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RESUMO

Introducio: DCS é um novo sistema de citologia em base liquida para células coletadas no UCM. Objetivo: avaliar aspectos técnicos do DCS, com
diferentes protocolos, em um primeiro experimento com 144 amostras. Em segundo experimento, com 50 amostras, estudar os achados com 30
segundos de vértex. Métodos: colheu-se material para o preparado convencional com espdtula de Ayre e escova endocervical. Usou-se a mesma
escova, com células endocervicais residuais, para escovar a ectocérvice, acondicionando-a em tubo com UCM. De cada amostra obteve-se quatro
laminas, com tempo de vértex de 5, 10, 15 e 20 segundos, protocolos 1 a 4. Utilizaram-se os seguintes critérios citolégicos para definir a qualidade da
amostra: distribui¢do celular (dreas vazias e amassamento), artefatos de fixagdo, celularidade e presenca de células da ZT. Resultado: no primeiro
experimento observaram-se diferencas significativas apenas entre os protocolos 1 e 4. Comparados aos esfregagos convencionais, os preparados DCS
mostraram menos dreas vazias nas laminas 1 e 4 (p = 0,024 e p = 0,003). Nenhum artefato de fixacao e alta representagido da ZT foi encontrado nos
protocolos 3 e 4. No experimento 2, embora sem significincia estatistica, observou-se maior celularidade da ZT. Nio se verificou qualquer efeito
adverso na colora¢@o de Papanicolaou, citomorfologia ou propriedades de fixagdo. Conclusdo: os resultados com 20 ou 30 segundos de vértex pro-
porcionam citomorfologia bem preservada, alta representac@o de células endocervicais e melhor distribuigio celular, sugerindo expectativa favoravel
quanto a performance desse sistema para fins diagndsticos.
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ABSTRACT

Introduction: DCS is a new liquid-base cytology system for cell collected in UCM. Objective: assess technical aspects of DCS under different pro-
tocols. Methods: the first experiment was performed with 144 samples. After cervical scraping with Ayre spatula and endocervical brushing, the
sample was immediately smeared on the slide and alcohol-fixed. The same brush with residual cells was used to scrap the ectocervical surface and
conditioned in a UCM tube. For each case, 4 slides were prepared according to DCS procedures, except the vortexing time (5, 10, 15 and 20 seconds)
from protocols 1 to 4. The second experiment was made with 50 samples, with a vortexing time of 30 seconds. Cytological criteria for sample quality
were: cell distribution (empty areas and clumping), fixation artifacts, cellularity and presence of TZC. Results: on the experiment 1, significant dif-
ferences were detected between protocols 1 and 4, but not between protocols 2 and 3. Compared to conventional smears, DCS preparations showed
lesser empty areas in slides 1 and 4 (p = 0.024 and p = 0.003). No fixation artifacts and high TZC representation were found in protocols 3 and 4. In
the experiment 2, although not statistically significant, more cases with TZC were seen. No adverse effects were found on Pap staining, cytomorphol-
ogy or on fixation cells properties. Conclusion: these preliminary results with 20 or 30 seconds vortexing yielded well-preserved cytomorphology,
with high representation of endocervical cells and better cells distribution, thus leading to a favorable expectative regarding its use in large trials for
assessing diagnostic performance.
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Otimizar a eficdcia do exame preventivo de Papanicolaou
(Paptest) € objetivo consensual de todos os profissionais devota-
dos aos programas para detec¢@o e prevencio das neoplasias do
colo uterino e de suas lesoes precursorasl. Adicionalmente, desde
que a infec¢do pelo papilomavirus humano (HPV) € hoje aceita
como o evento necessdrio e principal para a carcinogénese da
cérvice?, testes moleculares sio recomendados como procedi-
mento laboratorial adjunto, importante a selecdo das pacientes
com risco mais elevado para essas lesdes>.

Neste contexto, o desenvolvimento esperado para otimizar o
desempenho de programas de escrutinio do cancer de colo uteri-



Sistema DNA-Citoliq (DCS): um Novo Sistema para Citologia em Base Liquida — Aspectos Técnicos 57

no € o desenvolvimento de meios conservantes que permitam a
avaliagdo diagndstica, na mesma coleta, com o preparo de
amostras citolégicas preservando a morfologia e evitando o
fundo indesejado, tais como o muco, hemorragia e infiltrado
inflamatdrio, além de permitir, também, a realizacdo dos testes
moleculares>*.

Recentemente, os sistemas de citologia de base liquida foram
desenvolvidos a fim de melhorar a exatiddo de resultados do
Paptest por oferecer preparados com residuos e artefatos reduzi-
dos que poderiam, eventualmente, conduzir a erros de interpre-
tacdo diagndsticaZ.

O meio da coleta universal (UCM — Universal Collecting
Medium) foi recentemente desenvolvido como meio versitil para
a citologia e a pesquisa de 4cido nucléico em uma unica
amostra®. No laboratério de citopatologia, esta amostra em base
liquida é homogeneizada com uso de vortex a fim de se destacar
as células aderidas a escova de coleta e obter-se celularidade
amostral aleatorizada. Subseqilientemente, até 12 amostras podem
ser preparadas simultaneamente de acordo com protocolo manu-
al. Todos os dispositivos usados fazem parte integrante do sis-
tema DNA-Citoliq (Digene, Brasil).

