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1. INTRODUGAO

A citopatologia € uma técnica de diagndstico que examina células
de varios locais do corpo para determinar a causa ou a natureza de
doengas. Os espécimes de células sdo processados em laminas e
examinados microscopicamente para o diagnostico de cancer,
condi¢cdes pré-cancerosas, tumores benignos e algumas doencgas
infecciosas.

As células para andlise citopatologica podem ser obtidas a partir de
esfregacgos, raspados, aspiragdes e centrifugagao de liquidos para
deteccgéao de alteragdes celulares.

O primeiro teste de citopatologia desenvolvido foi o teste de
Papanicolaou, conhecido também como colpocitologia oncética ou
citologia cervical. Essa técnica é a mais utilizada para rastreamento
das lesdes precursoras do cancer do colo do Utero.

A coloragao de Papanicolau ou segundo Papanicolau é uma técnica
de coloragdo multicromatica desenvolvida por Gedrgios
Papanicolau, o "pai" da citopatologia.

Esta técnica utiliza trés solugdes corantes: a Hematoxilina de Gill
(substituida também pela Hematoxilina de Harris), OG-6 e EA-36 ou
EA-65.

E um sistema de coloragdo utilizado para células colhidas por
raspagem em cavidades como a vagina, a mucosa bucal, etc, e
fluidos com células a partir de derrames de outras cavidades. Deve
ser apenas usada in vitro.

O mecanismo pelos quais as células sdo coloridas ainda ndo é
completamente entendido, mas sdo importantes duas hipdteses: a
adsorgao e as caracteristicas de afinidades quimicas na coloragao.
Em ambos os casos, a concentragao dos corantes nas solugdes e a
forma ibnica sob as quais se encontram s&o importantes.
Considera-se que as estruturas celulares acidas tendem a atrair
cations, tanto por adsor¢gdo como em reagdes quimicas e as basicas
com os radicais anidnicos dos corantes.

O citoplasma, sendo formado por estruturas acidas e basicas,
atrairia  combinagdes de corantes, enquanto o nucleo celular,
possuindo acidos nucléicos, seria predominantemente acido.

A hematoxilina no método reage com os acidos nucléicos,
resultando em uma coloragédo azulada nesta estrutura. O segundo
corante empregado € o orange G, denominado na técnica de
Papanicolau como OG-6. Com este corante acido com dois
grupamentos sulfénicos os esfregagos, nos citoplasmas presentes,
sdo coloridos em seus componentes basicos. A etapa final é
efetuada com uma de trés variacbes de solugdes corantes
desenvolvidas por Papanicolau: EA-36, EA-50 e EA-65.

A solugdo EA-50 tem sido abandonada, passando a ser aplicada
apenas as coloragdes com EA-36 ou o EA-65. Estas solugdes
corantes apresentam formulagdes similares, apenas variando a
concentragéo do corante Light Green. A concentragdo deste corante
na solugdo EA-36 é o maior do que na solugdo corante EA-65 em
50%.

Como o Light Green é um corante acido, possuindo também dois
radicais sulfénicos, se fixa predominantemente nos componentes
basicos do citoplasma. O segundo corante presente nas solugdes
corantes EA-36 ou EA-65 é a Eosina amarelada, a qual é uma
tetrabromo fluoresceina. Este corante tem como finalidade a
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coloragdo de granulos oxifilicos do citoplasma, que tém alta
afinidade por corantes acidos.

O uso dos corantes escarlate de Biebrich e pardo Bismark fica
restrito & area da citologia, pois coram pouco as estruturas basicas
do citoplasma e o resultado final da coloragéo passa a ser o produto
conjunto destes corantes. No caso do escarlate de Biebrich, este
possui certa afinidade pelas estruturas do nucleo, entretanto, torna-
se pouco significativo quando usado conjuntamente com a
hematoxilina.

A coloragdo de Papanicolaou € considerada como padrédo
internacional de coloragdo cérvico-vaginal, podendo ser usada
igualmente em outros materiais. No esfregago cérvico-vaginal
permite uma boa avaliagdo dos padrdes inflamatérios, hormonais e
oncoldgicos.

2. COMPOSIGAO

Formulagdo da Hematoxina de Harris* Concel:-tragao/
Alcool Etilico Anidro 50mL
Hematoxilina 7,09
Oxido de Mercurio Vermelho 2,59
Sulfato de Aluminio e Potassio 100g
Agua Deionizada 1000mL

Formulagao do EA-36* Concentragéo/L

Acido Fosfotungstico 29
Alcool Etilico Anidro 900mL
Eosina amarelada 2,259
Light Green 2,259
Marron Bismark Y 0,59
Agua Deionizada 100mL
Sol. Sat. Carbonato de Litio 0,5mL

Formulagao do Orange G-6* Concerll_tragaol
Acido Fosfotungstico 0,15g
Alcool Etilico 800mL
Orange G 59
Ague Deionizada 200mL

* A formulacdo pode ser ajustada e/ou suplementada conforme
necessario para cumprir os critérios do desempenho do produto.

