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RESUMO

Um dos factores que contribui para a baixa sensibilidade da citologia urinaria é a fixacdo em
etanol. Neste trabalho foi avaliada a citomorfologia e as caracteristicas tintoriais de lavados
vesicais fixados pelo FineFIX® ou pelo RCL2® comparativamente aos fixados pelo etanol. A
anélise dos achados microscopicos revelou que as preparacdes fixadas pelo RCL2® apresentam
qualidade inferior (p=0,001), enquanto as fixadas pelo FineFIX® apresentam qualidade
semelhante as fixadas pelo etanol (p=0,204). Relativamente as caracteristicas nucleares, o
FineFIX® providencia qualidade superior ao etanol (p=0,027). O FineFIX® é um potencial
fixador citoldgico por aumentar o detalhe nuclear, caracteristica importante para o diagndstico.
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ABSTRACT

One of the factors that contribute to the low sensitivity of the urinary cytology is fixation by
ethanol. We evaluated the morphology and cytological dyeing features of bladder washings
fixed by FineFIX® or by RCL2® compared to fixed by ethanol. The analysis of microscopic
findings showed that preparations fixed by RCL2® present lower quality (p=0,001), while
preparations fixed by FineFIX® present quality similar to those fixed by ethanol (p=0,204).
With respect to nuclear characteristics, the FineFIX® provides higher quality than ethanol
(p=0,027). The FineFIX® is a potential fixative for cytology by increase the nuclear detail, an
important feature for diagnosis.
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1. INTRODUCAO

A citologia urinaria €, teoricamente, um dos métodos de elei¢do para o rastreio e follow-up de lesGes do tracto
urinario, nomeadamente da neoplasia do epitélio urotelial (Brown, 2000; Demay, 2007; Tétu, 2009). As
vantagens deste método estdo relacionadas com a técnica de colheita do material biolégico, que é ndo
invasiva e de facil execucdo, e com o diagnéstico citoldgico, que é rapido e muito especifico. No entanto, a
impossibilidade de determinar a localizacdo exacta da lesdo através da urina ou do lavado vesical, assim
como o elevado nimero de resultados falso-negativos, principalmente nas les6es de baixo grau, constituem
as principais desvantagens da citologia urinaria (Badalament et al, 1987; Brown, 2000; Demay, 2007; Tétu,
2009). Um dos motivos para a baixa sensibilidade deste método prende-se com a fraca acuidade da
observagdo microscdpica, causada frequentemente pelos efeitos da fixac¢do celular, principalmente ao nivel
do nucleo (Grégoire et al, 1997; Lindberg and Ohlin, 1978).

O fixador eleito para a rotina citolégica é o etanol a 96%, cujo mecanismo de actuacdo consiste na
precipitacdo das proteinas celulares e do glicogénio (Bancroft and Gamble, 2008). As principais vantagens do
etanol, como fixador, baseiam-se na sua elevada velocidade de difuséo, e na capacidade de preservar a
estrutura dos antigenios celulares (Bancroft and Gamble, 2008; Jamur and Oliver, 2010). Por outro lado, o
etanol provoca uma retraccéo significativa do citoplasma e perde rapidamente a sua actividade (Bancroft and
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Gamble, 2008; Hermansen et al, 1989). Adicionalmente, o etanol ndo fixa adequadamente a cromatina
(Bignold, 2002), facto que se reflecte na acuidade da observacdo microscépica, sendo este um motivo
importante para encontrar um fixador substituto do etanol para a citologia urinéria.

Na ultima década, surgiram no mercado varios fixadores alternativos ao formol a 10% com o intuito de
substituir/eliminar este fixador com propriedades cancerigenas (IARC, 2004) da pratica histolégica dos
laborat6rios de Anatomia Patolégica. Entre estes encontram-se alguns fixadores alcoélicos, como 0 RCL2® e
o FineFIX®.

O RCL2® apresenta na sua composicéo etanol (70%), que aumenta a taxa de difuséo da mistura fixadora
nos tecidos e células, e acido acético, em pequena percentagem, que impede a retraccdo significativa dos
tecidos, conferida pelo etanol (Lassalle et al, 2009).

O FineFIX® é uma mistura de etanol, agua destilada, glicerol, alcool polivinilico e carbohidratos
monoméricos (Gazziero e tal, 2009).

