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Objetivo: Comparar a citologia esfoliativa em base liquida em
relagdo a citologia convencional no diagndstico de carcinomas
da regido de cabega e pescogo.

Método: Cento e duas laminas obtidas de 19 individuos
portadores de neoplasias malignas foram examinadas. As
amostras foram divididas em trés grupos: grupo 1 - esfregagos
de carcinomas da regido de cabega e pescogo obtidos pela
citologia em base liquida; grupo 2 (controle) - amostras de
citologia em base liquida provenientes de tecido sadio (regido
anatomica oposta) e grupo 3 - esfregacos de carcinomas da
regido de cabecga e pescoco obtidos pela citologia esfoliativa
convencional. Os esfregagos foram processados em laboratdrio
e avaliados por meio da microscopia de luz. Os dados foram
submetidos aos testes do Qui-quadrado (X?), Anadlise de
Variancia (ANOVA) e Teste de Tukey-Kramer (P<0,05).
Resultados: Houve uma diferenga significativa entre os grupos
em relagdo as alteragOes celulares sugestivas de malignidade
(p<0,05). As laminas preparadas por meio da citologia em base
liquida evidenciaram melhores as células neoplasicas. As células
epiteliais encontraram-se mais dissociadas e a amostra foi mais
representativa. Houve uma redugdo de 54,6% no numero de
amostras insatisfatérias e um ganho de sensibilidade de 53%
ao se utilizar a citologia em base liquida. Esta técnica permitiu
a obtenc¢do de esfregacos mais homogéneos e laminas de
melhor qualidade proporcionando uma redugdo no nimero
de amostras insatisfatérias e um aumento de sensibilidade do
exame.

Conclusdo: A citologia esfoliativa em base liquida pode ser
indicada como um recurso auxiliar no diagndstico de lesGes
bucais, principalmente nos casos de neoplasias malignas de
natureza epitelial.

DESCRITORES

Citologia; Neoplasias bucais; Diagndstico bucal; Mucosa bucal.

ABSTRACT

Objective: To compare the liquid-based cytology and
conventional exfoliative cytology in the diagnosis of head and
neck carcinomas.

Methods: One hundred and two slides obtained from 19
individual with malignant neoplasias were examined. The
samples were divided into 3 groups: group 1 - head and neck
carcinoma smears obtained by liquid-based cytology; group 2
(control) - liquid-based cytology samples obtained from healthy
tissue (opposed anatomic region), and group 3 - head and neck
carcinoma smears obtained by conventional exfoliative cytology.
The smears were processed in laboratory and evaluated by light
microscopy. Data were subjected to the chi-square (X?), ANOVA
and Tukey-Kramer test (p<0.05).

Results: There was statistically significant difference (p<0.05)
among the groups for the cellular alterations suggestive of
malignancy. The slides prepared by liquid-based cytology
permitted better visualization of the neoplastic cells. The
epithelial cells were more dissociated and the sample was
more representative. The number of unsatisfactory samples
decreased by 54.6% and the sensitivity increased by 53% when
liguid-based cytology was used. This technique permitted
obtaining more homogeneous smears and slides with better
quality, reducing the number of unsatisfactory samples and
increasing the sensitivity of the exam.

Conclusion: Liquid-based cytology can be indicated as an
auxiliary resource in the diagnosis of oral lesions, especially in
the cases of malignant neoplasias of epithelial origin.

Cytology; Mouth neoplasms; Oral diagnosis; Mouth mucosa.

Pesq Bras Odontoped Clin Integr, Joio Pessoa, 11(1):65-71, jan./mar. 2011 65



Campagnoli et al. - Comparagdo Entre a Citologia em Base Liquida e a Convencional

INTRODUCAO

O exame microscépico de células descamadas
obtidas por raspagem ou por meio de escovas sobre as
mucosas permite a identificagdo de vdrias doencgas. H3
mais de 50 anos, o teste de Papanicolaou é o método
de escolha nas atividades de rotina dos ambulatérios
de ginecologia®. Por outro lado, o uso de esfregacgos
citolégicos para o diagndstico das lesGes bucais ndo é
muito freqliente entre os cirurgides-dentistas?.

