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RESUMO

Os fixadores eleitos para a rotina citolégica sao o etanol a 96% e o formol a 10%.
Na ultima década, surgiram fixadores alternativos que apresentam variacoes na
sua composicao, além de conter concentracbes menores de alcool e a ndo
utilizacdo do formol por este ultimo apresentar propriedades carcinogénicas.
Entre estes, encontram-se alguns fixadores alcodlicos, como o RCL2 e alguns
alternativos como mel, acucar mascavo e spray fixador de penteado de cabelo,
mas ainda existem poucos trabalhos que comprovem a eficiéncia destes outros
fixadores. O objetivo deste estudo foi avaliar a eficacia de um fixador alterativo
ao formol e apresentar condi¢des de aquisicdo em locais e situagdes em que o
formol ndo é encontrado. Foram coletadas amostras da mucosa jugal e do dorso
da lingua dos participantes da pesquisa, essas amostras foram fixadas e
divididas em grupos segundo os seguintes fixadores: RCL2, alcool 96%, formol
a 10% e spray fixador de cabelo vendido em todas as farmécias com diversas
marcas comerciais. Os parametros morfoldégicos como: integridade e arquitetura
celular analisadas com o fixador de cabelo apresentou bons resultados quando
comparado aos demais fixadores ja utilizados na rotina citolégica, sendo possivel
a sua utilizagdo como produto alternativo nas fixagcdes de citologias esfoliativas.
Entretanto sugere-se que novos testes de coloracéo sejam realizados para maior
acuracia das analises.
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The fixatives that are used for cytological routine are 96% ethanol and 10%
formaldehyde. In the last decade, alternative fixatives have emerged, which show
variations in their composition, in addition to containing lower concentrations of
alcohol and the non-use of formaldehyde since the latter has carcinogenic
properties. Among these, are of her alcoholic fixatives, such as RCL2 and some
alternatives such as honey, brown sugar and hair styling spray, alt hough only
few studies have proven the efficiency of these other fasteners. The objective of
this study was to evaluate the effectiveness of an alternative fixative to
formaldehyde and to present the conditions of acquisition in places and situations
where formaldehyde is not available. Samples of the oral mucosa and dorsum of
the tongue of the research participants were collected. These samples were fixed
and divided into groups according to the following fixatives: RCL2, 96% alcohol,
10% formaldehyde and hair fixing spray sold in all pharmacies with different
trademarks. The morphological parameters such as: integrity and cellular
architecture that were analyzed with the hair fixer showed good results when
compared to the other fixers that were already being used in cytological routines,
making it useful as an alternative product in the fixations of exfoliative cytoglia.
However, it is suggested that new color tests be performed for greater accuracy
of the analyses.
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INTRODUCAO

A citologia refere-se as técnicas diagnosticas utilizadas no exame de
células oriundas de varias partes do organismo para determinar a causa ou a
natureza da doenca que as acometem. Durante a citologia esfoliativa sao
observados caracteristicas e possiveis alteracbes celulares como, a
descamacéao das superficies epiteliais das mucosas em geral (MORAES et al.,
2010; LUCENA et al., 2011; REYS et al., 2017).

Na é&rea odontolégica, esse recurso semio-técnico pode ser mais
explorado, principalmente em virtude desta técnica quando bem utilizada
apresentar uma possibilidade de realizar um diagnostico precoce de lesdes
bucais. De fato, inUmeras alteracdes bucais podem ser analisadas através do
epitélio da mucosa bucal, sendo o exame citopatoldgico viavel para obtencdo do
diagndstico precoce dessas alteracfes (GRACA et al., 2007).

Independente da técnica utilizada para remocdo do tecido, o material
coletado precisa passar por um bom tratamento de fixagcéo para que se obtenha
um resultado microscopico satisfatorio. Assim, o tecido deve ser transferido e
fixado imediatamente em uma solucéo fixadora apropriada, sendo que o principal
objetivo do fixador é a preservacao dos tecidos e um estado semelhante a vida
(BHATTACHARYYA et al., 2018).