O presente estudo visa apresentar os procedimentos técnicos
envolvidos nesta preparacdo manual, avaliando as propriedades
técnicas relacionadas com a adequagdo dos preparados cervicov-
aginais.

METODOS

Na primeira experiéncia, 144 amostras pareadas foram cole-
tadas e preparadas em seis laboratdrios privados de diferentes
regides: CIAP (Brasilia), Instituto de Patologia (Porto Alegre),
Instituto Roberto Alvarenga (Belo Horizonte), Annalab
(Curitiba), Biocito (Goiania), e Salomao & Zoppi (Sdo Paulo). A
primeira preparacdo foi feita conforme protocolo convencional
com espdtula de Ayre, raspando-se a ectocérvice e a escova do
kit de coleta UCM para a obtencdo das células endocervicais.
Imediatamente apds a coleta, realizou-se o esfregaco em lamina
citolégica. Usou-se a mesma escova, com a amostra endocervical
residual, para a coleta do espécime ectocervical. Essa escova foi,
entdo, acondicionada em tubo contendo 1 mililitro de solucio de
UCM, o qual foi agitado por 30 segundos para homogeneizar o
espécime.

A fim de se determinar o tempo mais adequado de vértex na
preparacdo das laminas, submeteram-se as amostras a quatro pro-
cedimentos diferentes, no que concerne ao tempo: 5, 10, 15 e 20
segundos, protocolos de nimeros 1 a 4, respectivamente.

Na segunda parte do estudo, 50 pares de amostras foram cole-
tados em um dos laboratérios (S&Z), e usadas para avaliar se o
aumento no tempo de vértex para 30 segundos poderia trazer
beneficio adicional a qualidade dos preparados.

Todas as amostras foram preparadas de acordo com protocolo
preconizado para o sistema DNA-Citoliq, descrito a seguir, que
permite preparagdo simultinea de 12 espécimes, por meio do dis-
positivo chamado prepegene, como mostrado na Figura 1.

Realizaram-se os seguintes passos na preparacdo amostral:

1. Agitar no vortex os 12 tubos pldsticos contendo UCM em alta
velocidade pelo tempo proposto em cada protocolo. Nesta
etapa, as células destacam-se da escova de coleta.

2. Ao se pipetar o material, evitar os grumos que ainda estiverem
presentes.

3. Pipetar a amostra sobre a membrana de policarbonato, de 25
mm, que compde o filtrogene, espalhando uniformemente a
aliquota na superficie, com o cuidado de ndo tocar a mem-
brana com a ponta da pipeta para se evitar o rompimento.

4. Travar o prepegene por 10 segundos para que haja filtracdo e
transferéncia do material para a lamina.

5. Destravar com cuidado e abrir colocando-se o tampo para
tréas.

6. Retirar o suporte pldstico, lamigene, com todas as laminas.

7. Colocar o lamigene com os preparados em solu¢@o alcodlica a
95%

8. Fazer a colora¢do da maneira usual.

Os seguintes parametros foram usados para a avaliacdo da
qualidade dos preparados: distribuicao das células pelo prepara-
do; dreas vazias e amassamento (clumping); artefatos de fixagao;
celularidade (hipocelular ou hipercelular) e presenca das células
da zona da transformacdo (ZT).

Andlise Estatistica. Os pardmetros de avaliacdo de qualidade
das laminas preparadas utilizando diferentes tempos de vértex
foram comparados através dos testes de qui-quadrado e exato de
Fisher. Foram consideradas como estatisticamente significantes
as diferengas com probabilidade de ocorréncia ao acaso inferi-
ores a 5% (erro alfa).

RESULTADOS

O tempo médio para a preparacdo de 12 laminas foi cerca de
0ito minutos.

As amostras preparadas de acordo com o protocolo estavam,
na maioria dos casos, distribuidas homogeneamente no circulo de
25 milimetros, com extensas dreas de aspecto regular e dis-
tribui¢do em camada fina. Todavia, também se observaram célu-
las sobrepostas (Figura 2). A morfologia celular foi facilmente
interpretavel, com a policromasia citoplasmatica preservada. As
caracteristicas nucleares foram também identificadas facilmente.
A textura da cromatina, a afinidade a hematoxilina, os nucléolos
e o envelope nuclear foram preservados e claramente identifica-
dos. As células epiteliais glandulares também foram adequada-
mente representadas na maioria dos casos (Figura 3). As células
cilindricas ou colunares foram vistas com aspecto de camada fina
e, em diversas vezes, imitavam uma “microbiépsia”, com alguns
grupos apresentando células glandulares sobrepostas interpre-
tadas como hiperplasicas. Freqlientemente as caracteristicas
nucleares eram similares aquelas vistas em preparados conven-
cionais.