3. AMOSTRA

a- Tipos de amostras

- Amostras de material cérvico-vaginal em laminas fixadas em alcool
etilico 70-90%, isopropilico a 70-90% ou polietilenoglicol (este deve
ser eliminado do esfregago antes da coloragédo por meio de imersao
em alcool etilico).
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- O laboratério deve estabelecer critérios de coleta, rejeicdo e
conservagao das amostras, conforme sua politica da qualidade.

b- Critérios de rejeicao
Recusar as amostras entregues sem estarem fixadas ou que nao
disponham de identificagdo da lamina e/ou data de coleta.

4. INFORMAGOES GERAIS SOBRE O PRODUTO

a- Principio

O material fixado em lamina é submetido a agdo de uma série de
diluicbes de etanol (absoluto até 70%), submetido a agdo de um
corante nuclear (Hematoxilina de Harris) posteriormente a acdo de
alcoois, e corantes citoplasmaticos (orange G e EA36) e finalmente
a acgéo desidratante de alcool e xilol.

b- Armazenamento e estabilidade

Para fins de transporte e armazenamento, o produto pode
permanecer em temperatura ambiente.

Recomenda-se manter o produto protegido de incidéncia direta de
luz (natural ou artificial) e evitar grandes variagdes de temperatura
até a utilizagao.

c- Precaugébes e cuidados especiais

- E comum aos corantes, com o tempo, formarem precipitados,
neste caso, recomenda-se a filtragdo dos mesmos sempre que se
perceber tal situagao.

- Evitar deixar os frascos abertos desnecessariamente, pois pode
haver evaporagdo de solventes e consequentes alteragbes na
concentragdo dos componentes.

- O produto é destinado apenas para o uso diagnéstico in vitro;

- Uso restrito por profissionais;

- Mesmo se tratando de produto livre de agentes infecciosos,
recomenda-se tratar este produto como potencialmente infeccioso,
observando o uso de equipamentos de protegdo individual e
coletivo;

- N&o inalar ou ingerir;

- Nao utilizar produto com sinais de contaminagéo, ressecamento ou
com alteragdes de cor ou espessura;

- Nao usar materiais com o prazo de validade expirado, ou que
apresentem selo de qualidade rompido ou violado;

- Recomenda-se a leitura da diretriz aprovada para “Protegdo de
Trabalhadores de Laboratério e Infecgbes Obtidas no Trabalho -
CLSI® M29-A” para o0 manuseio seguro;

- Para acondicionamento e descarte do material usado, autoclavar a
121°C por 20 minutos. Recomendamos o uso dos sacos Detrilab;

- Os procedimentos de manuseio referentes ao processamento e
manuseio para o descarte devera estar de acordo com a RDC 222,
de 28 DE MARCO DE 2018 que dispde sobre o Regulamento
Técnico para o gerenciamento de residuos de servigos de saude.

4. MATERIAIS E EQUIPAMENTOS NECESSARIOS (porém nao
fornecidos)

- Bico de Bunsen;

- LA&minas e laminulas;

- Cubas de Coplin ou similares;

- Etanol absoluto, 96 e 70%;

- Xilol ou similar;

- Agua amoniacal (5 gotas de amoniaco para cada 500 mL de agua
deionizada);

- Agua destilada ou deionizada com condutividade inferior a 0,5
mS/cm;

- Xilol fenicado (10 mL de fenol para cada litro de xilol) ou xilol-
etanol absoluto a 1:1;

- Balsamo do Canada ou resina sintética similar;

- Microscopio.

5. PROCEDIMENTO TECNICO
a- Técnica sugerida
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b- Montagem - Montar as laminas com balsamo do Canada ou
resina sintética para fixar a laminula, procurando evitar a formagao
de bolhas de ar entre lamina e laminula.

c- Precaugbes e cuidados especiais

- Esfregagos muito delgados ou muito espessos dificultam o
processo de coloragéo;

- Problemas frequentes decorrem da ma fixagdo do material.

- Outro problema frequentemente encontrado é a alteragdo da
coloragdo pela utilizagdo de sprays de polietilenoglicol para fixagéo.
Estes problemas podem ser resolvidos imergindo as laminas por 15
minutos em alcool 96°C, mergulhando as ldminas a cada 5 minutos.
Repetir esta operagdo em nova cuba com alcool 96°C.

- Quaisquer sinais de hidratagéo do alcool etilico absoluto ou xilol
implicam em substituicdo destes componentes;

- Conforme a rotina diaria, estabelecer cronograma de troca dos
corantes, normalmente ocorrendo quando as coloragbes comegam
a ficarem mais fracas.

6. RESULTADOS

As células s&o inspecionadas usando microscopia de luz para
identificar anormalidades, como alteragdes de caracteristicas
morfoldgicas ou nucleares.

