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RESUMO

MATTOS, Thaiana Stephanie da Silva de Souza Mattos Procedimentos
técnicos em amostras de escarro para a citologia pulmonar. Orientadores:
Fabiano Lacerda Carvalho e lzani Paes Saldanha. 2023. 42f. Trabalho de
conclusédo de curso (Habilitagdo em Citopatologia) - Instituto Nacional do
Cancer, Rio de Janeiro, 2024.

Introdugédo: A incidéncia do cancer de pulmao € significativa, representando
cerca de 11,6% de todos os casos de cancer diagnosticados, e é associada a
maior taxa de mortalidade, atingindo 18,4%. Nesse contexto, a citologia
pulmonar desempenha um papel crucial no diagnéstico e monitoramento de
doengas respiratorias, como o cancer de pulmao e a tuberculose. Para garantir
resultados precisos e confiaveis, € fundamental seguir procedimentos técnicos
adequados durante a coleta e processamento das amostras de escarro. Estes
procedimentos asseguram a preservagao das células e estruturas presentes na
amostra, possibilitando uma andlise detalhada da morfologia celular e a
deteccdo de possiveis anormalidades. Além disso, a execugao correta desses
procedimentos contribui para a qualidade dos resultados citologicos,
favorecendo o diagnostico precoce e o planejamento do tratamento. Objetivo:
Descrever os procedimentos técnicos utilizados para o preparo de amostras de
escarro na citologia pulmonar. Método: Foi realizada uma revisdo narrativa, ,
qualitativa, quantitativa e descritiva, nas bases de dados Portal Regional da
Biblioteca Virtual de Saude (BVS Regional), Medline via Pubmed, Scientific
Electronic Library Online (Scielo) e Google Académico a partir dos descritores
“Escarro, citologia, cancer de pulm&o”. Consideragoes finais: A importancia
crucial da fixagdo adequada, técnicas de preparo do esfregaco e coloragéo na
citologia pulmonar. A fixagao preserva a morfologia celular, enquanto o preparo
cuidadoso do esfregagco facilita a visualizacdo das células. A escolha e
execucdo corretas da coloracdo realcam as caracteristicas celulares,
permitindo uma analise mais precisa. Esses procedimentos padronizados
garantem resultados confiaveis e contribuem para o diagnodstico precoce e
eficaz de condi¢des respiratorias, melhorando os desfechos clinicos para os
pacientes.

Palavras chave: neoplasias pulmonares; citologia; escarro; técnicas; fixagao.



Abstract

MATTOS, Thaiana Stephanie da Silva de Souza Mattos Technical procedures
in lung cytology samples. Advisor: Fabiano Lacerda Carvalho and Izani Paes
Saldanha. 2023. 42f. Course completion work (Qualification in Cytopathology) -
National Cancer Institute, Rio de Janeiro, 2024.

Introduction:The incidence of lung cancer is significant, representing around
11.6% of all diagnosed cancer cases, and is associated with the highest
mortality rate, reaching 18.4%. In this context, lung cytology plays a crucial role
in the diagnosis and monitoring of respiratory diseases, such as lung cancer
and tuberculosis. To ensure accurate and reliable results, it is essential to follow
appropriate technical procedures during the collection and processing of
sputum samples. These procedures guarantee the preservation of the cells and
structures present in the sample, enabling a detailed analysis of cellular
morphology and the detection of possible abnormalities. Furthermore, the
correct execution of these procedures contributes to the quality of cytological
results, favoring early diagnosis and treatment planning. Objective: Describe
the technical procedures used to prepare sputum samples in lung cytology.
Method: A narrative, bibliographic, qualitative, quantitative and descriptive
search was carried out in the databases Regional Portal of the Virtual Health
Library (VHL Regional), Medline via Pubmed, Scientific Electronic Library
Online (Scielo), Google Scholar and National Cancer Institute, from the
descriptors “Sputum, cytology, lung cancer”. Final considerations: The crucial
importance of adequate fixation, smear preparation techniques and staining in
lung cytology. Fixation preserves cellular morphology, while careful preparation
of the smear facilitates visualization of cells. The correct choice and execution
of staining highlights cellular characteristics, allowing a more accurate analysis.
These standardized procedures guarantee reliable results and contribute to the
early and effective diagnosis of respiratory conditions, improving clinical
outcomes for patients.

Keywords: lung cancer; cytology; sputum; techniques; fixation.



BAL
BAAR
BVS Regional
CcDC
DPOC
HE
Inca
MBL
NIH
Opas
OoMS
PAAF
PAS
Sitec
Scielo
B

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Lavado broncoalveolar

Bacilos alcool-acido resistentes

Portal Regional da Biblioteca Virtual em Saude
Centro de Controles e Prevencédo de Doencas
Doencga Pulmonar Obstrutiva Cronica
Hematoxilina-eosina

Instituto Nacional do Cancer

Microscopia de Base Liquida

National Cancer Institute

Organizacao Pan-Americana da Saude
Organizagao Mundial da Saude

Puncéo por Agulha Fina

Acido Periddico de Schiff

Secao Integrada de Tecnologia em Citopatologia
Scientific Electronic Library Online

Tuberculose



Figura 1
Figura 2
Figura 3
Figura 4

Figura 5
Figura 6
Figura 7
Figura 8
Figura 9

Figura 10

Figura 11

Figura 12
Figura 13
Figura 14

Figura 15

LISTA DE FIGURAS

Incidéncia e mortalidade......euueceriereeemnccrrrerreecrse e e
Coleta de escarro espontaneo.......ccveevevirierinrinnrierienan
Nebulizac&o para o escarro induzido.........cvvveeeeevennnnnnn.

