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Fatores associados a resultados falso-negativos
de exames citopatologicos do colo uterino

Factors associated with false-negative cervical cytopathological results
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RESUMO

Objetivo: verificar se, no escrutinio de rotina, fatores relacionados com a adequabilidade da amostra, padrao celular e critérios
citomorfoldgicos estdo associados a resultados falso-negativos (FN) dos exames citopatoldgicos. Métodos: trata-se de um estudo
caso-controle, no qual o grupo de casos incluiu 100 esfregagos citopatolégicos com um resultado FN que foi detectado pela
sistematica de controle interno da qualidade com revisdo rapida de 100%. Para cada resultado FN detectado foram identificados,
pelo mesmo citotécnico, dois esfregagos com um diagnostico verdadeiro-positivo e este grupo foi considerado controle, totali-
zando uma casuistica de 300 esfregagos. As variaveis analisadas foram estabelecidas de acordo com os critérios definidos para
a analise da adequabilidade da amostra, padrdo celular e critérios citomorfoldgicos. Os resultados foram avaliados por analise
bivariada e regressdo logistica com critério de selec@o de variaveis stepwise e expressos em OR (95%). Resultados: o nimero
de células atipicas, aspecto da cromatina nuclear, distribui¢do e apresentagdo de células atipicas no esfregago apresentaram risco
maior para resultados FN, com OR de 9,6; 4,2; 4,4 e 3,6, respectivamente. Processo inflamatorio e presenca de sangue no esfre-
gago mostraram também risco para os resultados FN. Conclusdes: a maioria dos fatores associados a liberagdo de um resultado
FN ¢ dependente das condigdes ¢ técnicas de coleta de material, pois, em grande parte, a lesdo pode ndo estar adequadamente
representada no esfregago, e também fatores obscurecedores como sangue e processo inflamatério podem prejudicar a analise.
Quanto as alteragdes citomorfologicas, cromatina fina foi a caracteristica que apresentou maior risco para resultados FN.

PALAVRAS-CHAVE: Colo do utero/patologia; Neoplasias do colo uterino/diagnostico; Reac¢des falso-negativas

ABSTRACT

Purpose: to evaluate whether factors related to the adequacy of the sample, cell pattern and cytomorphological criteria are as-
sociated with false-negative (FN) results of cervical cytopathology during routine examinations. Methods: this is a case-control
study in which the study group included 100 cytopathologic smears with FN results detected during systematic internal quality
control consisting of 100% rapid review. For each FN result detected, two smears with a true-positive diagnosis were identified
by the same cytotechnician and these constituted the control group, making a total sample size of 300 smears. The variables
were established in accordance with the criteria defined for the analysis of sample adequacy, cell pattern and cytomorphological
analyzed criteria. The results were evaluated using bivariate analysis and logistic regression with stepwise variable selection
criteria expressed in OR (95%). Results: the number of atypical cells, the appearance of nuclear chromatin, and the distribution
and presentation of atypical cells in the smear were the variables that showed the greatest risk for FN results with OR of 9.6,
4.2,4.4, and 3.6, respectively. Inflammatory processes and the presence of blood in the smear were also identified as variables
that influence the risk of FN results. Conclusions: the majority of the factors associated with FN results are dependent on the
conditions and techniques of sample collection, since in the majority of cases, the lesion may not be adequately represented
in the smear. Confounding factors such as blood and inflammatory processes may also impair analysis. With respect to cyto-
morphological alterations, thin chromatin strand was the variable that indicated the greatest risk of FN results.

KEYWORDS: Cervix/pathology; Uterine cervical neoplasms/diagnostico; False negativereactions
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[ntroducao

O cancer de colo uterino € uma das mais
freqiientes causas de 6bito na populacao feminina
da América Latina, onde as taxas de incidéncia sao
também uma das mais altas do mundo?!. Em paises
onde os programas de rastreamento do cancer do
colo uterino sdo bem estruturados observou-se, no
entanto, reducdo significativa destas taxas??®.

O exame citopatologico é universalmente
utilizado para o rastreamento deste cancer, porém
tem sido alvo de criticas devido as altas taxas de
resultados falso-negativos (FN)*5. Os fatores as-
sociados com resultados FN tém sido explorados,
porém continua sendo um desafio supera-los ou
atenuar seus efeitos!®.

