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RESUMO

Introducdo: A citologia em meio liquido foi desenvolvida para melhorar o teste de Papanicolaou. Alguns meios liquidos sdo
comercialmente disponiveis, no entanto, devido ao alfo custo, ba dificuldades para sua implementagio em programas de satide
piiblica em muitos paises. Objetivos: Estudar a adequabilidade de meios liquidos alternativos para a coleta e a preservagio de
amostras para exames cilologicos, comparando os resultados com a melodologia convencional de Papanicolaou. Material e
métodos: Neste estudo, 127 dijferentes composigoes de solugoes alternativas de meios liquidos foram testadas com amostras de
10 voluntdrios para citologia oral e 20 amosiras de voluntdrias para citologia cervical. O fosfato de formaldeido-isopropanol
(FIPLIQ) foi utilizado para preservar amostras cervicais preparadas e analisadas no mesmo dia e trés, sele e 15 dias apos colela,
em comparagdo com a citologia convencional. Avaliacoes de qualidade e adequagdo dos tipos celulares, de microrganismos ou
seus efeitos cifopaticos, de alteragoes celulares reativas, degenerativas e displdsicas foram realizadas. Resultados: As amostras
processadas com FIPLIQ apresentaram resultados semelhantes aos do teste convencional de Papanicolaou quando analisados
coloragdo e apagamento de bordas citoplasmdticas, estrutura de cromatina, presenca ou auséncia de diferentes tipos de células e
MICrorganismos, processo reparativo, pré-neoplasico e alteragoes celulares neopldasicas; as amostras foram conservadas por até 15
dias apos a coleta. Conclusdo: Os resultados preliminares sugerem que o FIPLIQ é adequado para a preparagio e a preservagdo
de espécimes citologicos por até 15 dias.

Unitermos: biologia celular; esfregaco vaginal; mucosa bucal; neoplasia intraepitelial cervical; neoplasias epiteliais e glandulares;
lesoes pré-cancerosas.

ABSTRACT

Introduction: Liquid-based solution for cytology has been developed to improve Pap test. Some liquid media are commercially available,
however, due to the high cost there are difficulties in implementing it in the public health programs of many countries. Objectives: To study
the suitability of alternative liquid media for the collection and preservation of samples for cytologic examinations, comparing the results with the
conventional Papanicolaou methodology. Material and methods: In this study, 127 different compositions of alternative liquid-based solutions
were tested with samples from 10 volunteers for oral cytology and 20 samples from volunteers for cervical cytology. Formaldehyde-isopropanol-
phosphate (FIPLIQ) was used to preserve cervical samples prepared and analyzed on the same day and 3, 7, and 15 days after collection,
compared with Pap smear. Evaluations on quality and adequacy of cell types, microorganisms or their cytopathic effects, reactive, degenerative
and dysplastic cell alterations were performed. Results: Samples processed with FIPLIQ showed results similar to those of conventional Pap
smear when analyzing staining cytoplasm with indistinct cytoplasm borders, chromatin structure, presence or absence of different types of cell
and microorganisms, reparative process, preneoplastic, and neoplastic cell changes; the samples were stored for up to 15 days after collection.
Conclusion: Preliminary results suggest that FIPLIQ is suitable for the preparation and preservation of cytology specimens for up to 15 days.

Key words: cellular biology; vaginal smears; oral mucosa; cervical intraepithelial neoplasia; epithelial and glandular neoplasms;
premalignant lesions.
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RESUMEN