Fixador de SacComMan0.....ccveeviriiiiiiririee e rreree e aeanes
Demonstracao dO ProCeSSO0...ciirrmnriirrensirrrnnsserennsseremnsserennes
Demonstracao dO ProCeSS0....uiiiatiiariirrianrisnireraansannens
LI=Te g1 o7= e [STRST=TeTeo] 4 F=1 o (o T
Coloracao de Papanicolau modificada.........ccocevvevvennnnen.
Procedimento de Ziehl Neelsen......ccccoeviiiiiciiiiiiiciiicnnnes

Esquema das etapas da coloracéo pelo método de Ziehl

Neelsen

Colocacéo de fucsina na lamina, aquecimento da fucsina

na lamina e lavagem da fucsina em agua corrente

Esfregago descorado......cvoveviiiiiiiiirieirree e
Lamina com azul de metileno......cccecvieviiiiciiciic e
Lavagem da lamina com azul de metileno...........ccceeuenne...

Laminas em estante de tubos para secar depois da

coloragao de fundo

35

36

36

37

37



11
1.2
1.3

2.1

2.1.1

21.2

3.1

41

411

41.2

5.1

5.1.2

5.1.3

5.1.4

SUMARIO

1V 207 0 LU T o1
Objetivo geral........ccccoeiiiii i e
Objetivos especifiCos........cceviiiiiiiiiiiiii

Metodologia........ccceiieiiiiii
TIPOS DE AMOSTRAS DE CITOLOGIA PULMONAR...............
ESCaIO. .t e
[=ETor=T g (o J=TS] oTo] a1 =1 1= o TR

[=E=To7= 15 0 381 0T 104 (o [ o 1
METODOS DE FIXAGAO DAS AMOSTRAS.........cceeeverrrrnnnn.
D= Tor=To T o [T T 7= y o JA N
TECNICAS DE PREPARO DOS ESFREGAGOS......................
Esfregaco diretO.....oueiiiiiii

Esfregaco corado.....ouvuveiiiiiiiiiii i e
Esfregago em amostra coletada por Saccomano............cccveevnens
METODOS DE COLORAGOES UTILIZADAS.........cccccuunnnnne

=T o= ][0 = T TN
PanOtiCO. e
Ziehl NEEISEN....uuei i
Acido Periadico de SCNIff.......eeeceeeeerresreeeesessnreeesesneeee e
CONSIDERAGOES FINAIS..........coieiiiieeeieieieneeeeeene e e e eeeee

REFERENCIAS..........coeeeeeeeeeeeeetsee e e e e e e e e e e e e e e e e e eeeeneneeaas



14
1 INTRODUGAO

De acordo com informagdes fornecidas pela Organizagao Mundial da
Saude - OMS (OMS, 2018), o cancer de pulmao ¢é o tipo mais prevalente de
cancer diagnosticado, representando aproximadamente 11,6% de todos os
casos. Além disso, este tipo de cancer também apresenta a maior taxa de

mortalidade, chegando a 18,4% (figura 1).

Figura 1 - Incidéncia e mortalidade

G LO BA L Cancer Global Profile 2020
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Fonte: Oms, 2018.

A principal causa do cancer de pulmao é o tabagismo. Fumar tabaco é
responsavel por mais de 85% dos casos da doenca. A fumaga do cigarro
contém substancias quimicas carcinogénicas que danificam o DNA das células
do pulmao, levando ao crescimento descontrolado e a formagao de tumores
malignos. Além do tabagismo, a exposi¢do ao fumo passivo, radon, poluentes
ambientais, doencas pulmonares pré-existentes, também aumenta o risco de

desenvolver cancer de pulm&o. Embora menos comum, o cancer de pulmao



15
também pode ocorrer em nédo fumantes devido a fatores genéticos ou

ambientais (Oms, 2018).

A citologia pulmonar desempenha um papel crucial no diagndstico e
monitoramento de doengas respiratérias, como o cancer de pulmdo e a
tuberculose. Para obter resultados precisos e confiaveis, € essencial realizar
procedimentos técnicos adequados durante a coleta e processamento das
amostras de escarro (Robbins, 2015).

De acordo com Alencar, estes procedimentos garantem a preservacao
das células e estruturas presentes na amostra, permitindo uma analise
detalhada da morfologia celular e a detec¢cdo de possiveis anormalidades.
Além disso, a correta execugcdo dos procedimentos técnicos contribui para a
qualidade dos resultados citoldgicos, auxiliando no diagndstico precoce e no
planejamento do tratamento.

Este trabalho é relevante por fornecer informagdes essenciais sobre os
procedimentos técnicos envolvidos na analise de amostras de escarro para
citologia pulmonar. Ao compreender e seguir adequadamente esses
procedimentos, os profissionais de saude podem garantir a qualidade e
confiabilidade dos resultados citolégicos. Isso € fundamental para o diagndstico
precoce e preciso de doengas respiratérias, como o cancer de pulmao e a
tuberculose, permitindo intervengdes terapéuticas oportunas e eficazes. Além
disso, a correta execugdo dos procedimentos técnicos contribui para a
seguranga do paciente, minimizando o risco de contaminagcédo e garantindo a
integridade das amostras coletadas.

Portanto, este trabalho destaca a importancia da atencdo aos detalhes
nos procedimentos técnicos em citologia pulmonar, promovendo melhores
resultados clinicos e uma abordagem mais eficaz no cuidado com a saude

respiratoria dos pacientes.

1.1 Objetivo geral

e Descrever os procedimentos técnicos utilizados para o preparo de

amostras de escarro na citologia pulmonar.



1.2 Objetivos especificos
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e Identificar as técnicas de coletas de escarro utilizadas para o diagnostico

de citologia pulmonar;

e Diferenciar as técnicas e métodos de fixacdo e concentracdo das

amostras de escarro;

e Detalhar as técnicas de preparo das amostras de escarro;

e Citar as coloragdes utilizadas para a citologia pulmonar de escarro .