O Sistema Bethesda’ inovou ao introduzir
a analise da qualidade do esfregaco no laudo do
exame citopatologico, valorizando a presenca de
sangue, processo inflamatério e artefatos de fixa-
cao como fatores relacionados com a qualidade do
esfregaco. Ainda, fatores patologicos como a citolise
e infeccao microbiana podem interferir negativa-
mente nas caracteristicas do esfregaco?.

O desempenho diagnéstico do exame citopa-
tologico esta associado a erros de coleta, variabi-
lidade na interpretacao citomorfolégica e erros no
escrutinio microscopico®’. Trata-se de rotina que
exige concentracdo e comportamento meticuloso
dos profissionais, de tal forma que € importante
identificar fatores evitaveis ou que demandariam
mais atencao pela maior possibilidade de apre-
sentar resultado FN*. Além disso, a presenca e
caracteristicas das células atipicas presentes no
esfregaco estdo relacionadas com taxa de diagnos-
ticos corretos*1°.

Portanto, o objetivo deste estudo foi analisar
se, no escrutinio de rotina, fatores relacionados
com a adequabilidade da amostra, padrao celular
e critérios citomorfologicos estdo associados a re-
sultados FN dos exames citopatologicos.

Métodos

Este estudo foi aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Mé-
dicas e realizado no Laboratério de Citopatologia
do Caism/Unicamp, que analisa em média 25 mil
esfregacos por més. Os esfregacos incluidos no es-
tudo eram de mulheres usuarias do Sistema Unico
de Saude de Campinas e regido, que se submete-
ram ao exame citopatologico (Papanicolaou) nos
postos de satide, usando a técnica convencional.
Trata-se de um estudo caso-controle, em que o
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grupo de casos incluiu 100 esfregacos citopato-
légicos consecutivos que foram diagnosticados
pelos citotécnicos, no escrutinio de rotina, com
resultado FN de lesao intra-epitelial escamosa de
baixo grau (LSIL) ou lesdo intra-epitelial escamosa
de alto grau (HSIL). Esses esfregacos com resultado
FN foram detectados por meio da sistematica de
controle interno da qualidade com revisao rapida
de um minuto!!. O grupo dos casos foi composto
de 89 LSIL e 11 HSIL.

Para cada resultado FN incluido no grupo de
casos, foram selecionados dois esfregacos com o
mesmo diagnostico neoplasico, porém, corretamen-
te detectado pelo mesmo citotécnico responsavel
pelo diagnostico de FN, ou seja, um diagnostico ver-
dadeiro-positivo (VP). Esta amostra foi considerada
como grupo-controle e foi composta de 178 LSIL e
22 HSIL. Todos os esfregacos dos grupos de casos
e controles foram numerados em ordem crescente,
impossibilitando, desta forma, que os pesquisado-
res pudessem identificar quais eram os esfregacos
FN e VP. Foram selecionados esfregacos do periodo
entre marco de 2004 e novembro de 2005.

Para se obter uma amostra mais homogénea
optou-se por incluir apenas esfregacos com os
resultados de LSIL e HSIL. Considerou-se que o
diagnéstico de ASCUS apresenta limitacdes para
atender aos objetivos deste estudo, devido a baixa
concordancia diagnoéstica entre observadores'2. Os
diagnosticos relacionados as células glandulares,
ainda que clinicamente importantes, sdo pouco
frequientes e, portanto, também nao foram inclui-
dos neste estudo’.