O uso da citologia esfoliativa em boca foi mais
frequente no periodo de 1955 a 1975. Desde entdo,
houve um declinio de sua aplica¢cdo clinica devido a
natureza subjetiva de sua interpretagdo e porque poucas
células anormais eram identificadas nos esfregagos®.

Recentemente, houve um avango na darea de
citopatologia com o desenvolvimento da citologia em
base liquida. Esta tecnologia foi aprovada, em maio de
1996, para uso em citologia ginecoldgica pelo FDA (United
States Food and Drug Administration). No entanto,
somente no ano 2000, foi que essa técnica citoldgica
chegou ao Brasil*.

A citologia em base liquida € um método usado
para o processamento de células preservadas numa
solucdo liquida e que sdo transferidas para uma lamina
histolégica>®. O material colhido pode ser avaliado por
outras técnicas, tais como: imunocitoquimica, biologia
molecular e citometria de fluxo. A citologia em base
liqguida tem sido aplicada com bons resultados na citologia
esfoliativa nos tratos pulmonar, urindrio, gastrointestinal
e na boca®°. Além disso, é uma técnica que permite a
avaliagdo de efusdes serosas™.

As principais vantagens da citologia em base liquida
sobre as técnicas convencionais sdo: (a) simplificacdo
da técnica de amostragem; (b) diminuicdo dos
artefatos celulares levando a uma menor quantidade
de diagndsticos inadequados; e (c) aplicabilidade de
investiga¢des adicionais”!**¢. Por outro lado, os limites da
citologia em base liquida sdo: (a) alteragdes no aspecto
morfoldgico de algumas lesdes; (b) aumento da carga de
trabalho da equipe técnica; e a (c) elevagdo dos custos?®.

A citologia em base liquida pode ser considerada
como um esforco para tornar o preparo citolégico mais
representativo’’. Por ser uma técnica recente, ainda
ha poucos estudos realizados na 4rea da Odontologia
visando o diagndstico de lesdes bucais. Sendo assim,
ha a necessidade da realizagdo de novas pesquisas
utilizando esta tecnologia dentro da drea estomatoldgica,
para verificar a sua real contribuicdo no diagndstico
de lesdGes bucais. Este trabalho teve como objetivo
comparar a citologia em base liquida com a citologia

esfoliativa convencional no diagndstico de carcinoma
bucais, relacionando suas vantagens e/ou desvantagens,
facilidades e/ou dificuldades na realizagdo dos exames e
qualidade das imagens microscdpicas obtidas.

METODOLOGIA

Esta pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em
Pesquisa do Hospital Erasto Gaertner no municipio de
Curitiba/PR (Protocolo n° 451).

A amostra foi composta por 19 pacientes portadores
de carcinoma na regido de cabega e pescogo (com o
diagnostico confirmado por laudo histopatolégico)
que compareceram ao Servico de Odontologia do
Hospital Erasto Gaertner e a Clinica de Odontologia da
Pontificia Universidade Catdlica do Parana (PUCPR). Um
dos pacientes era portador de duas lesGes em regides
distintas (regido posterior do soalho bucal no lado direito
e borda da lingua no lado esquerdo) que foram tratadas
individualmente, totalizando assim, 20 amostras de
neoplasias malignas.

Inicialmente, os participantes foram submetidos a
um exame clinico e os dados obtidos foram registrados
numa ficha padronizada. Apds este procedimento, foram
realizados os exames citopatoldgicos. No local referente a
lesdo neoplasica foram realizados os esfregacos, um pela
técnica da citologia esfoliativa convencional e outro pela
técnica da citologia em base liquida. Uma terceira amostra
foi obtida, na mesma regido anatémica contralateral, por
meio da metodologia em base liquida que serviu como
amostra controle. Optou-se por realizar o controle dessa
maneira, baseado em trabalhos anteriores'>?°, de modo
que tanto o tecido alterado como o tecido com aspecto
de normalidade foram expostos aos mesmos agentes
irritantes.