1.3 Metodologia

Para embasar este estudo, foi realizada uma revisdo narrativa, descritiva

baseado em buscas nas bases de dados, como o Portal Regional da Biblioteca

Virtual de Saude (BVS Regional), o Medline via Pubmed, a Scientific Electronic

Library Online (Scielo) e o Google Académico. Ao todo, foram identificados 59

artigos, dos quais apenas 3 foram selecionados para analise devido a escassez

de literatura sobre o tema, utilizando os descritores "Escarro, citologia, cancer

de pulmao".

Quadro 1 - Mapeamento de conceitos DECS (continua)

Mapeamento de conceitos

Termos

“Escarro" OR "Sputum" OR "Esputo" OR
"Expectoration" OR "Induced Sputum" OR
"Induced Sputums" OR "Sputums" OR
"Crachat"

Vocabulario controlado DeCS

“Pulmao” OR "Lung" OR "Pulmén"
OR "Poumon" OR "Lungs" OR
"Pulmones" OR "Pulmdes" OR
"Poumons"

Vocabulario controlado DeCS

"Citologia" OR "Cytology" OR
"Citologia" OR "Cytologie" OR
"aspectos celulares" OR "estrutura
celular" OR "estrutura da célula" OR
"morfologia celular" OR "morfologia da
célula" OR "cell morphology" OR "cell
structure" OR "cellular aspects" OR

Vocabulario controlado DeCS
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"cellular morphology" OR "cellular
structure" OR "aspectos celulares" OR
"estructura celular" OR "estructura de
la célula" OR "morfologia celular" OR
"morfologia de la célula"

Fonte: A autora, 2024.

2 TIPOS DE AMOSTRAS DE CITOLOGIA PULMONAR

A citologia pulmonar € direcionada para a analise das células presentes
no tecido pulmonar e nas secregdes respiratorias, visando identificar
anormalidades associadas a condicbes como cancer, infeccdes e inflamacdes
nos pulmodes. A selecéo dos tipos de amostras a serem coletadas depende das
suspeitas clinicas e das areas especificas a serem investigadas. Essa analise é
fundamental para a deteccdo precoce e o tratamento eficaz de condicdes
pulmonares, e abrange uma gama de métodos de coleta. Entre eles estdo o
escarro espontaneo, o escarro induzido, a puncao por agulha fina (PAAF), o
lavado broncoalveolar (BAL) e o escovado broncoalveolar, cada um com suas
vantagens e desvantagens especificas (Robbins, 2015). Este estudo, no

entanto, vai se ater especificamente na técnica de coleta de escarro.

2.1 Escarro

A técnica de analise do escarro é considerada a mais antiga técnica de
diagndstico de neoplasias pulmonares. Essa técnica se baseia na esfoliacéo
espontanea de células cancerosas originadas de regides do tumor que
geralmente apresentam maior diferenciagdo celular e estdo em comunicagao
direta com os brénquios (Miranda, 2003).

O escarro é basicamente um muco produzido pelas vias respiratérias,
incluindo os brénquios, traqueias e pulmdes. Em situacbes de infeccdo ou
doenca crbnica, a combinagao de saliva e muco, expelida do trato respiratorio
apés uma infecgdo ou irritacdo da mucosa, € denominada "expectoracao"
(Consolato, 2023).

Tumores localizados nas vias aéreas maiores tém maior probabilidade
de liberar células cancerigenas no escarro, tornando-o uma amostra relevante

para analise.No entanto, o escarro € examinado tanto macroscopicamente
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quanto microscopicamente para auxiliar no diagndstico médico. Essa amostra

contém uma variedade de células e compostos moleculares, incluindo lipidios e
proteinas soluveis, cuja analise € crucial na pratica clinica (Lynne, 2023).

A analise analitica do escarro examina os elementos celulares e
acelulares expelidos do trato respiratério superior do paciente. Este
procedimento é fundamental na avaliacdo e tratamento de infeccbes
respiratorias inferiores e outras condi¢des crénicas de saude. No processo de
coleta do escarro, existem duas categorias distintas: escarro espontaneo e

escarro induzido.

2.1.1 Escarro espontaneo

De acordo com o Ministério da Saude [20057], a coleta é realizada de
maneira simples e nao invasiva, sem necessidade de intervengdo externa.
Normalmente, a amostra de "tosse profunda" matinal € coletada em jejum,
antes da ingestdo de alimentos ou liquidos, para evitar interferéncias na
interpretacéo dos resultados.

O manual de tuberculose do Telelab, em colaboracdo com o Ministério
da Saude [20057], estabelece as seguintes diretrizes para os pacientes:
Primeiramente, instrui-se o paciente a enxaguar a boca com agua limpa
durante aproximadamente 10 a 15 segundos, a fim de remover possiveis
contaminantes da cavidade oral. Apds essa etapa, o paciente realiza trés
inspiracbes profundas seguidas de tosse a cada 2 minutos, até conseguir
expectorar o escarro (conforme ilustrado na figura 2). O muco resultante é
entdo expelido em um recipiente estéril e hermeticamente fechado, fornecido

pelos profissionais de saude.

Conforme o manual de tuberculose do Telelab [20057], os itens
requeridos para a coleta incluem:
e Recipiente coletor estéril com tampa de rosca;
e Agua corrente;
e Sabonete;
e Papel toalha;

e Lenco de papel.
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Instrugoes para coleta

De acordo com o Manual de Tuberculose do Telelab [20057], as

instrugdes para a coleta de escarro espontaneo incluem os seguintes passos:

1 Higienizagao das maos:

e Higienizacdo das méaos: Lave-as com agua e sabao por 20 segundos,
esfregando bem todas as areas, incluindo palmas, costas, entre os

dedos e unhas. Em seguida, seque com papel toalha.