Entre os fixadores de rotina nos laboratorios de patologia o etanol 96%
apresenta vantagens como, a fixagdo mais rapida, melhor preservacao de
glicogénio, DNA e RNA, além da abolicdo de vapores carcinogénicos (SINGH et
al., 2015). No entanto, apresenta desvantagens que incluem a variabilidade da
coloragdo do tecido, encolhimento e endurecimento do tecido, depdsito de
pigmento artefartual em amostras de sangue, lise parcial ou completa de
eritrocitos e aumento da inflamabilidade (GRACA et al., 2007; SINGH et al.,
2015).
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Em contrapartida o fixador considerado padrao ouro é o formol 10% que
apresenta vantagens como facil disponibilidade, natureza econdmica, além da
boa vida util que permite armazenamento a longo prazo. No entanto, apresenta
efeitos negativos, de acordo com a Administracdo de Seguranca e Saude
Ocupacional (OSHA) e a Agéncia Internacional de Pesquisa sobre Cancer
(IARC), que declararam o elevado potencial de perigo da sua utilizacado (MAYAN
et al., 1995; IARC, 2006; KURIACHAN et al.,, 2017). O IARC classificou o
formaldeido como carcin6geno humano que pode potencialmente produzir
diferentes neoplasias, como o carcinoma nasofaringeo, sendo este o principal
motivo para sua substituicdo, além de apresentar baixa penetracédo e fixacdo
lenta (IARC et al., 2006; CAMPOS et al., 2016; KURIACHAN et al., 2017).

O RCL2 é a marca comercial de um fixador a base de &lcool composto
basicamente por etanol e &acido acético que surgiu no mercado como uma
alternativa ao formaldeido. Apresenta a vantagem de ndo ser toxico e ainda é
possivel manter os protocolos ja utilizados nos laboratdrios de patologia, o que
permite uma facil ades&o nesses locais (MASIR et al., 2012). E considerado um
fixador possivel para a substituicdo do formol. No entanto, apresenta problemas
como o custo e qualidade da preservacdo do detalhe do citoplasma e da
eosinofilia citoplasméatica (MASIR et al., 2012).

Pelos efeitos negativos do considerado padréo ouro da fixagao, e pelas
desvantagens dos demais fixadores, surgem os fixadores alternativos, muitos
ainda estao na fase de pesquisa, sao representados pelo mel, xarope de agucar,
acucar mascavo (GAZZIERO et al., 2010; KURIACHAN et al., 2017). Essas séo
algumas das alternativas que estdo surgindo no ambito cientifico, como forma
de sanar os riscos provados pelo formaldeido ou com o objetivo de encontrar um
material que apresente melhores resultados que o etanol (SINGH et al., 2015;
PANDIAR et al., 2017).

Nesse sentido, o principal objetivo deste estudo foi comparar os fixadores
de rotina de laboratérios de patologia (formol 10%, etanol 96% e RCL2 com um
spray fixador de cabelo com componentes basicos de alcool, amino metipropanol
e tenso ativos de acrilatos/octilacrilamida avaliando a citomorfologia e as carac-
teristicas tintoriais das células esfoliativas de diferentes areas da boca para po-
der sugerir um fixador alternativo nas citologias esfoliativas.

MATERIAL E METODOS

Amostras e Grupos

No presente trabalho foram coletadas amostras da mucosa jugal e dorso
lingua de adultos na faixa etaria acima de 18 anos, de ambos os sexos, sem
predilecao por raca, matriculados no Curso de Odontologia da UFMA. Todos os
pacientes avaliados foram orientados e concordaram com os objetivos da pes-
quisa que foi conduzida eticamente de acordo com a Declaragcdo de Helsinki
(World Medical Association), registrada na Plataforma Brasil e aprovada pelo co-
mité de ética da Universidade Federal do Maranhdo (UFMA) sob o parecer nu-
mero 1.073.629.

Estas amostras foram divididas por grupo de solugao fixadora da seguinte
forma: Grupo 01 - 30 amostras, sendo 15 de mucosa jugal e 15 de dorso de
lingual, fixadas com o0 RCL2; Grupo 02 - 30 amostras, sendo 15 de mucosa jugal
e 15 de dorso de lingual, fixadas com o spray fixador de cabelo (componentes
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basicos de alcool, amino metipropanol e tenso ativos de acrilatos/octilacrilamida
; Grupo 03 - 30 amostras, sendo 15 de mucosa jugal e 15 de dorso de lingual,
fixadas com o alcool 96% e Grupo 04 - 30 amostras, sendo 15 de mucosa jugal
e 15 de dorso de lingual, fixadas com o formol a 10%.

Coleta e Fixacédo do material

A coleta foi realizada através de raspagem, da mucosa jugal e do dorso
da lingua de cada participante, com espatula de metal previamente esterilizada.
Em seguida as amostras foram transferidas para laminas de vidro pela técnica
de esfregaco e imediatamente fixadas pelo fixador de escolha.