Na coleta do material por meio da citologia em
base liquida foi utilizado o kit do Sistema DNA-CITOLIQ®,
denominado Universal Collection Medium (UCM). Este
kit € composto por um frasco plastico, contendo um
mililitro de UCM e uma escova citoldgica. A escova foi
posicionada na boca do individuo e girada cinco vezes no
sentido horario. Com o frasco aberto, acondicionou-se a
escova com o material coletado em seu interior sempre
observando se a escova estava totalmente imersa pela
solugdo UCM. O frasco foi fechado, identificado e agitado
por aproximadamente 30 segundos parahomogeneizagdo
da amostra.

Para a coleta de células, por meio da citologia
esfoliativa convencional, realizou-se uma raspagem com
espatula de madeira (tipo abaixador de lingua), de modo
firme na regido afetada pela lesdo. O material colhido
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foi transferido imediatamente para as laminas de vidro
e as mesmas imersas num frasco plastico contendo uma
solugdo de alcool etilico a 95%.

As amostras foram enviadas ao Laboratdrio
de Estomatologia da PUCPR para a realizagdo do
processamento laboratorial. As laminas da citologia
esfoliativa em base liquida foram preparadas conforme
as recomendacgdes fornecidas pelo fabricante do Sistema
DNA-CITOLIQ® (Digene, Brasil). As laminas obtidas pela
citologia esfoliativa convencional foram preparadas
conforme a rotina do Laboratério de Patologia
Experimental da PUCPR.

Todas as laminas foram coradas por meio da
Coloragao de Papanicolaou.

De cada caso foram obtidas seis laminas, assim
distribuidas:

e 2 laminas da citologia em base liquida da area
afetada pela doenga (Grupo 1 - experimental);

¢ 2 |[aminas da citologia em base liquida da area sadia
(Grupo 2 - controle);

¢ 2 laminas da citologia convencional da area afetada
pela doenga (Grupo 3 - experimental).

A andlise dos esfregacos foi feita por meio de
microscopia de luz, onde se utilizou um microscépio
binocular BX-40 adaptado com ocular WH 10X-H/22 e
objetivas PLAN 4X/0,10, 10X/0,25, 20X/0,40 e 40X/0,65
(Olympus, Japan).

RESULTADOS

Asvintelesdesanalisadasrepresentaramosseguintes
tipos de carcinomas: dezessete (85%) epidermadide, dois
(10%) verrucoso e um (5%) basocelular.

A analise das laminas mostrou que o grupo 1 exibiu
maior numero de esfregacos classificados nas classes IV
eV, indicando malignidade (Tabela 1). Enquanto que nas
laminas do grupo 3 houve um predominio de classe 0, ou
seja, esfregacos inadequados para analise. Ja as classes

Previamente a leitura, as laminas tiveram seus
numeros de identificagdo cobertos, para a realizagdo
de um estudo cego. Todas as laminas foram analisadas
qualitativamente e quantitativamente por um Unico
examinador previamente calibrado por um patologista
oral. Para a andlise qualitativa procedeu-se a técnica
de varredura em toda a extensdo da lamina, onde se
observou a presenga de muco, células inflamatérias,
hemacias, debris, artefatos, a sobreposi¢cdo celular e
as caracteristicas morfoldgicas das células epiteliais
presentes. Na avaliagdo quantitativa, selecionaram-
se dois campos citoldgicos aleatoriamente, sendo a
imagem capturada em uma ampliacio de 200 vezes,
por uma cadmera de video acoplada ao microscépio e
a contagem das células foi realizada por meio de um
sistema analisador de imagens Image-Pro Plus (Media
Cybernetics, Silver Spring Md).