2 Expectorar o escarro:

e Faca respiragdes profundas e tosse com forga para expelir o escarro do
fundo dos pulmdes.

e Na3ao usar saliva na coleta.

3 Coleta do escarro:

e Abra o recipiente coletor com cuidado, evitando tocar a parte interna.
e Expectorar o escarro diretamente no recipiente, sem encostar os labios
na borda.

e Feche o recipiente imediatamente apos a coleta.

4 |dentificagdo do recipiente:

e Anote no recipiente seu nome completo, data e hora da coleta.

5 Armazenamento e transporte:

e Mantenha o recipiente em temperatura ambiente até o momento da
entrega no laboratério.
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e Transporte o recipiente em um saco plastico fechado para evitar

contaminacao.

Figura 2 - Coleta do escarro espontaneo

Fonte: Rio de Janeiro, 2016.

Segundo o Ministério da Saude as vantagens da coleta de escarro esponténea
sdo:

e Procedimento n&o invasivo: A coleta de escarro espontanea é um
procedimento simples e nao invasivo, que nao requer instrumentos ou
técnicas especiais.

e Facil de realizar: Pode ser realizada em qualquer lugar, sem a
necessidade de equipe médica especializada.

e Menos desconfortavel: E geralmente menos desconfortavel do que a
coleta de escarro induzido, que pode causar tosse intensa e irritacdo na
garganta.

e Menos tempo e recursos: Requer menos tempo e recursos do que a

coleta de escarro induzido.
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E as suas desvantagens sé&o:

e Menos sensibilidade: A coleta de escarro espontédnea pode ser menos
sensivel do que a coleta de escarro induzido para a detecgéo de alguns
patdgenos.

e Amostra inadequada: A quantidade ou qualidade da amostra pode ser
inadequada para analise laboratorial.

e Contaminagao: Maior risco de contaminagdao da amostra por saliva ou
secrecdes orofaringeas.

e Dificuldade em obter a amostra: Nem todos os pacientes conseguem
expectorar escarro espontaneamente, o que pode dificultar a coleta da

amostra.

2.1.2 Escarro induzido

Segundo Consolato (2023), a indugdo de escarro € um método
empregado para coletar secregbes das vias respiratorias inferiores em
pacientes com dificuldade em expectorar, auxiliando no diagnostico de
tuberculose (TB). Especificamente, pacientes suspeitos de tuberculose miliar
e/ou derrame pleural tuberculoso frequentemente sdo submetidos a esse
procedimento.

De acordo com as diretrizes do manual de tuberculose do Telelab,
durante o processo de inducao de escarro, o paciente € submetido a inalagao
de solugao salina hipertdnica nebulizada. Essa técnica visa a liquefacao das
secregdes presentes nas vias aéreas, promovendo a tosse e facilitando a
expectoracido das secregdes. Os profissionais médicos preparam uma solugao
de 20 mL de solugdo salina hiperténica a 3%, que é entdo injetada em um copo
nebulizador contendo agua (figura 3).

Os materiais necessarios para a coleta sao:

e Solucdo salina hipertdnica a 3% ou 5% (conforme orientagéo
médica)

e Nebulizador e mascara facial

e Copo coletor estéril com tampa

e Recipiente com tampa para descarte
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e Cronbmetro

e Toalhas de papel
e Agua e sabso

e |uvas descartaveis

Instrugdes para coleta

Conforme orientagbes do Manual de Tuberculose do Telelab [20057], os

passos para a coleta de escarro induzido sdo os seguintes:

1 Preparacao:

e O profissional de saude deve lavar as m&os com agua e sabao por pelo
menos 20 segundos.

e Preparar o nebulizador com a solugéo salina hiperténica, seguindo as
instrugdes do fabricante.

e Conectar o nebulizador a mascara facial.

e Abra o recipiente coletor estéril e coloque-o préximo ao nebulizador.

e Cobrir o colo do paciente com uma toalha de papel para evitar a

contaminacao.

2 Nebulizacao:

e Colocar a mascara facial sobre o nariz e a boca do paciente, ajustando-a
para garantir um bom ajuste (figura 3).

e Ligar o nebulizador e iniciar a nebulizagdo por 20 minutos.

e O paciente deve respirar fundo e calmamente pela boca durante a
nebulizagao.

e Se 0 paciente sentir vontade de tossir, tossir no coletor estéril.

e Se 0 paciente sentir nauseas, parar a nebulizagao e descansar.

3 Coleta do escarro:

e Apo6s 20 minutos, desligue o nebulizador.
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O paciente deve tossir profundamente para expelir o escarro do fundo

dos pulmbes.

Cuspir o escarro no coletor estéril.

Se o paciente nado conseguir expelir escarro, devera repetir a
nebulizagdo por mais 10 minutos.

Fechar o coletor estéril com a tampa.

Figura 3 - Nebulizacdo para o escarro induzido

Fonte: OMRON, 2021.

Vantagens do escarro induzido de acordo com o Ministério da Saude:

Maior sensibilidade: O escarro induzido é um método mais sensivel do
que a coleta de escarro espontanea para a deteccdo de alguns
patdgenos, como o bacilo da tuberculose.

Amostra de melhor qualidade: A coleta de escarro induzido geralmente
fornece uma amostra de melhor qualidade para analise laboratorial, com
maior quantidade de células e microrganismos.

Menor risco de contaminacao: O risco de contaminagao da amostra por
saliva ou secre¢des orofaringeas é menor do que na coleta de escarro

espontanea.
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e Util em pacientes que n3o conseguem expectorar escarro: O escarro
induzido pode ser utilizado em pacientes que n&do conseguem expectorar

escarro espontaneamente.