No processo de fixacdo das amostras para o grupo RCL2, as laminas com
0 material coletado foram borrifadas com a solu¢cdo a uma distancia de 15 cm
em posicao vertical da lamina. Para o processo de fixacdo usando o spray fixador
de cabelo com componentes basicos de alcool, amino metipropanol e tensos
ativos de acrilatos/octilacrilamida, as laminas com o material coletado foram
borrifadas com a solugdo a uma distancia de 15 cm em posigéo vertical da
lamina. Em relacdo ao Alcool 96%, as laminas com o material coletado foram
colocadas em suporte plastico com separacdo individual entre as laminas e
ficaram submersas na solucédo até o momento da coloracdo. O Formol a 10%,
as laminas com o material coletado foram colocadas em suporte plastico com
separacao individual entre as laminas e ficaram submersas na solucao até o
momento da coloracgao.

A fixacao teve tempo minimo de 30 minutos e maximo de 12 horas e em
seguida as preparacfes citoldégicas foram coradas pela coloracdo de
Hematoxilina-Eosina (HE) e avaliadas microscopicamente quanto a
citomorfologia e as caracteristicas tintoriais de cada lamina.

A avaliacdo da fixacdo foi efetuada ao microscépio Optico por quatro
observadores independentes, treinados previamente, tendo em consideracao
parametros morfolodgicos e paradmetros relacionados com as caracteristicas
tintoriais das células, seguindo variaveis como, integridade celular (IC),
arquitetura celular (AC), morfologia nuclear (MN), morfologia citoplasméatica (MC)
e reacao tintorial (RT). Apresentando escores de 0 sem IC 1 com IC, 0 sem AC
e 1 com AC, 0 sem MN e 1 com MN, 0 sem MC e 1 MC e 0 néo corada, 1 pouco
corada, 2 bem corado e 3, excesso de coloragéo para a variavel RT.

Na avaliagdo de cada parametro foi utilizada uma escala ordinal
comparativa, isto €, a pontuacao atribuida a cada um dos parametros de uma
dada amostra fixada com os diferentes fixadores e comparadas com as
caracteristicas observadas na preparacao citologica fixada em etanol a 96% e
formol a 10%.

Todos os dados obtidos foram armazenados em tabela construida pela
equipe pesquisadora e em seguida submetidos a analise estatistica.

Anélise Estatistica

Os dados foram analisados utilizando os recursos do software SPSS
18.0 (IBM, Chicago, IL, USA). A estatistica descritiva foi realizada utilizando
medidas de frequéncia absoluta e porcentagens, médias e desvio-padrdao. O
Teste Exato de Fisher foi utilizado na analise comparativa da avaliacao citologica
entre os grupos com uso de fixadores diferentes. O nivel de significAncia adotado
foi de (P<0,05).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Apos a coleta das amostras, as variaveis foram agrupadas nos diferentes
grupos da pesquisa. O fixador alternativo testado (spray fixador de cabelo com
componentes basicos de alcool, amino metipropanol e tensos ativos de
acrilatos/octilacrilamida), foi comparado com os ja utilizados nos laboratoérios de
patologia. Apresentando resultados significativos ao etanol e ao formol em
relacdo arquitetura e morfologia citoplasmatica com (P<0,05). Dados positivos
foram observados também na integridade celular ao ser comparado ao etanol e
a morfologia nuclear ao ser comparado ao formol, em geral apresentou
resultados semelhantes em todas as variaveis quando foi comparado ao RCL2,
conforme pode ser observado na Tabela 1.

Tabela 1 - Andlise comparativa das variaveis da avaliacdo histolégica entre os
diferentes métodos de fixacao.

Etanol Formol RCL2 spray Valor de P

Variaveis Etanol Formol RCL2

n % n % n % n % Versus  versus versus

Spray Spray  Spray

Integridade celular <0,001* 0,125 0,071
Sem integridade 20 66,7 10 333 11 36,7 4 133
Com Integridade 10 333 20 66,7 19 633 26 86,7

Arquitetura celular <0,001* <0,001* 0,071
Sem arquitetura 21 70,0 17 433 11 36,7 4 133
Com arquitetura 9 30,0 13 56,7 19 633 26 86,7

Morfologia nuclear 0,670 0,020* 1,000
Identificavel 2 6,7 13 433 4 13,3 4 133
N&o identificavel 28 933 17 56,7 26 86,7 26 86,7

Morfologia citoplasmatica <0,001*  0,020* 0,071
Identificavel 18 60,0 13 433 11 36,7 4 133
Na&o identificavel 12 40,0 17 56,7 19 633 26 86,7

Notas: n — frequéncia absoluta; % - frequéncia relativa; *Diferencas estatisticamente
significantes através do teste Exato de Fisher (P < 0,05).
Fonte: os autores

Em relacéo aos dados tintoriais na pesquisa foi observado que o spray de
cabelo ndo apresentou resultados satisfatérios quando foi comparado aos
demais fixadores da pesquisa.