Introduccion: La citologia en medio liguido fue desarrollada para mejorar la prueba de Papanicolaou. Algunos medios liguidos
son comercialmente disponibles; no obstante, debido al costo elevado, hay dificultades para su implementacion en programas de
salud piiblica en muchos paises. Objetivos: Estudiar la adecuacion de medios liquidos alternativos para recolecta y la preservacion
de muestras para examenes citologicos, comparando los resultados con la metodologia convencional de Papanicolaow. Material y
métodos: En este estudio, 127 diferentes composiciones de soluciones alternativas de medios liquidos fueron testadas con muestras
de 10 voluntarios para cilologia oral y 20 muestras de volunitarias para citologia cervical. El fosfato de formaldebido- isopropanol
(FIPLIQ) fue usado para preservacion de muestras cervicales preparadas y analizadas en el mismo dia, y tres, siefe y 15 dias
después de la recolecta, en comparacion con la citologia convencional. Se hicieron evaluaciones de calidad y adecuacion de los
tipos celulares, microorganismos o sus efectos citopdticos, cambios celulares reactivos, degenerativos y displasicos. Resultados:
Las muestras procesadas con FIPLIQ presentaron resultados similares a los de la prueba convencional de Papanicolaou cuando
analizados color y bordes citoplasmdticos mal definidos, estructura de cromatina, presencia o ausencia de diferentes tipos de células
Y MICro0rganismos, proceso reparativo, pre-neopldasico y alteraciones celulares neoplasicas; las muestras se conservaron basta 15
dias después de la recoleccion. Conclusion: Los resultados preliminares sugieren que el FIPLIQ es adecuado para preparacion y
preservacion de especimenes citologicos hasta 15 dias.

Palabras clave: biologia celular; frotis vaginal; mucosa bucal, neoplasia intraepitelial cervical; neoplasias glandulares y epiteliales;
lesiones precancerosas.

INTRODUCAO

MATERIAL E METODOS

0 exame convencional de Papanicolaou, amplamente
utilizado em estudos populacionais, apresenta limitacoes quanto
a adequagdo da amostra, do transporte, da preservacio, da fixacio
e da representatividade,

Varios autores apoiam o uso da citologia em base liquida para
o teste de triagem cervical, apontando vantagens, como ser menos
invasiva e apresentar melhor distribuicio celular e esfregacos
representativos, com menos resultados falso-negativos. Um
aprimoramento na triagem de pacientes de alto risco ao utilizar
ensaios moleculares, além da citologia em meio liquido, foi
relatado®. No entanto, o alto custo da citologia em meio liquido
¢ um fator limitante para seu uso na triagem populacional em
larga escala para o cancer do colo do ttero®!”. Dessa forma, ¢
relevante o desenvolvimento de alternativas adequadas e acessiveis
que melhorem o método citologico convencional (exame
Papanicolaou).

OBIJETIVOS

0 objetivo deste estudo foi desenvolver uma solucio adequada
para a preservacao de amostras para exames citolgicos.
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Fase I

Amostras da mucosa bucal foram coletadas de 10 voluntdrios
de ambos os sexos, com idade entre 20 e 30 anos, ndo alcoolistas
e ndo fumantes. A mucosa bucal foi esfoliada com escova de
citologia conica (Kolplast®, Sdo Paulo, Brasil) e transferida para
um tubo Falcon de pléstico de 15 ml (Becton Dickinson®, New
Jersey, EUA), contendo 2 ml de teste em meio liquido. Este estudo foi
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Setor de Ciéncias da
Satide da Universidade Federal do Parand (UFPR), sob parecer de
n° 777.445, de 20 de agosto de 2014. No mesmo dia e apds trés, cinco
e 10 dias de armazenamento 2 temperatura ambiente, as amostras
foram homogeneizadas por 20 s (AP56 Vortex Phoenix, Labor, Sdo
Paulo, Brasil) e centrifugadas a 289 x g por 5 min (centrifuga
Sigma 4k15). Em seguida, o sobrenadante foi descartado por
inversdo e o sedimento foi ressuspenso em 100 pl de solugdo de teste
e homogeneizado em vortex. Os esfregacos foram executados pela
distribuicdo de 50 pl do sedimento em ldmina de vidro, circularmente
com ponta de pipeta, secos 4 temperatura ambiente e em seguida
fixados com etanol absoluto, por 30 min, corados pelo método de
coloracdo Papanicolaou (Newprov®, Pinhais, Brasil) e montados
com Entellan (Merck®, Darmstadt, Alemanha). Foram testadas
127 composicoes diferentes com os seguintes elementos: etanol,
metanol, 4cido acético, isopropanol, formaldeido e glutaraldeido