Desvantagens:

e Procedimento invasivo: O escarro induzido pode ser um procedimento
desconfortavel e invasivo, que pode causar tosse intensa e irritagdo na
garganta.

e Requer equipe médica: Especializada e treinada para realizar o
procedimento.

e Mais tempo e recursos: Requer mais tempo e recursos do que a coleta
de escarro espontanea.

e Contraindicagbes: O escarro induzido € contraindicado em alguns
pacientes, como aqueles com asma grave ou doenga pulmonar
obstrutiva crénica (DPOC).

3 METODO DE FIXAGAO DAS AMOSTRAS

A fixacdo é uma etapa crucial no processamento de amostras de
citologia pulmonar. Ela garante a preservagdo da morfologia celular e dos
detalhes nucleares, o que é fundamental para um diagndstico preciso. A
fixagdo adequada impede a autdlise celular, que pode ocorrer rapidamente
apos a coleta da amostra, e garante a qualidade do material para analise

microscopica (Alencar, 2020).

Beneficios da fixagao

O manual de referéncia em citologia ndo ginecoldgica, em colaboragao
com o Ministério da Saude, destaca os seguintes beneficios da fixagdo das
amostras:

e Preservacdo da morfologia celular: A fixagdo impede a distor¢ao e o

encolhimento das células, o que facilita a identificacdo de caracteristicas
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importantes para o diagnostico, como tamanho, forma, nucleo e

citoplasma.

e Manutengdo da estrutura nuclear: A fixacdo preserva a estrutura da
cromatina e do nucléolo, permitindo a avaliagcdo de caracteristicas
importantes para o diagnostico, como alteragbes nucleares e figuras
mitoticas.

e Detecgao de anormalidades: A fixacdo adequada facilita a deteccéo de
células anormais, como células neoplasicas, inflamatérias ou infectadas.

e Padronizagdo do processo: A fixacdo garante que todas as amostras
sejam processadas da mesma forma, o que facilita a comparacéo dos
resultados entre diferentes laboratérios.

e Armazenamento e transporte: A fixacdo permite o armazenamento
seguro das amostras por longos periodos e facilita o transporte para

outros laboratérios para analise especializada.

3.1 Fixagao de escarro

A fixacdo do escarro € um procedimento realizado apds a coleta da
amostra para preservar as células e facilitar sua analise laboratorial. Os
fixadores comumente utilizados para esse fim incluem Alcool Etilico a 70% e
Solugao de Alcool-Acetona.

O Alcool Etilico a 70% é amplamente utilizado devido & sua eficacia na
preservacdo das células e componentes do escarro, prevenindo sua
deterioracdo. Por outro lado, a Solucdo de Alcool-Acetona também é uma
opgao popular e eficaz, especialmente para manter a integridade de algumas
estruturas celulares (Brasil, 2021).

A técnica de Saccomanno é um método de citologia esfoliativa utilizado
para o diagnostico de cancer de pulmao. Ela envolve a coleta de escarro do
paciente, seguido de sua homogeneizagao, filtracdo, centrifugagcéo e fixagao
em alcool etilico 95%. As células fixadas sdo entdo coradas e analisadas pelo

microscopio (Sakai 2011).
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Procedimento da Técnica de Saccomano:

A técnica de Saccomano apresenta diversas aplicagcbes fundamentais
no contexto da saude pulmonar. Primeiramente, destaca-se seu papel no
rastreamento do cancer de pulm&o, especialmente em populagbes de alto
risco, proporcionando a detecgao precoce de células anormais no escarro e,
consequentemente, a identificagdo precoce de possiveis malignidades.

Além disso, essa técnica é valiosa no diagnostico de uma variedade de
doencas pulmonares, como pneumonia, tuberculose e disturbios inflamatérios,
através da analise citologica do escarro (Sakai, 2011).

Sakai descreve que para executar a técnica de Saccomanno, é
necessario seguir as seguintes instrugoes:

1 Coleta de escarro: O paciente € instruido a tossir profundamente e
expelir o escarro em um recipiente.

2 Homogeneizagao e filtragdo: O escarro € homogeneizado e filtrado
para remover particulas grandes e muco.

3 Centrifugagao: O filtrado é centrifugado para separar as células.

4 Fixacdo: As células sédo ressuspendidas em alcool etilico 95% para

fixacao.

5 Coloragao: As células fixadas sao coradas com hematoxilina-eosina

(HE) ou outros métodos de coloragéo.

6 Analise microscopica: As células coradas sido analisadas ao

microscopio por um citopatologista para identificar células neoplasicas.

Este fixador (figura 4) é composto por etanol a 50%, com

aproximadamente 2% de polietilenoglicol (Carbowax).

Solugao estoque
e 500 mL de etanol a 50%

e 500 mL de Carbowax derretido.

Férmula (1L)
e 434 mL de agua destilada
e 526 ml de etanol a 95%
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40 mL de solugao estoque

Deve ser removido com um banho de alcool antes da coloragao, para

que o material se mantenha adequado a avaliagao citolégica.

A técnica de saccomano € recomendada para amostras citologicas

liquidas, especialmente expectoracéo rica em muco.

H/O+ /CH;\ }

Principio: O fixador que promove a lise das hemacias e a
solubilizagdo das mucoproteinas ndao coaguladas. O
polietilenoglicol infiltra e protege as células, facilitando sua
adesdo a lamina. Além disso, apresenta propriedades de
higroscopicidade, alto ponto de fulgor, boa estabilidade térmica e
baixa volatilidade.

Técnica de fixacdo: Adicione de 50 a 100 mL do liquido de
Saccomanno a amostra. O periodo minimo de fixagdo da amostra
no fixador Saccomanno é de 15 minutos, mas pode permanecer

no fixador por algumas horas ou dias (Sitec, 2023).