Inicialmente, os esfregagos foram classificados de
acordo com os critérios de Papanicolaou®*°, Em seguida,
procedeu-se a analise quantitativa dos esfregagos. Para
cada lamina foi realizada a contagem das células epiteliais
que foram classificadas de acordo com a sua morfologia e
reacgdo tintorial*#21,

Os dados coletados foram tabulados no programa
Microsoft Excel for Windows 2002 e submetidos aos
seguintes testes estatisticos: Teste do Qui-quadrado (X ?2),
Andlise de Variancia (ANOVA) e Teste de Tukey-Kramer.

citolégicas | e Il, que indicam auséncia de malignidade,
estavam presente em maior nimero no grupo 2 (grupo
controle) e estes resultados apresentaram diferenca
estatistica significativa (p<0,05). As Figuras de 1 a 3
ilustram esfregacos obtidos em cada um dos grupos
estudados.

Ao se comparar o grupo 1 e o grupo 3 (Tabela 1)
pode-se verificar uma redugdo em 54,6% no numero de
laminas insatisfatdrias para andlise (Classe 0), mostrando
um melhor desempenho da citologia em base liquida.

Tabela 1. Comparacgdo das técnicas citologicas empregadas segundo as classes de Papanicolaou.

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3
Classe n % % n %
0 8 20,0 7,1 15 44,1
I 0 0,0 57,2 0 0,0
Il 0 0,0 32,1 0 0,0
1 5 12,5 3,6 4 11,8
\% 8 20,0 0,0 6 17,6
Vv 19 47,5 0,0 9 26,5
Total 40 100,0 100,0 34 100,0

x?=96,953; GL = 10; p = 0,0000.
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Ao se aplicar a Anadlise de Variancia (ANOVA),
verificou-se diferenca estatisticamente significativa
(p<0,05) entre os grupos, em relagdo as células da camada
intermediaria, células da camada basal e o niUmero total
de células. O Teste de Tukey-Kramer foi utilizado para
identificar onde ocorreu esta diferenca estatistica entre
os grupos. Quanto ao numero de células da camada
intermediaria, células da camada basal e o numero
total de células, a diferenca estatistica aconteceu entre
a citologia em base liquida da area sadia em relagdo a
citologia em base liquida e a citologia convencional na

areadalesdo (Figuras 4 e 5); sendo que estas duas ultimas
Figura 1. Células neoplasicas apresentando aumento de

tamanho nuclear, identificadas nas laminas da citologia em
base liquida (Papanicolaou, 400x). Em relagdio a dispersdo celular (Tabela 2) foi

ndo apresentaram diferencas estatisticas entre si.

observada uma diferenca estatisticamente significativa
(p<0,05), onde os grupos 1 e 2 exibiram células dispersas
nos campos citolégicos, ao passo que o grupo 3
apresentou células agrupadas.

120
100

80

60

40

Numero de Células

Figura 2. Esfregaco bucal obtido pela citologia em base liquida
de mucosa oral clinicamente normal (Papanicolaou, 200x).

20

Grupo 1 Grupo 3

Figura 5. Média do total de células nos diferentes grupos.

70 60,85
60
w 50
2]
g a0
E
_ Z 30
Figura 3. Citologia esfoliativa convencional exibindo células 8
com pleomorfismo nuclear em meio as células inflamatérias 2 8775896
(Papanicolaou, 400X). 10 .
0
A citologia em base liquida apresentou uma CSA CSN cl cB CA
sensibilidade de 67,5% e uma especificidade de 89,3%. TIPO CELULAR
Em contra partida, a citologia esfoliativa convencional
_ I ] ] ]
exibiu uma sensibilidade de apenas 44,1%, havendo um GRUPO1 BGRUPO2 BGRUPO3
ganho de sensibilidade de 53,0% quando se utilizou a Figura 6. Média de células superficiais anucleadas (CSA),
citologia em base liquida no diagndstico de carcinomas nucleadas (CSN), intermediarias (Cl), basais (CB) e atipicas

bucai (CA) presentes nos campos citolégicos dos diferentes grupos.
ucais.
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Tabela 2. Dispersao celular observada nos campos citolégicos segundo os grupos estudados.