FIPLIQ: an alternative solution for gynecological and oral cytology

(Tabela 1). Os meios liquidos com solucdo isotonica de tampao
fosfato-salino, pH 7,4 foram avaliados. As 1aminas foram analisadas
por trés citologistas, individualmente. Um mapeamento horizontal
sistematico foi realizado utilizando um microscdpio dptico (100,
400x; Nikon E200), de acordo com critérios citomorfoldgicos bem
estabelecidos1®, ApGs a preservagdo celular, coloracio do niicleo
e citoplasma, o agora denominado FIPLIQ (formaldeido 1 ml/dl e
isopropanol 1 ml/dl em solugio isotonica de tampao fosfato-salino,
pH 7,4) foi selecionado para avaliacdo adicional de celularidade,
sobreposicao celular, presenca de microrganismos e andlise de
artefatos. Os critérios utilizados para descarte das solugdes em meio
liquido consideradas insatisfatdrias sao: cromatina mal definida e
distorcdo significativa na morfologia celular.

Fase 11

Amostras cervicais de 20 mulheres com idade entre 19 e 64
anos foram utilizadas para a avaliagdo da solucao selecionada.
Para citologia convencional (grupo-controle), foi coletado material
da juncio escamocolunar (JEC) com espdtula de Ayre, enquanto
as células endocervicais com escova conica (Kolplast®, Sdo Paulo,
Brasil). O material foi aplicado em uma ldmina de microscopio e
imediatamente fixado em etanol absoluto. Em seguida, o material
restante foi transferido para um tubo Falcon de plastico de 15 ml
(Becton Dickinson®, New Jersey; USA) contendo 2 ml de solugio
FIPLIQ. No mesmo dia, e a0s trés, setee 15 dias apds 0 armazenamento
a temperatura ambiente, as amostras foram processadas em
solugdo de meio liquido como no item anterior. Nessa etapa, a

andlise citologica incluiu adequacio e qualidade das amostras;
tipos e estagios de diferenciacdo celular observados; presenca de
microrganismos; e alteracdes celulares reativas, reparativas, pré-
-neopldsicas e neopldsicas, estabelecendo comparagoes entre
amostras processadas pelos métodos convencional e em meio liquido.

RESULTADOS

Entre as 127 formulagdes diferentes testadas com material
citolégico bucal, foram selecionadas oito formulagdes em meio
liquido que apresentaram os melhores resultados de conservacao
(Tabela 2). O melhor meio liquido nesta fase foi o FIPLIQ, o
qual foi testado na fase IT com amostras de colo uterino. Nessa
fase, a andlise das amostras processadas com FIPLIQ apresentou
os melhores resultados qualitativos em comparacao com 0 exame
de Papanicolaou convencional. Algumas amostras de FIPLIQ
apresentaram citdlise e células sobrepostas, mas isso ndo foi suficiente
para determinar a ndo conformidade do método. Em apenas duas
amostras com FIPLIQ observou-se obscurecimento por leucocitos
polimorfonucleares, determinando suas exclusdes (Tabela 3). Os
tipos de células, microrganismos, alteracdes celulares reparadoras,
degenerativas, pré-neoplasicas e neopldsicas observadas em amostras
com FIPLIQ no periodo de 15 dias de preservacdo foram similares
aquelas observadas na metodologia convencional (Tabela 4;
Figuras 1-5). Ndo houve diferenca estatisticamente significante
entre as metodologias testadas (teste z,p = 0,05).

TABELA 1 — Reagentes testados e relacoes em diferentes composicoes de base liquida