7. LIMITAGOES DO METODO

(Riscos Residuais Identificados conforme RDC 830/2023)

Os resultados falsamente aumentados ou diminuidos, riscos
associados a instabilidade, que poderiam levar a resultados
errbneos, danos relacionados ao usuario, podem ocorrer, com maior
frequéncia, nas seguintes situagdes:

- ApOs abertos, os componentes tornam-se suscetiveis a
contaminagdes quimicas ou microbianas que podem inviabilizar sua
utilizagao.

- Manter os frascos dos padrées sempre fechados de maneira a
evitar alteragbes em concentracdes.

- Os reagentes se destinam ao uso diagnéstico in vitro, ndo devendo
ser ingeridos ou entrar em contato com a pele e mucosas;

- Utilizagdo de reagente vencido, contaminado ou em condigbes
inadequadas.

- N&o utilizar agua tamponada adequada para a realizagdo da
coloragéo.

- Erro na conservacéo dos reagentes.

- Deve-se evitar o uso de materiais que possam contaminar os
reagentes, tais como ponteiras plasticas de micropipetador
reaproveitadas.

- Deve-se evitar o uso de materiais que possam contaminar os
reagentes, tais como tubos para a reagao.

- Interpretacao equivocada de resultados.

- Tempo excessivo ou insuficiente de coloragéo.

- Armazenamento ou transporte de amostra inadequado.

- N&o utilizar a proporgdo amostra reagente sugerida na técnica.
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- Todas as amostras devem ser manipuladas com extrema cautela,
pois podem veicular diversas doengas infectocontagiosas (hepatite,
SIDA etc.).

8. CONTROLE DA QUALIDADE

- Materiais necessarios

Cepas padrdo: ATCC® (American Type Culture Collection) ou
derivadas).

- Controle de qualidade recomendado:

Parametro Resultado esperado

Citoplasma rosa, ntcleo
piquinéticoescuro

Células superficiais

Células intermediarias e

profundas Citoplasma azul, nucleo réseo

Células  arredondadas  com
citoplasma azul e nucleo réseo

Hemacias Vermelhas

Células glandulares

Polimorfonucleares Azuis com nucleo visivel

Flora normal Bacilos e cocos azuis a roxos

Hematoxilina de Harris: cor
purpura intenso

EA36: cor violeta

Orange G6: cor Laranja

Corantes nao utilizados

9. GARANTIA DA QUALIDADE

A Laborclin obedece ao disposto na Lei 8.078/90 - Coddigo de
Defesa do Consumidor. Para que o produto apresente seu melhor
desempenho, é necessario que:

- O usuario conheca e siga rigorosamente o presente procedimento
técnico;

- Os materiais estejam sendo armazenados nas condigdes
indicadas;

- Os equipamentos e demais acessorios necessarios estejam em
boas condigbes de uso, manutengéo e limpeza.

Antes de ser liberado para venda, cada lote do produto é submetido
a testes especificos, que sdo repetidos periodicamente conforme
calendario estabelecido pela empresa até a data de vencimento
expressa em rétulo. Os certificados de analise de cada lote podem
ser obtidos no site www.laborclin.com.br. Em caso de duvidas ou
quaisquer problemas de origem técnica, entrar em contato com o
SAC - Servigo de Assessoria ao Cliente através do telefone 0800-
0410027 ou pelo e-mail sac@laborclin.com.br. Quaisquer problemas
que inviabilizem uma boa resposta do produto, que tenham ocorrido
comprovadamente por falha da Laborclin serao resolvidos sem 6nus
ao cliente, conforme o disposto em lei.
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Telefone (41) 3661-9000
www.laborclin.com.br
Responsavel Técnico:

Maire Wakamori — CRF/PR-20176

Servigo de Assessoria ao Cliente
SAC 0800-0410027
sac@laborclin.com.br

ANEXO 1 - LISTA DE SIMBOLOS UTILIZADOS NOS ROTULOS

n E F Caodigo do produto LOT Numero de lote

Numero de série

Consultar instrugdes para utilizagao

Temperatura de armazenagem (limite
de temperatura)

Fabricante

Validade

Produto para saude para
diagnéstico in vitro.

Na&o utilizar se a embalagem estiver
danificada

Representante autorizado na
Comunidade Européia

Quantidade suficiente para <n>
ensaios

Esterilizado utilizando técnicas
assépticas de processamento

Esterilizagao utilizando irradiagéo

Fragil, manusear com cuidado

Esterilizagéo utilizando 6xido de
etileno

Esterilizado utilizando vapor ou calor
Seco.

Risco biolégico

Cuidado. Importante consultar
instrugdes de uso.

Controle Controle Negativo

Controle Positivo Manter seco

LY 7 -
..-}-,"---.. Manter afastado da luz solar e longe Somente para avaliagdo de
= \\ do calor desempenho
® Nao utilizar @ Nao reesterilizar

Fonte: ABNT NBR ISO 15223-1 — Terceira edi¢éo (24.08.2022)
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