, B0 Logo wrd sl other redermacts s propery of Becios, Dickirecs: and Comparry. @ 2007 B
SEN0-SDEONE-00 AT A



Anexo lll - Termo de consentimento livre e esclarecido

ysn s
fi B

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO E@Eﬁ‘ [l

Eu, , R.G. , declaro

que fui informada sobre a pesquisa “Avaliacdo da citologia em meio liquido versus

convencional no Sistema Unico de Satde” e concordo em participar deste estudo.

Resp. pela coleta: Data: / /

Assinatura da paciente:
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Anexo IV - Termo de esclarecimento das condi¢des do estudo a paciente.

-y

BEa:
"AEf[ | TERMO DE ESCLARECIMENTO

000

Enna"
0
easgsll

Porfavor, ieia este documento ate o fim e pec¢a explicacado sobre qualquer palavra ou
frase que nédo tenha entendido.

Yocé esta sendo convidada a participar da pesquisa "Avaliagao da citologia em
meio liquido versus convencional no Sistema Unico de Saude (SUS)". Este estudo é
promovido pelo Instituto Adolfo Lutz — S&o Paulo em parceria com 0s Postos de Salde
desta regido, que tem como objetivo avaliar a eficiéncia do método de base liquida no

exame preventivo do colo uterino (Papanicolaou)no SUS.

Vocé sera submetida aos procedimentos habituais para colh eita de material vaginal
exame de Papanicolaou, pelo profissional habilitado do Posto de saude. A escova
utilizada para colheita sera colocada num frasco com liquido apropriado que sera enviado
ao laboratério do Instituto Adolfo Lutz. Esta € a unica diferenga em relagéo ao exame
convencional no qual cabe ao profissional que colhe o material preparar a lamina para
exame microscopio, neste exame o preparo sera realizado no laboratério do Instituto
Adolfo Lutz. No laboratdério as ladminas serdo preparadas de modo mais uniforme,
diminuindo o risco de precisar chamar a paciente para nova colheita por problemas
técnicos. O material residual das amostras podera ser utilizado para esclarecimento

diagnéstico e treinamento do novo método para os profissionais do laboratério.

Citologia convencional Citologiaemmeio liquido
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TERMO DE ESCLARECIMENTO

Porfavor, leia este documenio ale o fim e pega explicacdo sobre quaiquer palavra ou
frase que nédo lenha eniendido.

Citologia Convencional Citologia em meio liquido
Vantagens Desvantagens Vantagens Desvantagens
Mais barato Alto indice de exames Melhor preservacéo Custo elevado

insatisfatorios das células
Parte do material € Todo material &
desprezada enviado ao laboratorio

Os exames seguirdo os padrées estabelecidos pela rotina do Posto de Salde em
relag&o ao tempo de retorno.

Os diagndsticos serdo feitos de acordo com os padrdes da Secretaria da Salde,
sendo que 0s responsavels pelo exame encontram-se a disposi¢ao para esclarecer
qualquer davida, como é feito habitualmente.

Yocé estara contribuindo para o desenvolvimento dos conhecimentos em relagéo
astécnicas de exame de preven ¢ao cancer do colo uterino.

Caso 05 resultados deste estudo sejam publicados todas as informacgdes pessoais
serao confidenciais, n&o sendo divulgadas.

RISCOS:

A colheita e rapida, nao proporcionando riscos. O incomodo € semelhante ao
exame convencional.

Se nao quiser participar deste estudo podera fazé-lo sem prejuizo ao seu exame
ou tratamento.

Pesquisadorresponsavel Responsavel pelo CEP
CelsodiLoreto Luz Marina Trujillo
Tel: {11) 3068-2875 Tel: (11) 3068-2859
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Anexo V - Aprovacio do Comité de Etica em Pesquisa do Instituto Adolfo

Lutz.

i

i

SECRETARIA DE ESTADO DA SAUDE
COORDENADORIA DE CONTROLE DE DOENCAS
INSTITUTO ADOLFO LUTZ
Comité de Etica em Pesquisa - CEPIAL
Av. Dr. Amaldo, 355 — Sala 83 - Cerqueira César - 01246-902
Fone: 3068-2859 e-mail: cepial @ial sp.gov.be

;
i

S#o Paulo, 30 de agosto de 2010,

Protocolo: 0682010

Projeto de Pesquisa:"Avalisgio da citologia em meio Hquido versis convencional no Sistema
Unico de Saide”

Pesquisador Respoasivel: Celso di Loceto
Institaigdo: Instituto Adolfo Lutz

O Comité de Etica em Pesquisa do Instituto Adolfo Lutz - CEPIAL analisou ¢
deliberou em reunilo de agosto de 2010, de acordo com a Resolugio CNS n° 196 de 10
de outubro de 1996 ¢ suas resolugdes complementares, o projeto acima apeesentado ma
categoria APROVADO.