Todos os esfregacos foram revisados simulta-
neamente, em miscroscopio de duas cabecas, por
dois citologistas. As variaveis analisadas relacio-
naram-se a adequabilidade da amostra, ao padrao
celular e aos critérios citomorfolégicos. Quanto a
adequabilidade da amostra, foram analisadas fixa-
cao (satisfatéria ou limitada), citélise (satisfatoria
ou limitada), processo inflamatorio (obscurecimen-
to parcial provocado pela quantidade de leucécitos,
classificado como presente ou ausente), sangue
(obscurecimento parcial provocado pela presenca
de hemacias, classificado como presente ou au-
sente), degeneracao celular, células endocervicais
e células metaplasicas (classificados como presen-
tes ou ausentes). Quanto ao padrao celular, foram
analisados numero de células atipicas (até 50 ou
mais de 50), tamanho das células atipicas (grandes
ou pequenas), distribuicdo celular (parte da lamina
ou por toda lamina) e apresentacao celular (agru-
padas-sincicio ou isoladas). Quanto aos critérios
citomorfolégicos, foram analisados: aspecto da
cromatina (fina ou granular), distribuicdo da cro-
matina (regular ou irregular), membrana nuclear
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(espessa-irregular ou lisa), hipercromatismo (mo-
derado-acentuado ou discreto) e relacao nucleo/ ci-
toplasma (moderada/acentuada ou discreta). Antes
da revisao houve padronizacao dos conceitos para
a interpretacéao dos critérios diagnosticos.

Para estimar a magnitude de associacdo de
cada critério citomorfologico com o diagnéstico final
foi utilizada a analise bivariada, sendo que os re-
sultados foram expressos em valores de odds ratio
(OR), com intervalo de confianca de 95%. A analise
de regressao logistica (analise multivariada) com
critério de selecao de variaveis stepwise foi usada
para avaliar a interacdo entre as variaveis, sendo
que os resultados foram expressos em valores OR
com intervalo de confianca de 95%!*. A associa-
cao foi considerada estatisticamente significante
quando o intervalo de confianca nao incluiu o valor
um. Quando uma das extremidades do intervalo
de confianca foi um inteiro, a significancia foi con-
siderada limitrofe. As variaveis que apresentaram
valores de OR e intervalos de confianca maiores
do que um foram consideradas como fator de
risco (promotoras) para resultados FN, ao passo
que aquelas que apresentaram valores abaixo de
um foram consideradas como fator de protecao
(protetoras) que evita resultados FN.

Resultados

O numero de células atipicas, o aspecto da
cromatina nuclear, a distribuicao e a apresentacao
de células atipicas no esfregaco foram associados a
risco maior para resultados FN. A presenca de 50
ou menos células atipicas no esfregaco (53%) foi o
fator que apresentou maior risco para resultados
FN, com OR de 9,6. Quando a distribuicao das
células atipicas foi apenas localizada (68%), o OR
para resultado FN foi de 4,4. A apresentacao de
células atipicas isoladas (62%) também apresentou
OR de 3,6 para resultados FN em comparacdo com
apresentacao de células agrupadas ou em sincicio
(Tabela 1).

Com relacédo aos critérios citomorfologicos,
a cromatina com aspecto fino esteve presente em
80% dos resultados FN, ao passo que foi observa-
da em 48% dos VP, resultando em risco de 4,3. A
hipercromasia discreta e membrana nuclear lisa
apresentaram associacao significativa, porém com
menor valor de OR para resultados FN, 2,7 e 2,8,
respectivamente. Dentre os fatores relacionados a
adequabilidade da amostra, apenas a presenca de
sangue mostrou significancia limitrofe (Tabela 1).

A Figura 1 representa os valores de OR e
respectivos intervalos de confianca obtidos pela
analise multivariada, sendo que apenas os inter-

valos de confianca que nao cruzam a linha vertical
(valor um) foram considerados significativos. Até
50 células atipicas, cromatina fina e distribuicao
localizada de células atipicas apresentaram maior
risco para os resultados FN, com OR de 8,5, 4,0
e 3,0, respectivamente. Processo inflamatoério e
presenca de sangue no esfregaco, apesar de menor
magnitude, mostraram também risco para os resul-
tados FN, com OR de 2,8 e 2,2, respectivamente. A
presenca de células metaplasicas foi o tinico fator
investigado que esteve associado a OR menor do
que um, sendo que a significancia pode ser consi-
derada limitrofe uma vez que o limite superior do
intervalo de confianca foi 1,1.

Discussao

Os resultados deste estudo mostraram que
células atipicas em pequeno numero, isoladas,
presentes apenas em parte do esfregaco, presenca
de sangue e processo inflamatorio sao caracteris-
ticas de exames que mais freqientemente estao
associados a resultados FN no escrutinio citolégico.
Esses fatores estdo relacionados as condicoes e
técnicas de coleta de material para realizacao do
exame citopatolégico.