Figura 4 - Fixador de Saccomano

Polyethylene glycol

Fonte: Sitec, 2023.
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4 TECNICAS DE PREPARO DOS ESFREGAGOS

Segundo o Ministério da Saude [20057], a preparacédo dos esfregagos
de escarro € um procedimento essencial realizado em laboratérios para avaliar
a presenca de células anormais, microorganismos patogénicos e outras
caracteristicas que podem indicar condi¢des respiratorias. Existem duas formas
principais de preparar um esfregaco de escarro: o esfregagco direto e o

esfregaco corado.

4.1 Esfregaco direto

Esta técnica é simples e direta, sendo amplamente utilizada para
preparar amostras de escarro para analise microscopica. No procedimento,
uma pequena quantidade de escarro € coletada pelo paciente em um recipiente
estéril. Em seguida, a tampa da amostra € removida lentamente para evitar
aerossois, € a amostra € colocada virada para cima na bandeja. Um palito de
madeira € quebrado ao meio e suas pontas farpadas sdo usadas para retirar a
particula maior e mais purulenta da amostra, depositando-a na lamina préximo
a borda fosca.

Posteriormente, estende-se a amostra na lamina utilizando uma parte
do palito na posicdo horizontal e realizam-se movimentos de vai-e-vem sobre a
amostra até obter um esfregaco homogéneo que cubra 2/3 da lamina, sem
deixar espacos vazios (ver Figura 5 e 6). Assim, o escarro € distribuido
uniformemente sobre a lamina de vidro, formando uma camada fina. Coloque a
lamina com o esfregago voltado para cima para secar em temperatura

ambiente (Brasil, 2023).
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Figura 5 - 1° Demonstragédo do processo.

Fonte: Sitec, 2023.
Figura 6 - 2° Demonstragéo do processo
=

salacionar transferir paraa lamina
particulas suspeitas

escarro fresco
ou pre fixado

‘ ‘."L/ distribuir o material W

-

fina e uniformemente
fixar

v imediatamente

esmagar levemente
@ntre duas laminas

Fonte: Adaptado pela autora, 2024 (Koss, 1992).

4.1.1 Esfregaco corado

Nesta técnica, o escarro é espalhado sobre uma lamina de vidro da
mesma forma que no esfregaco direto, mas apds a fixagdo, a amostra é
submetida a uma coloracgéo especial.

Essa coloragao destaca diferentes tipos de células, microorganismos ou
outras estruturas presentes na amostra, tornando-as mais visiveis ao

microscopio. Isso permite uma analise mais detalhada das caracteristicas da
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amostra e pode ser util para identificar células anormais, microorganismos

patogénicos ou outras anormalidades (Brasil, 2023).

4.1.2 Esfregago em amostra coletada por Saccomano

Para preservar e fixar as células contidas na amostra de escarro por
varios dias e possibilitar seu transporte para um laboratério distante, a literatura
sugere o uso da técnica de Saccomanno. Nesta técnica, o espécime é coletado
em um frasco contendo solucao fixadora de Saccomanno, composta por 2% de
polietilenoglicol em alcool a 50%, até atingir um volume total de 50 ml (Sakai et
al, 2011).

Neste procedimento, caso 0 muco esteja muito espesso, pode-se
adicionar um mucolitico para torna-lo mais fluido e facilitar o processamento. A
seguir, a amostra é transferida para um homogeneizador, um dispositivo que
mistura e dispersa uniformemente o muco. Posteriormente, € colocado em um
tubo de Falcon e centrifugado a 1500 rpm por 10 minutos. Apds a
centrifugacédo, o sobrenadante é descartado e o sedimento € misturado no
vortex. Em seguida, o sedimento & aspirado com uma pipeta e depositado em

uma lamina para a confecgao do esfregaco ilustrado na figura 7 (Sitec, 2023).

Figura 7 - Técnica de Saccomano
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Fonte: Sitec, 2023.
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5 METODOS DE COLORAGOES UTILIZADAS

Na citologia pulmonar, diferentes métodos de coloragdo sdo empregados
para facilitar a identificacdo de células e microorganismos presentes nas
amostras de escarro. O método de coloragcado de Papanicolaou é amplamente
utilizado para detectar alteragbes celulares, enquanto o Panético € utilizado em
técnicas hematologicas para evidenciar a morfologia das células sanguineas. O
meétodo de Ziehl-Neelsen é especifico para a detec¢cdo de micobactérias, como
Mycobacterium tuberculosis, causadora da tuberculose. Enquanto o Acido
Periodico de Schiff (P.A.S.) é utilizado para evidenciar a presenga de glicogénio
e mucopolissacarideos, sendo util na identificacdo de certas condigdes
patolégicas. Esses métodos de coloragdo desempenham um papel crucial na

avaliagao e diagnostico de doengas pulmonares (Brasil, 2012).
5.1 Papanicolau

Os corantes de Papanicolaou consistem na combinacdo de
hematoxilina, orange G6 e EA, conforme detalhado no quadro 1 € ilustrado na
figura 8. O EA refere-se a eosina, verde luz ou brilhante e pardo de Bismarck.
Disponiveis comercialmente ou preparados em laboratério, o EA-65 é preferivel
para esfregacos ndo ginecologicos. Eles proporcionam uma excelente
visualizacdo dos detalhes nucleares, transparéncia citoplasmatica e
diferenciacao celular. Embora haja varias modificagdes da técnica original, é
crucial determinar o tempo de permanéncia adequado na hematoxilina e no EA,
além de padronizar as etapas do processo para resultados reprodutiveis.