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3
Dispersao % % n %
Células em varios agrupamentos 1 2,9 1 3,5 14 58,3
Células levemente dispersas 8,8 5 17,9 3 12,5
Células dispersas 30 888,3 22 78,6 7 29,2
Total 34 100,0 28 100,0 24 100,0

x?=36,984; GL = 4; p = 0,0000.

DISCUSSAO J

Os resultados deste estudo revelaram que a citologia
em base liquida permitiu uma maior confirmacdo
do diagnoéstico citopatolégico do que a citologia
esfoliativa convencional e proporcionou um aumento
na sensibilidade de 53%. Este aumento de sensibilidade
pode ser devido a redugdo no niumero de artefatos tais
como: debris, hemacias e células inflamatorias.

Esta reducdo no nimero de artefatos pode ser
explicadapelofatodomaterial coletadoserprimeiramente
dispensado sobre uma membrana de policarbonato,
para posterior transferéncia a lamina. A membrana de
policarbonato apresenta uma porosidade padronizada
de acordo com o tamanho das células epiteliais, desse
modo, ocorre um processo de filtragem onde as células
epiteliais ficam retidas na superficie e as particulas
menores sdo deixadas passar. Em seguida ocorre o
imprint, onde ha a transferéncia e adesdo das células
a lamina, devido as propriedades naturais de adesdo
presentes nas células e as caracteristicas eletroquimicas
da lamina, que proporcionam uma alta afinidade entre o
vidro e as células encontradas na superficie da membrana
de policarbonato?’.

Os resultados desta pesquisa também revelaram
uma redugdo no numero de escovados insatisfatdrios
quando se comparou a citologia em base liquida e a
citologia convencional com material coletado na area de
lesdo. O nimero de laminas classificadas como classe 0
foi de 20% e 44,1% respectivamente. Com base nesses
valores, observou-se que houve uma redugdo de 54,6%
no numero de amostras inadequadas. Sendo assim,
pode-se concluir que a citologia em base liquida permitiu
uma maior detecgdo de amostras com caracteristicas de
malignidade, sendo estas classificadas em classe IV ou V.

Percebe-se que houve uma redugdo no numero
de espécimes insatisfatérios, principalmente porque
a citologia em base liquida elimina problemas de
sobreposicdo por hemdcias e artefatos gerados pela
secagem ao ar®. Porém, em nosso estudo, as amostras
preparadas pela citologia em base liquida e que foram
classificadas

como classe 0 apresentaram falhas

principalmente no nimero de células epiteliais presentes

Pesq Bras Odontoped Clin Integr, Joio Pessoa, 11(1):65-71, jan./mar. 2011

nos campos citoldgicos ou por um nuimero inadequado
de células da camada intermediaria.

A redugdo no numero de laminas insatisfatérias tem
sido observada devido a remocdo da responsabilidade
dos clinicos em preparar e fixar as laminas?*. Na citologia
em base liquida, apds a obtencdo da amostra, esta é
imediatamente colocada em uma solugdo preservadora.
As laminas sdo entdo processadas em laboratérios o
que propicia uma distribuigdo mais uniforme das células
e eliminam do esfregaco o exsudato inflamatdrio e o
sangue.