Em geral, os parametros avaliados foram significantemente
melhores quando a lamina foi preparada com tempo de agitacdo
no vortex de 20 segundos do que com 5 segundos (Tabela 1).
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Fig 1 - Visdo interna do equipamento prepegene. Na parte superior, vé-se a posi¢ao das 1aminas

Fig 2 - A (x 10) e B (x 40) mostram células superficiais e intermedidrias
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Fig. 3 - Aspecto morfoldgico das células endocervicais no sistema DCS.

- Varidveis de qualidade citopatoldgica. Correlagdo entre o preparado convencional e os
protocolos 1 e 4 do DCS.

DCS
Variavel Convencional Protocolo 1 Protocolo 4
Area Vazia
sim 131 116 113
nio 10 24 28
p 0,024 0,003
Amassamento
sim 115 105 99
nao 26 35 42
p 0,18 0,029
Artefatos de Fixacao
sim 0 1 0
nio 140 139 140
P
Hipocelularidade
sim 1 7 4
nao 140 133 137
P 0,07 0,37
Hipercelularidade
sim 1 2 2
nio 140 138 139
P 1 1
Zona de transformagdo
sim 105 90 106
nio 36 50 35
p 0,013 1
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- Varidveis de qualidade citopatoldgica. Correlagc@o entre o preparado convencional e o do sistema

DNA-Citoliq com 30 segundos de agitacdo em vortex.

Variavel DCS 20 segundos DCS 30 segundos p
Area vazia
sim 34 34
nao 16 16 1,00
Amassamento
sim 38 29
nao 12 21 0,49
Artefatos de fixacdo
sim 0 0
nao 50 50 -
Hipocelularidade
sim 0 1
nao 50 49 -
Hipercelularidade
sim 0 0
nao 50 50 -
Zona de transformagado
sim 35 40
nao 15 10 0,18

Em contraste, nenhuma diferenca significante foi encontrada
entre os tempos de 5, 10 e 15 segundos, sendo, por isso, omitida
da tabela.

Comparadas aos esfregacos convencionais, as preparagdes de
DNA-Citoliq com tempo de vortex de 5 e 20 segundos
mostraram nimero significantemente menor de dreas vazias com
valores de p de 0,024 e 0,003, respectivamente. Todavia, o amas-
samento celular s6 foi menor com o tempo de vértex de 20
segundos (p = 0,029). Dentre os parametros analisados, com o
tempo de vortex de 10 e 15 segundos, somente se observou
auséncia de artefatos de fixacdo e representagdo elevada de célu-
las da ZT.

O prolongamento do tempo de agitacdo para 30 segundos nao
mostrou diferenca significante quando comparado com o tempo
de 20 segundos, apesar de se observar tendéncia de menor for-
macao de figuras de amassamento celular e maior representacio
da ZT (Tabela 2).

Com a coloracio rotineira de Papanicolaou, nao foi vista qual-
quer alteracdo tintorial, citomorfoldgica ou, ainda, nas pro-
priedades de fixacao.

DISCUSSAO

O presente estudo foi realizado com o intuito de avaliar o
desempenho técnico do novo sistema de citologia em base liquida
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denominado DNA-Citoliq. As células epiteliais conservadas no
meio liquido UCM, recentemente desenvolvido®, e preparadas com
o sistema DNA-Citolig, nos protocolos denominados de 1 a 4,
apresentaram-se, geralmente, como peliculas finas, adequadamente
fixadas, com os detalhes citomorfolégicos bem preservados.

As propriedades do DNA-Citoliq levam a considerdvel
reducdo do tempo de escrutinio, permitindo avaliagdo das células
epiteliais de maneira mais facil devido a “limpeza” do preparado,
que também reduz outros fatores que obscurecem a observagao
microscopica.

O protocolo do procedimento mostrou-se bastante ttil para
reduzir a variabilidade de qualidade entre os preparados, uma
vez que hd consisténcia e clareza nas etapas de execugdo do
processo.

Importante passo na preparacdo das laminas é a homogeneiza-
¢do das amostras liquidas que serdo “impressas”, devendo ser
realizada no vértex, para o desprendimento do maior nimero
possivel de células da escova, do fundo e das paredes do tubo.
Essas células, suspensas, serdo a base da sele¢@o aleatdria, que
sorteia de maneira uniforme a celularidade da amostra. Assim, o
tempo de voértex € a varidvel limitante. Na comparagdo com o
preparado convencional hd tendéncia para a hipocelularidade
com tempo de 5 segundos, mas isso nao ocorreu com 20 ou 30,
como foi feito no segundo experimento.
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CONCLUSAO

Como conclusdo, a citologia em base liquida com o meio
UCM e a preparacdo de laminas com o sistema DNA-Citoliq e
tempo de vortex entre 20 e 30 segundos, permite obter boa celu-
laridade, com representacdo elevada de células endocervicais e
melhor distribuic@o celular. Isso possibilita considerar essa
metodologia para estudos de grandes séries para avaliar seu
desempenho diagnéstico.
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