Estudos recentes tém mostrado que a fixacdo por fixadores a base de etanol, como o RCL2® e o
FineFIX®, conferem bons resultados no que respeita & histomorfologia, qualidade dos &cidos nucleicos, e
preservacéo das proteinas (Delfour et al, 2006; Gazziero et al, 2009; Stanta e tal, 2006). Além disso, este tipo
de fixadores a base de etanol ndo apresenta as desvantagens frequentemente associadas a fixacdo pelo etanol,
como a retraccdo celular, a vacuolizacdo e a picnose nuclear (Delfour et al, 2006; Gazziero et al, 2009).

Estudos em cell blocks mostraram que o FineFIX® preserva a arquitectura celular, a morfologia nuclear e
citoplasmatica, e ndo interfere como as caracteristicas tintoriais das células (Gazziero e tal, 2009).

Até a0 momento, os efeitos dos fixadores comerciais RCL2® e FineFIX® foram avaliados apenas na
rotina histolégica, desconhecendo-se os seus efeitos na prética citoldgica.

O principal objectivo deste estudo piloto é avaliar a citomorfologia e as caracteristicas tinturiais das
células esfoliativas de lavados vesicais fixadas pelas duas solucBes recentemente comercializadas, o
FineFIX® e o RCL2®, comparativamente as fixadas pelo fixador de rotina citoldgica, o etanol a 96%. Com
este estudo, pretende-se encontrar um fixador alternativo ao etanol que melhore a acuidade da observacéao
microscapica e, consequentemente, aumente a sensibilidade da citologia urinéria.

2. MATERIAL E METODOS
2.1 Amostras

No presente estudo foram utilizados 18 lavados vesicais de pacientes que estéo a ser seguidos no Servigo de
Urologia do Centro Hospitalar do Porto — Hospital Geral de Santo Anténio (CHP-HGSA) para follow-up de
Carcinoma Urotelial.

2.2 Fixacao e Processamento das amostras

A partir de cada lavado vesical, foram realizadas trés preparagdes citologicas em monocamada pelo método
de citocentrifugacdo: uma foi fixada pelo FineFIX® (Milestone, Sorisole, Italy), outra pelo RCL2® (Alphelys,
Paris, France), e outra pelo etanol a 96%. O tempo de fixacdo para todas as amostras foi, aproximadamente,
de 24 horas. Apos a fixagdo, as preparagdes citologicas foram coradas pela coloragdo de Hematoxilina-
Eosina (HE) e avaliadas microscopicamente quanto a citomorfologia e as caracteristicas tintoriais.

2.3 Avaliacdo microscdpica

A avaliacdo da fixag8o foi efectuada ao microscOpio Optico por dois observadores independentes, tendo em
consideracdo parametros morfoldgicos (detalhe nuclear, membrana nuclear e detalhe citoplasmético) e
pardmetros relacionados com as caracteristicas tintoriais das células (intensidade da coloracdo, basofilia
nuclear e eosinofilia citoplasmatica). Os diferentes parametros foram avaliados de acordo com os critérios
apresentados na Tabela 1.

Na avaliacdo de cada pardmetro foi utilizada uma escala ordinal comparativa, isto &, a pontuacdo atribuida
a cada um dos parametros de uma dada amostra fixada com RCL2® ou FineFIX® teve em consideracéo a
observacgdo da preparagdo citolégica fixada em etanol a 96% da mesma amostra.

A escala ordinal utilizada na avaliacdo das preparacdes citolégica fixadas com RCL2® ou FineFIX® foi a
seguinte: 0 — qualidade inferior a obtida na preparacdo fixada em etanol a 96%; 1 — qualidade semelhante a
obtida na preparagdo fixada em etanol a 96%; 2 — qualidade superior a obtida na preparagéo fixada em etanol
a 96%.
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Tabela 1. Critérios utilizados na avaliacdo dos diferentes parametros utilizados para a avaliacdo do efeito
da fixag&o de lavados vesicais pelos fixadores RCL2®, FineFIX® e etanol a 96%.

Parémetro Critério

Detalhe nuclear Padrdo de cromatina e nucléolo

Membrana nuclear Delimitacdo do ndcleo

Detalhe citoplasmatico Homogeneidade/heterogeneidade do citoplasma
Intensidade da coloragéo Brilho/contraste da coloragéo

Basofilia nuclear Caracteristicas tintoriais do ndcleo

Eosinofilia citoplasmética Caracteristicas tintoriais do citoplasma

2.4 Analise Estatistica

Os resultados foram tratados estatisticamente no software Statistical Package for the Social Scienses (SPSS)
para 0 Windows® versdo 17.0 (SPSS Inc, Chicago, llinois).