O método de Papanicolaou pode ser aplicado de forma progressiva ou
regressiva. Na abordagem progressiva, o nucleo € corado gradualmente até
atingir a intensidade desejada, eliminando a necessidade de descoloracao
posterior. E mais comum em citopatologia ndo ginecoldgica e utiliza uma das
hematoxilinas: Mayer, Delafieild’s, Gill-Baker-Mayer ou Gill. Essa técnica é
recomendada para esfregacos que nado aderem bem as laminas, pois

dispensam o banho de agua. Ja a forma regressiva emprega a hematoxilina de
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Harris, que cora intensamente o nucleo, com o excesso sendo removido

posteriormente com acido cloridrico diluido (Brasil, 2012).

Quadro 2 - Técnica de Papanicolaou adaptada descrita

Agua destilada Lavar
Hematoxilina 1 min e 30s
Agua corrente Lavar
Carbonato de litio 15s
Agua corrente Lavar
Etanol absoluto 1 banho
Etanol absoluto 1 banho

Orange 1 mergulho rapido
Etanol absoluto 1 banho
Etanol absoluto 1 banho

EA 3 min
Etanol absoluto 1 banho
Etanol absoluto 1 banho

Xilol 15 a 30 min

Fonte: A autora, 2024.

Figura 8 - Coloragdo de Papanicolau Modificada
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Na técnica de Papanicolaou, os banhos apds os corantes sao realizados
no solvente de cada um deles. Apds a aplicagdo da hematoxilina umida, as
laminas sdo lavadas em agua para remover o excesso de corante que nao se
ligou ao nucleo, complementado com acido cloridrico para diferenciagdo. O
citoplasma decorado € entdo colorido pelo orange G e o EA em laranja intenso
e brilhante, ou rosa, verde ou azul, respectivamente. Os corantes nao ligados
ao citoplasma sao removidos pelos banhos de alcool subsequentemente. Por
fim, os esfregagcos passam por banhos em alcool absoluto para desidratagéo,
preparando-os para o clareamento com xilol, tornando as células transparentes

prontas para a leitura no microscépio (Brasil, 2012).

5.1.2 Pandtico

A coloragédo de Pandtico € um procedimento comum usado em técnicas
hematoldgicas para evidenciar a morfologia das células sanguineas. Este
método é aplicado em esfregagcos de sangue periférico, medula 6ssea ou em
estudos citoldgicos de elementos celulares obtidos por pungéo, raspagem ou
concentrados celulares de derrames cavitarios (Hoffman et al., 2019).

Para realizar a coloragao, primeiro, prepara-se a solucdo de Pandtico
conforme as instrugdes do fabricante, diluindo o corante na concentragdo
recomendada. Em seguida, fixa-se a amostra em uma lamina de vidro
utilizando um fixador apropriado, como alcool etilico. A lamina com a amostra é
entdo colocada em um recipiente adequado para a coloragdo, e é
completamente coberta com a solugdo de Pandtico. Apos um tempo
determinado de incubacédo, a lamina é removida da solugdo e enxaguada em
agua corrente para remover o excesso de corante. Finalmente, a lamina é
deixada secar ao ar ou com o auxilio de um secador de laminas, e apos a
secagem completa, esta pronta para analise ao microscopio para observagao
das células coradas (Biblioteca nacional de saude, 2019).

O Pandtico Rapido € um kit composto por 1 fixador e 2 solugdes
corantes, projetado para coloragao rapida em hematologia. Embora nao seja
uma técnica convencional para esfregacos sanguineos e seja menos comum

em laboratorios, sua vantagem reside na praticidade e rapidez, pois o processo
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dura apenas 15 segundos. O kit inclui trés reagentes: o numero 1, que é uma

solugédo de triariimetano a 0,1% (fixador), usado para preservar as células,
bloquear reagdes quimicas em andamento e aumentar a resisténcia e
estabilidade do esfregago; e o numero 2, que € uma solugéo de xantenos a
0,1% (corante acido), responsavel por corar os componentes basicos das
células de réseo a vermelho (SCHUTZLER, 2021).

5.1.3 Ziehl-Neelsen

De acordo com as diretrizes dos Centros de Controle e Prevencao de
Doengas (CDC), é uma técnica laboratorial utilizada para detectar bacilos
alcool-acido resistentes (BAAR) em amostras biolégicas, como escarro ou
raspado de pele. Seu principal objetivo ¢é identificar bacilos como
Mycobacterium tuberculosis, causador da tuberculose e Mycobacterium leprae,
causador da hanseniase.

O manual de tuberculose do Telelab, em colaboragdo com o Ministério
da Saude [20057], descreve o principio da coloragdo de Ziehl-Neelsen, que se
fundamenta na resisténcia dos bacilos a descoloracdo com alcool e acidos
fracos diluidos, devido as suas paredes celulares ricas em lipidios. O
procedimento envolve a aplicagao da fucsina fenicada de Ziehl, um corante
vermelho, que colore todas as células da amostra. Em seguida, ocorre a
descoloragcdao com alcool-acido, que remove a cor da maioria das células,
exceto dos bacilos alcool-acido resistentes (BAAR). Por fim, o azul de metileno
€ aplicado como contracorante azul para realgar as células descoradas (figura
9 e 10). Apdés a lavagem e secagem, os BAAR aparecem como bacilos

vermelhos ou réseos sob 0 microscopio, permitindo sua identificagao.
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Figura 9 - Procedimento de Ziehl Neelsen
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Fonte: UFG, 2022.

Figura 10 - Esquema das etapas da coloragao pelo método de Ziehl-Neelsen.

Fonte: Telelab, 2005.