O baixo numero de células atipicas tem sido
descrito como fator associado a resultados FN no
escrutinio citologico, assim como a presenca de
células atipicas localizadas e isoladas*®. O presente
estudo apresentou maior valor de OR para o baixo
numero de células atipicas, tanto na analise biva-
riada quanto na multivariada.

A presenca de sangue e de processo inflama-
torio ndo tem sido sistematicamente associada com
maior freqliéncia de resultados FN, porém nesse es-
tudo a analise multivariada mostrou que sao fatores
que se associaram de maneira independente com
maior risco para resultados FN®7. E possivel que
esse aparente conflito ocorra devido a diferencas
no critério de avaliacao da quantidade de sangue
e intensidade do processo inflamatério, pois esses
fatores comprometem a analise citologica®’.

Neste estudo o exame citopatologico foi reali-
zado pelo método convencional. O método de coleta
em meio liquido tem sido apontado como uma alter-
nativa para melhorar a adequabilidade da amostra,
diminuir o nimero de esfregacos insatisfatérios e
aumentar a percentagem de diagnoéstico de lesdes
de alto grau'®!%. Todavia, uma revisdo sistematica
recente, que analisou a qualidade dos estudos que
compararam o desempenho da citologia convencio-
nal com a citologia em meio liquido, demonstrou
que nao houve diferenca na proporcao de esfrega-
cos insatisfatérios e na deteccao de lesoes de alto
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Tabela 1 - Analise de fatores relacionados a adequabilidade da amostra, padréo celular e critérios citomorfoldgicos com os resultados falso-negativos (FN) e verdadeiro-positivos
(VP) dos esfregagos cervicais.

Grupo FN (n =100) Grupo VP (n =200) OR IC (95%)
Total (n = 300) .
(%) (%) (Analise bivariada)
Adequabilidade da amostra
Fixacdo
Limitada 22,0 25,0 72 0,8(0,5-1,5)
Satisfatorio 78,0 75,0 228
Citolise
Presente 36,0 28,0 92 1,4(09-24)
Ausente 64,0 72,0 208
Processo inflamatério
Presente 51,0 41,5 134 1,5(0,9-24)
Ausente 49,0 58,5 166
Sangue
Presente 50,0 39,0 128 1,6 (1,0-2,5)
Ausente 50,0 61,0 172
Degeneragéo
Presente 240 19,0 62 1,3(0,8-24)
Ausente 76,0 81,0 238
Padr&o celular
Células endocervicais
Presentes 85,0 89,0 263 0,7(0,4-14)
Ausentes 15,0 11,0 37
Células metaplasicas
Presentes 55,0 65,5 186 0,6(04-1,1)
Ausentes 450 345 114
NUmero de células atipicas
<50 53,0 10,5 74 9,6 (5,3-17,5)
>50 47,0 89,5 226
Tamanho das células atipicas
Células pequenas 13,0 10,0 33 1,3(0,6-2,8)
Células grandes 87,0 90,05 267
Apresentagéo celular
Isoladas 62,0 31,0 124 3,6(2,2-6,0)
Agupadas/sincicio 38,0 69,0 176
Distribuicao celular 32,5 133
Parte da lamina 68,0 44(26-74)
Por toda [&mina 32,0 67,5 167
Critérios citomorfologicos
Distribuicao da cromatina
Irregular 50 45 14 1,1(0,4-3,5)
Regular 95,0 95,5 286
Aspecto da cromatina
Fina 80,0 48,0 176 423(22-8.3)
Granular 20,0 52,0 124
Membrana nuclear
Lisa 58,0 33,0 124 28(1,7-46)
Espessallrregular 42,0 67,0 176
Hipercromasia
Discreta 30,0 13,5 57 2,7 (1,52-5,0)
Moderada/Acentuada 70,0 86,5 243
Relag&o ndcleo/citoplasma
Discreta 47,0 39,0 125 1,4(0,9-23)
Moderada/Acentuada 53,0 61,0 175
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Figura 1 - Valores de odds ratio e respectivos intervalos de confianga dos fatores relacionados a adequabilidade da amostra, padréo celular e critérios citomorfoldgicos, obtidos

por meio de analise multivariada.

grau entre os dois métodos. O que foi demostrado
€ que a maioria dos trabalhos avaliados apresentou
alguma restricdo metodolégical”.