De forma a averiguar a concordancia inter-observadores, efectuou-se o teste de Wilcoxon, um teste
estatistico ndo paramétrico para 2 amostras emparelhadas. As observac6es foram consideradas concordantes
para um nivel de significancia (o) de 0,05 quando p > 0,05. O mesmo teste foi utilizado para averiguar se
existem diferencas estatisticamente significativas entre a qualidade da fixacdo obtida pelos diferentes
fixadores. As diferencas encontradas foram consideradas estatisticamente significativas para um valor de
p=<0,05.

3. RESULTADOS

As avaliacdes efectuadas pelos dois observadores independentes foram concordantes, facto que permitiu
avaliar estatisticamente os resultados obtidos para as preparages citoldgicas fixadas pelo FineFIX® e pelo
RCL2® comparativamente aos obtidos para as preparagdes citoldgicas fixadas pelo etanol a 96%.

Uma vez que uma boa observagdo do nucleo, nomeadamente do detalhe da cromatina, do nucléolo e a
delimitacdo da membrana nuclear, s6 é possivel quando as caracteristicas morfoldgicas e tintoriais sdo
preservadas pelo fixador, foi realizada uma andlise destas caracteristicas no seu conjunto, isto €, para cada
amostra foi realizado o somatdrio das pontuagdes atribuidas a esses parametros. Pela analise estatistica foi
possivel constatar que, no global, o FineFIX® preserva melhor as caracteristicas morfoldgicas e tintoriais do
nticleo do que o etanol (p=0,027) (Figura 1A). Em contrapartida, a fixacio pelo RCL2® n&o preserva tio bem
as caracteristicas nucleares como o fixador de rotina citologica, embora as diferencas encontradas nao
tenham significado estatistico para um nivel de significancia de 0,05 (p=0,079) (Figura 1A).

No que concerne ao efeito da fixacdo do FineFIX® nas caracteristicas citoplasmaticas (detalhe do
citoplasma e eosinofilia citoplasmatica) ndo foram encontradas diferencas estatisticamente significativas
quando comparado ao efeito do etanol a 96%, (p=0,387) (Figura 1B). Em contrapartida, o efeito do RCL2®
nas caracteristicas do citoplasma é de qualidade significativamente inferior as encontradas pela fixacdo com o
etanol a 96%, verificado através do valor de p (p=0,000) (Figura 1B).
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Figura 1. Distribuicao da pontuacéo total de cada amostra fixada pelos diferentes fixadores.
Pontuacdo obtida através do somatério dos pontos atribuidos pelos dois observadores
independentes relativos as caracteristicas nucleares e citoplasmaticas. Valores de p
encontrados pela comparacdo com as preparacdes citologicas de referéncia (fixadas pelo
etanol a 96%).

O efeito da fixacdo, de um modo geral, de cada um dos fixadores em estudo, esta representado na Figura
2, onde é possivel verificar que o FineFIX® é um fixador comparével ao etanol a 96% (p=0,204), enquanto o
RCL2® confere uma qualidade significativamente inferior as preparages citoldgicas do que o fixador de
rotina citoldgica (p=0,001).
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Figura 2. Distribuicdo da pontuacéo total de cada amostra fixada pelos diferentes fixadores.
Pontuacdo obtida através do somatério dos pontos atribuidos pelos dois observadores
independentes a todos os parédmetros avaliados. Valores de p encontrados pela comparacio
com as preparacoes citologicas de referéncia (fixadas pelo etanol a 96%).
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A analise dos resultados obtidos neste estudo é constatada na Figura 3, onde pode ser observado que o
detalhe nuclear encontrado nas células fixadas em RCL2® (Figura 3B) é muito similar ao das células fixadas
pelo etanol (Figura 3A). Relativamente as células fixadas pelo FineFIX® estas apresentam melhor detalhe
nuclear (Figura 3D) comparativamente ao observado nas células fixadas em etanol a 96% (Figura 3C).
Adicionalmente, o citoplasma das células fixadas com RCL2® apresenta vactiolos, ndo sendo possivel
visualizar a homogeneidade/heterogeneidade citoplasmatica (Figura 3B), ao contrério do que se observa nas
células fixadas com FineFIX® (Figura 3D) ou etanol a 96% (Figura 3C).

Figura 3. Fotografias ilustrativas das preparacdes citolégicas de lavados vesicais fixadas pelo
etanol a 96% (A, C, E), RCL2® (B) e pelo FineFIX®(D e F), coradas pela coloracdo de HE
(Ampliacdo 400x).