A obtenc¢do das amostras por meio da citologia em
base liquida é acessivel a todos os profissionais, sendo
um procedimento rapido e que requer pouca habilidade,
uma vez que a manipulagdo da escova citoldgica é facil
e esta se adapta a qualquer regido da boca. O material
utilizado na coleta é fornecido, muitas vezes, pelo préprio
laboratério de patologia, tornando-se bastante pratico.
Isto € uma vantagem, pois o profissional ndo necessita
dispor de espatula de madeira, laminas, fixador e potes
plasticos em seu consultdrio, para a realizagdo da coleta.
Dependendo da localizagdo da lesdo a coleta realizada
com a espatula de madeira torna-se dificil, devido a
rigidez da espatula e o seu comprimento, como por
exemplo, na regido lingual do rebordo alveolar inferior?.
Além disso, a escova citoldgica (Cytobrush) é mais
eficiente que a espatula de madeira em termos de coleta
de nimero de células por campo e dispersdo celular®?’,
Estas escovas também permitem a obtencdo de amostras
transepiteliais, ou seja, amostras nas quais estdo
presentes células de todas as camadas do epitélio?>?°.

O maior valor da citologia em base liquida estad no
fato do clinico usar um instrumento adequado na coleta
e na remocdo de muco e debris celulares antes da coleta
do material?®®. No entanto, ainda ha a necessidade de se
projetar escovas citoldgicas que melhor se adaptem a
anatomia da boca®.

As laminas preparadas por meio da técnica de
base liquida podem ser lidas mais rapidamente quando
Este fato
se confirmou, uma vez que a drea a ser analisada em

comparada as laminas convencionais!**®,

laminas de citologia em base liquida apresentava-se

menor (circunferéncia medindo aproximadamente
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25mm de didametro), ao passo que para a avaliacdo da
lamina de citologia convencional havia a necessidade
de se percorrer toda a extensdo, ou seja, a area a ser
analisada era muito maior.

Em relagdo aos agrupamentos celulares, a citologia
em base liquida apresentou células mais dispersas ou
em uma camada fina, o que permitiu uma adequada
visualizagdo e interpretagdo das caracteristicas celulares.
Porém, este resultado ndo se repetiu na citologia
esfoliativa convencional, a qual apresentou células
agrupadas em 58,3% dos esfregagos avaliados. Outros
pesquisadores® também observaram esfregacos com as
células mais dispersas ao utilizarem a citologia em base
liquida. Além disso, as laminas de citologia em base
liguida apresentam uma menor densidade celular no
centro do que na regido periférica do circulo formado
durante o processamento da lamina. Esta caracteristica da
densidade celular também foi observada nesse estudo.

Apesar de a citologia esfoliativa convencional
ser pouco utilizada entre os profissionais da area
odontoldgica, esta técnica deve ser encarada atualmente
com outras perspectivas. Uma vez que, os avang¢os
obtidos nessa area tém permitido um diagnédstico cada
vez mais preciso, com menores taxas de falso-negativos
ou amostras insatisfatérias. Mas, é importante destacar
que a citopatologia ndo é uma substituta do diagnéstico
histopatoldégico e sim um meio complementar. A
citologia em base liquida é realmente um avanco dentro
da citologia tradicional e deve ser mais bem explorada
pela Odontologia, principalmente como um instrumento
auxiliar no diagndstico de lesGes vesiculares e bolhosas,
infecgOes fungicas, lesdes cancerizaveis e no diagndstico
precoce do cancer de boca.

Apesar de todos os beneficios da citologia em
base liquida, esta é uma tecnologia cara em termos de
equipamentos, custo capital, manutengdo, treinamento,
tempo de preparacdo técnica, transporte e disposi¢do de
meio liquido®*. Os custos da citologia em base liquida sdo
em média duas vezes maiores que os custos da citologia
convencional*.

Atualmente existem poucos estudos referentes ao
uso da citologia em base liquida na drea odontoldgica.
Os resultados obtidos nesse estudo reforcam a afirmativa
de que a técnica de citologia em base liquida resulta em
uma amostra mais representativa e de facil interpretacao,
sendo que esta técnica tem o potencial para tornar-se
padrdo dentro da citologia bucal®.

A citologia em base liquida é uma técnica superior no

diagnéstico de carcinomas da regido de cabeca e pescoco
em relagdo a citologia convencional, pois ela produziu
laminas com um maior nimero de células para serem
analisadas ao microscopio e uma menor quantidade de
artefatos.
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