Reagentes Etanol Metanol Acido acético Isopropanol Formaldeido Glutaraldeido
99,5 1 0,3 80 1 1
Concentracao medida 97 70 0,5 0,5
(ml/dl) 95 50 3
70 22
77 20
50 3
30 2
20 1
10
TABELA 2 — Testes preliminares: avaliacdo da qualidade citoldgica do esfregaco de mucosa oral apos trés dias de preservacao
Composices de base-liquida Ntcleo Citoplasma ~ Preservacio  Sobreposicio Artefatos
corado corado celular celular
Formaldeido 1 ml/dl; isopropanol 1 ml/dl; PBS AS AS AS Al AS
Etanol 20 ml/dl; formaldeido 1 ml/dl; isopropanol 1 ml/dl; PBS AS AS AS Al AS
Etanol 20 ml/dl; formaldeido 3 ml/dl; isopropanol 1 ml/dl; PBS AS AS AS Al AS
Etanol 50 ml/dl; formaldeido 1 ml/dl; metanol 1 ml/dl; isopropanol 1 ml/dl; PBS AS AS AS AL AS
Etanol 10 ml/dl; formaldeido 1 ml/dl; metanol 1 ml/dl; isopropanol 1 ml/dl; PBS AS AS AS Al AS
Etanol 50 ml/dl; formaldeido 1 ml/dl; metanol 1 ml/dl; isopropanol 10 ml/dl; PBS AS AS AS Al AS
Formaldeido 1 ml/dl; isopropanol 20 ml/dl; PBS AS AS AS Al AS
FIPLIQ AS AS AS AS AS
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PBS: solugdo de tampdo fosfato-salino, pH 7,4; FIPLIQ: fosfato de formaldeido-isopropanol; AS: amostra satisfatoria; Al: amostra insatisfatoria.
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TABELA 3 — Avaliagdo da adequacio e da qualidade das amostras pelo exame de Papanicolaou e pelo FIPLIQ

Parametros Esfregaco de Papanicolaou FIPLIQ 0 dias FIPLIQ 3 dias FIPLIQ 7 dias FIPLIQ 15 dias
Formato celular 20 20 20 20 20
Preservacéo celular 20 19 18 19 20
Detalhes da cromatina 20 19 19 19 20
Celularidade 20 20 20 20 20
Citolise 20 19 17 19 19
Sobreposicdo celular 15 15 19 18 20
Obscurecido por leucdcitos PMN 20 18 18 18 18
Obscurecido por hemdcias 20 20 20 20 20

Formato celular: sem alleracoes significativas; preservagdo celular: caracleristicas citologicas suficientes para reconbecé-la; detalbes da cromatina: visivel; celularidade: suficiente; citolise:
sem ocorréncia significativa; sobreposicao celular: ndo elevaday; obscurecido por leucdcitos PMN; obscurecido por hemdcias: nao mais que 70% da drea de esfregaco (n = 20).

FIPLIQ: fosfato de formaldeido-isopropanol; PMN: polimorfonuclear.

TABELA 4 — AlteragOes reativas, reparativas, degenerativas, pré-neopldsicas e neopldsicas em amostras de células cervicais por Papanicolaou e FIPLIQ,
no mesmo dia e apds 0, 3, 7 e 15 dias de preservacio

Alteragdes Exame Papanicolaou FIPLIQ 0 dias FIPLIQ 3 dias FIPLIQ 7 dias FIPLIQ 15 dias

Policromasia 13 16 15 16 16

Vacuolizagao citoplasmatica 3 3 3 3 3

Halos perinucleares 16 13 10 14 14
Granulos de cerato-hialina 3 3 3 3

Bordas mais externas do citoplasma 9 6 6 8 6
Coil6citos 2 1 1 2

Queratose 12 16 11 15 13

Espessamento da margem nuclear 2 5 5 5 4

Cariorrexe 2 2 1 1 1

Aumento nuclear 18 17 17 17 17

Binucleagio 10 15 16 15 15

Cariopicnose” 12 12 12 10 12

Nticleos lisados 2 1 2 3 1

Hipercromasia 9 6 8 8 8

Proporgio de nicleo/citoplasma aumentada 7 8 8 8 8

Cariomegalia 4 4 4 4 4

Cromatina aglomeradas e com irregularidades 4 2 2 2 2

FIPLIQ: fosfato de formaldeido-isopropanol; ‘presenga de cariopicnose, exceto em células superficiais.
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FIGURA 1 — Tipos celulares em amostras cervicais no exame de Papanicolaou e FIPLIQ
apos 0, 3, 7 e 15 dias de preservagdo celular FIGURA 2 — Leucdcitos polimorfonucleares, histidcitos e sangue em amostras cervicais de