As diferentes técnicas de citologia em meio
liquido descrevem com detalhes os procedimentos
de coleta, que normalmente sdo seguidos pelos
coletadores!®2?°. A experiéncia tem mostrado que
os profissionais nao coletam material para o
exame citopatologico convencional com o mesmo
rigor e cuidado com que o fazem para o método
em meio liquido. Essa suposicao seria importante
viés quando o desempenho entre essas técnicas €
comparado!”.

Outros fatores que podem contribuir com as
elevadas taxas de resultados FN sao os erros de
escrutinio e de interpretacao, que sao dependentes
dos fatores relacionados com a técnica de coleta da
amostra'?. E importante agregar a esta analise as
caracteristicas citomorfolégicas, pois este estudo
mostrou que células atipicas com cromatina fina,
membrana nuclear lisa e discreta hipercromasia
associaram-se a maior frequiéncia de resulta-
dos FN, na analise bivariada, em acordo com os
achados de outros trabalhos*®, com excecao para
analise da membrana nuclear, que nao foi uma
variavel abordada nos estudos citados. Na analise
multivariada, apenas células atipicas com cromati-
na fina mostraram associacdo com resultados FN,

o que se deve a fato de que sao fatores que estao
inter-relacionados?!.

De fato, € esperado que essas alteracoes
citomorfologicas mais discretas sejam menos fre-
quentemente detectadas no escrutinio de rotina*s.
Na interpretacao citologica, estas alteracoes estao
associadas ao diagnostico de células escamosas
atipicas de significado indeterminado e de LSIL
escamosa de baixo grau. Assim, este erro tem
menor impacto negativo devido ao alto percentual
de regressao espontanea das lesoes associadas?>23,
Por outro lado, esses diagnoésticos limitrofes podem
apresentar maior variabilidade entre observadores
devido a interpretacdo subjetiva de seus aspectos
qualitativos e quantitativos!?2+.

Neste estudo a presenca de células metaplasi-
cas atuou como fator associado a menor freqiiéncia
de resultados FN, o que nao foi observado para as
células endocervicais. A presenca desses dois tipos
celulares € considerada um indicador importante da
qualidade do esfregaco, razao pela qual € imperativa
a coleta da amostra do canal cervical®. Sabe-se que
a presenca de células metaplasicas atipicas no esfre-
gaco citopatologico, principalmente as imaturas, esta
associada a alto valor preditivo para o diagnoéstico de
HSIL?S. Este fato sugere que a zona de transformacao,
em especial a juncao escamo-colunar, deve ser objeto
de especial atencdo no momento da coleta, pois € a
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area do colo uterino onde se concentram as células
metaplasicas. Este cuidado deve ser observado inde-
pendentemente do método do exame citopatologico,
se convencional ou em meio liquido?.

Em resumo, a maioria dos fatores associados
a liberacao de um resultado FN é dependente das
condicoes de coleta, pois, em grande parte, a lesao
pode nao estar adequadamente representada no
esfregaco, assim como de fatores que obscurecem
0 mesmo, tais como quantidade excessiva de san-
gue e processo inflamatério intenso, prejudicando
a analise.

Conforme o Sistema Bethesda e a recomenda-
cao do Ministério da Saude estabeleceram, o laudo
citopatologico do esfregaco do colo uterino deve con-
ter informacoes sobre a adequabilidade da amostra,
e a coleta deve ser repetida sempre que necessario”?.
Os laboratoérios de citopatologia também poderiam,
periodicamente, emitir um relatorio consolidado dos
exames citopatologicos de cada profissional, descre-
vendo aspectos relacionados a adequabilidade da
amostra dos exames que coletaram. Indicadores de
qualidade deveriam ser estabelecidos para orientar e
indicar quando a técnica de coleta adotada precisar
de revisao. Pouco pode ser feito no laboratoério, em
termos de reducdo de resultados FN, quando uma
lesao presente no colo uterino nao esta adequada-
mente representada no esfregaco citopatologico.
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