Tabela 2 - Andlise comparativa reacao tintorial entre os diferentes métodos de
fixacao.

Etanol Formol RCL2 spray Valor de P
Variaveis Etanol Formol RCL2
n % N % n % n %  versus versus versus
Spray  Spray Spray

Reacéo tintorial 0,001* <0,001* <0,001*
Nao corada 1 3,3 2 6,7 2 6,7 2 6,7
Pouco corada 20 66,7 5 16,7 16 53,3 18 60,0
Bem corada 9 300 16 533 12 400 2 6,7

Excesso de corante 0 0 7 233 0 0 8 26,6

Notas: n — frequéncia absoluta; % - frequéncia relativa; *Diferencas estatisticamente
significantes através do teste Exato de Fisher (P < 0,05).
Fonte: os autores
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Existem alguns efeitos toxicos produzidos pelos fixadores considerados
padrao ouro, causam dermatite e vermelhidao nos olhos, ao serem inalados em
niveis baixos, irrita 0 nariz e nos niveis mais elevados leva a bronquite e sintomas
de asma. Além disso, pode levar a casos de acidose metabdlica, taquipnéia,
ictericia respectivamente (KURIACHAN et al., 2017). Dessa forma, a toxidade
desses fixadores leva muitos pesquisadores a procurarem fixadores naturais ou
fixadores que ndo apresentem uma toxidade tdo elevada (KURIACHAN et al.,
2017)

Substitutos naturais pesquisados como, agucar, acucar mascavo, mel ja
estdo apresentando resultados satisfatérios (BHATTACHARYYA et al., 2018).
S&do conhecidos no mercado como fixadores alternativos que ndo oferecem
perigo a saude, sdo compativeis com processamento de rotina, coloracdo
semelhante ou préxima do padrdo ouro e nao requerem equipamentos especiais
(BHATTACHARYYA et al., 2018). A escolha do fixador dessa pesquisa teve
como principio reducdo de custo, facilidade na obtencdo do produto, ndo
apresentar vapores carcindgenos e ainda possibilitam um processo de fixagdo
nas areas distantes dos grandes centros urbanos.

Embora n&o apresentando diferencas estaticamente significativas da
integridade celular entre o spray fixador de cabelo comparado com o formol, o
spray promoveu resultados melhores em varias variaveis ao ser comparado com
o etanol. Isso promove uma possibilidade de adesdo desse produto.

O spray ao ser comparado com o RCL2 apresentou resultados
semelhantes em todas as variaveis testadas pelos pesquisadores, o que faz com
que esse fixador apresente uma real potencialidade de uso. O RCL2 é um
aldeido que nos ultimos anos vem sendo testado e apresenta uma forte adesao
em muitos laboratérios de patologia, por ndo ser toxico como o formol, apresenta
resultados benéficos para saude de quem o manipula. O spray de cabelo teria
como vantagem sobre o RCL2 menos custo (MASIR et al., 2012).

A qualidade da preservacéo do citoplasma néo € tao relevante como a do
ndcleo para discriminar uma lesdo maligna de uma lesé@o benigna, a importancia
da manutencédo dessa preservacao € voltada quando o objetivo esta relacionado
a imunocitoquimica (SILVA et al., 2010). Para obtencdo do objetivo desse
trabalho, as propriedades apresentadas pelo spray fixador em relacdo a
morfologia nuclear e citoplasméatica foram semelhantes as observadas ao formol.
O que se constitui boas propriedades para escolha do fixador testado.

CONCLUSAO

Frente aos resultados analisados pode-se concluir que spray fixador de
cabelo com componentes basicos de alcool, amino metipropanol e tensos ativos
de acrilatos/octilacrilamida, apresentou resultados semelhantes em relacao ao
Etanol nos parametros integridade celular, arquitetura celular e morfologia. Em
relacdo ao formol, o spray apresentou semelhanca com arquitetura, morfologia
nuclear e citoplasmatica. O spray apresentou resultados mais préximos ao
RCL2, podendo neste caso sugerir uma substituicdo deste pelo spray de cabelo
a esse produto.

Em relacdo a qualidade tintorial analisada o spray apresentou resultados
insatisfatorios quando comparado aos demais fixadores utilizados nas
pesquisas. Sugerindo uma necessidade de novas pesquisas voltadas para
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alteracdes na metodologia de tempos de corantes para se conseguir um
resultado mais adequado.
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