Em conformidsde com o item IX.2 da Resoluglio CNS n® 196/96 - cabe a0
pesquisador: a) desenvolver o projeto conforme delineado; b) claberar ¢ apresentar os
relatérios parciais ¢ final ; ¢) aperesentar dados solicitados pelo CEP, a qualquer
momento; d) manter em arquivo, sob sua guarda, por S anos, os dados da pesquisa,
contendo fichas individunis ¢ todos os demais documentos recomendados pelo CEP; ¢)
encaminhar os resultados para publicaglo, com os devidos créditos sos pesquisadores
msociados ¢ a0 pessoal téenico participante do projeto; f) justificar, perante o CEP,
interrupclio do projeto ou a nlio publicacho dos resultades. Os relatérios parciais
deverlo ser encaminbados a cada seis meses 3 partir do inicio da pesquisa,

Coordenadora do Comité de Exica em Pesquisa com Seres Humanos
Instituto Adolfo Lutz ~ CEPIAL

1* via = coondemador
2 via - CEPIAL
1IMT vy
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Anexo VI — Lista de critérios de rejeicdo de amostras ndo conformes.

INSTITUTO ADOLFO LUTEZ

REGISTRO DA QUALIDADE

IS

A-NAP-D05

=S,

a1
in
1

¥

'CRITERIOS DE REJEIGAC DE AMOSTRAS N
NAO-CONFORME S

1. CRITERIOS DE REJEIGAD DE AMOSTRAS — NAD-CONFORME S

Pardmetros do Setor

1- Acondicionamento inadequado das Ieminas;

2- Ldmina danificada;

3- Ldmina ausente;

4- Requisicdo ausente;

& Identificacdo da |dmina, requisicdo efou listagem ndo coincidentes;
8- Preenchimento incompleto dos campos obrigatorios;

7- Preenchimento ilegivel das requisicdes;

8- Listagem com o nome da paciente ilegivel;

S- Listagem garbonada (as listagens garbonadas apresentam borrdes elou

sobreposicio de nomes dificultando a identificacio dos mesmos).

Pardmetros do 3isCam (Ministério da Sadde) ( item 10-15)

(Campos de preenchimento obrigatorio para os relatorios citopatolagicos e
histopatalagicos)

10- Unidade de Salde & seu codigo;

11- Home completo da mulher;

12- Mome completo da mée;

13- Data de nascimento ou idade;

14- Logradouro, n#, complemento, CEP, bairro, UF;
15~ Municipio;

16- Verso da requisicio em branco;

17- Listagem ausente.



Anexo VIl — Lista de critérios de risco de casos que devem ser revisados por
trés observadores.

INSTITUTO ADOLFO LUTZ
REGISTRO DA QUALIDADE

HITHER e =K
M d & "

AME-NAP-003 ROTEIRO DE CRITERIO 5 DE RISCO

CONTROLE DE QUALIDADE INTERHO

&= Consideragies Clinicas, Citoldgicas e Biomoleculares (Requisicio do exame - Anamnese)

Hemorragia genital pds-menopausa;

Sangramento ectocervical de contato;

Evidéncia de doencas sexualmente transmissiveis ao exame ginecolégico (inclusive HIV),
Diagnaostico positivo para HPV por métodos biomoleculares;

Alteracdo macroscopica significativa ao exame especular ou a colposcopia;

Radioterapia ou quimioterapia prévia;

M om A R

Citologia anterfor com diagnostico de atipias de significado indeterminado de gelulas
escamosas (ASC-US), (ASC-H) ou glandulares (AGG), lesdo intra-epitelial de baixo grau
(LSIL) e alto graw (HSIL), carcinoma escamoso ou glandular, outras neqplisias,, pos-

cone e fiistereciomia.

B - Consideracbes Citolbgicas — |eitura

8. Presenga de células endometiiais am esfregago pds-menopausa;
Efeito gitapaticg compativel com virus do grupo Herpes;

10, Atipias de significado indeferminado de células escamosas (ASC-US), (ASC-H) ou
glandulares (AGC);

11. Esfregago citoldgico insatisfatario;

12. Lesdo intra-epitelial de baixo grau (LSI) e alto graw (HSIL), carcinoma escamoso ou

glandular e outras neoplasias;
13. Esfreqago parcialmenta hamaorragico.
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