O manual fornece as seguintes instrugdes:
1 a fucsina é aplicada sobre o esfregago previamente fixado;
2 0 aquecimento é realizado até a emissédo de vapores, repetindo-se o
processo por 3 vezes para facilitar a penetragéo da fucsina;
3 o corante é derramado e o esfregaco é lavado com agua (figura 11);
4 ocorre a descoloragdo com alcool-acido (figura 12), seguida de
lavagem do esfregagco com agua. Apenas os BAAR presentes retém a
fucsina;
5 o azul de metileno é adicionado;

6 o esfregaco € lavado com agua e a leitura é realizada.
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Figura 11 - Colocagao da fucsina na lamina, aquecimento da fucsina na lamina e

lavagem da fucsina em agua corrente.

Fonte: Telelab, 2005.

Para completar o processo:
1 Cubra totalmente todas as laminas com a solugdo de
alcool-acido a 3% e aguarde por 1 minuto.
2 Segure a lamina pela borda numerada e incline-a para que a
solucao de alcool-acido escorra na pia.
3 Permita que um filete de agua corrente passe sobre o numero
da lamina, permitindo que escorra suavemente sobre o esfregago
para remover o alcool-acido.
4 Verifique se os esfregacos estdo adequadamente descorados.
Considere descorado o esfregago que exibir coloragéao
esbranquicada ou levemente rosada.

Figura 12 - Esfregaco descorado

Fonte: Telelab, 2005.
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Para realizar a coloragao de fundo, siga os seguintes passos:

1 Filtre o azul de metileno a 0,3% em um frasco conta-gotas utilizando
papel de filtro em um funil de vidro. Filtre apenas a quantidade
necessaria para cobrir os esfregagos das laminas.

2 Cubra os esfregagcos das laminas com o azul de metileno filtrado.
Aguarde 30 segundos (figura 13).

3 Derrame o azul de metileno na pia;

4 Lave cada lamina em um filete de agua corrente (figura 14);

5 Utilize uma gaze umedecida com alcool etilico comercial para limpar a
parte oposta da lamina ao esfregaco. Tome cuidado para nao entrar em
contato com o esfregaco;

6 Coloque cada uma das laminas em posicado vertical para secar em
uma estante de tubos (figura 15). Forre a estante com papel absorvente,

de preferéncia papel de filtro.

Figura 13 - Lamina com azul de metileno

Figura 14 - Lavagem da lamina com azul de metileno

Figura 15 - Laminas em estante de tubos para secar depois da coloragao de fundo

Fonte: Telelab, 2005.
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5.1.4 Acido Periddico de Schiff

A coloragdo de Acido Periddico de Schiff (PAS) é uma técnica
histologica versatil utilizada para corar uma variedade de componentes
celulares e extracelulares, principalmente aqueles ricos em carboidratos. Ao
aplicar essa coloragao, os carboidratos e a parede celular de fungos adquirem
uma coloracdo magenta distintiva, facilitando sua identificacdo. Os nucleos
celulares sao corados em preto, geralmente com hematoxilina, para
proporcionar contraste a coloragdo. O fundo do esfregago € corado em verde
com contracorantes como verde luz ou azul de metileno, destacando as
estruturas coradas em magenta. A coloracdo PAS é aplicada em uma
variedade de contextos clinicos, incluindo o diagndstico de doencgas
relacionadas ao glicogénio, infecgdes fungicas em diferentes tecidos e tumores

com alteragcdes na expressao de glicoproteinas (NIH, 2023).

6 CONSIDERAGOES FINAIS

Conclui-se que a busca por trabalhos relacionados a este tema
revelou-se desafiadora devido a escassez de estudos direcionados a area
técnica. Isso é preocupante, considerando a extrema importancia desse
assunto, uma vez que qualquer erro durante a execucdo da técnica pode
invalidar a interpretacdo dos resultados da lamina de escarro. Essa lacuna na
literatura destaca a necessidade de mais pesquisas e atengcédo para garantir a
qualidade e a confiabilidade dos procedimentos técnicos utilizados na analise
de escarro.

Os procedimentos técnicos em amostras de escarro para a citologia
pulmonar ressaltam a importancia critica da fixagcdo adequada, técnicas de
preparo do esfregaco e coloracao para garantir resultados precisos e confiaveis
na analise citologica.

A fixacdo adequada das células presentes na amostra de escarro &
essencial para preservar sua morfologia e estrutura celular. Isso permite uma

avaliagdo mais detalhada das caracteristicas celulares e a identificagdo de
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possiveis anormalidades, como células cancerigenas ou células infectadas por

agentes patogénicos.

As técnicas de preparo do esfregacgo, incluindo a distribuicdo uniforme
da amostra e a confecgdo cuidadosa das laminas, sao fundamentais para
garantir uma analise citolégica eficaz. Um esfregaco bem preparado facilita a
visualizacdo das células e estruturas presentes na amostra, permitindo uma
interpretacéo mais precisa dos resultados.

Além disso, a coloracdo adequada do esfregaco é crucial para realcar as
caracteristicas celulares e facilitar sua identificagdo. A escolha do corante
apropriado e a execugao cuidadosa da técnica de coloragdo contribuem
significativamente para a qualidade e clareza das imagens microscopicas,
auxiliando na deteccao de alteragcdes celulares importantes.

Portanto, observa-se a importancia critica da fixacdo adequada, técnicas
de preparo do esfregaco e coloragdo para o sucesso da citologia pulmonar. Ao
seguir os procedimentos técnicos padronizados e adotar praticas de qualidade,
os profissionais de saude podem garantir resultados citolégicos confiaveis e
contribuir para um diagnostico precoce e preciso de condigdes respiratorias,
promovendo assim melhores desfechos clinicos para os pacientes.

Dessa forma, este trabalho ndao apenas preenche uma lacuna na
literatura, mas também serve como um recurso essencial para profissionais de
saude e pesquisadores que realizam analises de escarro, visando a melhoria

continua da pratica laboratorial e a preciséo diagndstica.
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