Nao houte diferenca estatisticamente significanie (leste 7, p = 0,05). Papanicolaou e FIPLIQ apds 0, 3, 7 e 15 dias de preservagdo celular

FIPLIQ: fosfato de formaldeido-isopropanol; CES: células escamosas superficiais; CEI: células Nao bouve diferenca estatisticamente significante (ieste 7, p = 0,05).

escamosas intermedidrias; CEP: células epileliais parabasais; CM: células metapldsicas; CE: FIPLIQ: fosfato de formaldeido-isopropanol; LP: leucdcitos polimorfonucleares; HIST:
células endocervicais. histiocitos; H: hemdcias.
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FIGURA % — Anormalidades citologicas em células cervicais pelo exame de Papanicolaou
(A) e preservadas em FIPLIQ apos 15 dias. Papanicolaou, 400x

FIPLIQ: fosfato de formaldeido-isopropanol.

DISCUSSAO
FIGURA % — Folomicrografias de tipos celulares observadas em amostras cervicais por
exame de Papanicolaou (4) e preservadas em FIPLIQ apos 15 dias (B). Papanicolaou, 400x
FIPLIO: fosfuto de formaldeido-isopropanol: LP: lewcdcilos polimorfonucleares; CES: células Ametodologia de Papanicolaou tem sido questionada em alguns
escamosas superficiais; CEI: células escamosas intermedidrias; CM: células melaplasicas; estudos que apontam para niveis de sensibilidade dos esfregagos

CE: células endocervicars. 1 Lo S . .
citolégicos convencionais com representagio inadequada de tipos

celulares. A citologia em meio liquido tem sido descrita como uma
melhora do esfregaco citoldgico convencional, pois estd relacionada
com a qualidade da amostra, além de destacar a possibilidade de
exames complementares no material coletado* ™, Por ser um
método mais caro que o exame de Papanicolaou convencional, a
implementacio da citologia em meio liquido nos sistemas ptiblicos
de satide nos paises em desenvolvimento ndo € vidvel™* 2, Este
estudo preliminar procurou desenvolver alternativas mais acessiveis
com base no custo. Em testes com o FIPLIQ, o JEC permaneceu
intacto em ambas as metodologias, independentemente do tempo
de preservacdo, revelando a adequacio da coleta e a conservagio
morfoldgica das células. A distingdo entre os tipos celulares foi
mantida, permitindo sua deteccao (Figuras 1-3). A reprodutibilidade
entre os métodos que se referem 2 presenca de microrganismos e
alteraces citologicas também foi estudada (Figura 4). Além
disso, a taxa de deteccdo de anormalidades epiteliais em ambas as
preparacoes foi semelhante (Tabela 2; Figura 5).

Ao comparar as amostras de Papanicolaou e de FIPLIQ,
observou-se semelhanca em relacio a adequacao e a qualidade
das amostras (Tabela 1). Alguns estudos relatam que a citologia
em meio liquido apresentou sensibilidade e especificidade
equivalentes aos esfregacos convencionais de Papanicolaou e

FIPLIQ: fosfato de formaldeido-isopropanol; Cspp: Candida spp.; Gv: Gardnerella vaginallis; indicou substancial vantagem da CltOlogla €mmeio 11qu1d0 devido
Lspp: Leptothrix §pp. a possibilidade de se realizar outros testes com as amostras® %,

FIGURA 4 — Fotomicrografias de microrganismos observadas em amostras cervicais por
exame Papanicolaou (A) e preservadas em FIPLIQ apds 15 dias (B). Papanicolaou, 400x
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Outros autores, em estudos sobre comparagdes para o
desempenho de amostras citoldgicas bucais pelo exame de
Papanicolaou convencional e em meio liquido, observaram
que a sobreposicdo celular, embora reduzida, ndo € eliminada
pela solugdo em meio liquido® . A preparacdo de amostras
citologicas é dificil de padronizar, considerando a heterogeneidade
das amostras coletadas em relacao a celularidade e a outros fatores,
que podem ndo estar sob o controle do técnico, tanto no momento
da coleta como no processamento das amostras. Neste trabalho,
a sobreposicdo de células foi um inconveniente em alguns casos.
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