Como referido anteriormente a morfologia celular é observada apenas ao microscopio de luz através da
coloracdo celular, pelo que a qualidade da coloracdo vai afectar a visualizagdo da morfologia. Um dos
factores que afecta a coloragdo das células e tecidos é a fixagdo, uma vez que a afinidade dos corantes pelos
componentes celulares varia com o tipo de fixador utilizado.
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Por observacdo da figura 3 constata-se um bom contraste entre a coloracdo do nlcleo e a do citoplasma
das células fixadas quer em etanol a 96% (Figura 3E) quer em FineFIX® (Figura 3F), sendo facil a sua
observacdo. O mesmo resultado ndo foi observado nas células fixadas em RCL2® (Figura 3B), onde o
contraste entre as colorag@es nuclear e citoplasmatica é fraco.

De notar que nas preparacdes citologicas fixadas pelo RCL2® néo sdo observados eritrécitos (Figura 3B),
enquanto nas preparacdes fixadas pelo FineFIX® (Figura 3D) e pelo etanol a 96% (Figura 3C) estes
elementos celulares sao visiveis.

4. DISCUSSAO E CONCLUSAO

Os resultados deste estudo piloto mostram que as qualidades do FineFIX® como fixador sdo semelhantes as
do etanol a 96%, apesar do mesmo ndo se verificar em relagdo ao RCL2®, cuja qualidade da fixacdo é
inferior comparativamente ao fixador de rotina citoldgica.

Embora ndo existam diferencas estatisticamente significativas entre o efeito global da fixacdo pelo
FineFIX®e pelo etanol a 96%, o FineFIX® promove uma fixagdo de qualidade superior & do fixador de rotina
citoldgica no que respeita a preservacdo das caracteristicas nucleares, com significancia estatistica. Uma boa
observagdo, nomeadamente do detalhe da cromatina, do nucléolo e da delimitacdo da membrana nuclear, é
essencial para o estabelecimento de um diagnéstico correcto. Sendo assim, os efeitos do FineFIX® podem
constituir uma mais-valia no aumento da acuidade da observagdo microscopica.

A qualidade da preservacdo do citoplasma, ndo é tdo relevante como a do nicleo para discriminar uma
lesdo maligna de uma lesdo benigna, no entanto pode ser significativamente importante quando se pretende
evidenciar estruturas por histoquimica ou antigénios por imunocitoquimica. Relativamente ao FineFIX®, a
preservacao das caracteristicas citoplasmaticas é semelhante a do etanol a 96%, apesar do mesmo ndo
acontecer com o RCL2®, em que a qualidade da preservacdo do detalhe do citoplasma e da eosinofilia
citoplasmatica é significativamente inferior ao fixador de rotina citologica. De referir que neste estudo foi
possivel observar vacuolizagdo citoplasmatica das células fixadas pelo RCL2®, o que constitui um artefacto
de fixacéo.

Os resultados obtidos no presente estudo corroboram com os resultados descritos por Gazziero et al, 2009
em cell blocks, relativamente a boa preservacdo das caracteristicas nucleares e citoplasmaticas pelo
FineFIX®. Contrariamente a alguns estudos publicados sobre a fixac4o de tecidos pelo RCL2®, este estudo
mostrou que o RCL2® apresenta uma fraca capacidade de preservagdo das caracteristicas citoplasmaticas
(Douglas and William, 2005; Lassalle et al, 2009).

De acordo com o que se encontra descrito na literatura, as preparacdes citoldgicas fixadas pelo RCL2®
evidenciaram a lise dos eritrdcitos, causada pela accdo de um dos seus constituintes, o acido acético
(Grégoire e tal, 1997). Neste tipo de amostra a presenca de eritrdcitos ndo interfere com o diagndstico
citologico. Contudo, este resultado deve ser considerado noutros tipos de amostra, como é o caso da citologia
cervico-vaginal, em que a presenca de diatese tumoral pode auxiliar na elaboragdo do diagnéstico (Solomon
and Nayer, 2004).

A avaliagdo do efeito da fixacdo pelo FineFIX® e pelo RCL2® ndo foi efectuada em coloragdes
histoquimicas nem em imunocitoquimica. Serd interessante avaliar a preservacdo de alguns componentes
celulares e a deteccdo de microorganismos, assim como de alguns antigénios, nomeadamente 0s antigénios
que permitem diferenciar o carcinoma urotelial de baixo-grau do carcinoma urotelial de alto-grau.

Em conclusdo, o FineFIX® é um potencial fixador alternativo ao etanol para a prética citoldgica,
nomeadamente por aumentar o detalhe nuclear, caracteristica importante para melhorar a acuidade da
observagdo microscopica e, consequentemente, aumentar a sensibilidade da citologia urinaria.
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