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Artefatos pré-analiticos nos processamentos anatomopatologicos:
importancia do uso adequado de fixadores.

Dra. Daniele Moraes Losada e Dr. José Vassallo

1. Conceitos gerais:
Os procedimentos anatomopatoldgicos podem ser divididos em trés fases: pré-analitica,
analitica e pds-analitica. A seguir listamos 0s principais procedimentos envolvidos em
cada uma destas fases:

Fase do Exame Laboratorial

Pré-analitica - Solicitagcdo Médica;
- Identificagdo das amostras;

- Armazenamento das amostras para transporte;
- Encaminhamento das amostras ao laboratdrio;
- Cadastro dos dados do paciente e dos exames no
sistema informatizado;

- Preparo das amostras para andlise.

Analitica - Andlise dos espécimes pelo Patologista e formacao de
um parecer circunstanciado.
Pds-analitica - Interpretacdo dos resultados;

- Digitagao e liberagdo dos resultados;
- Entrega dos laudos;
- Discussao anatomoclinica.

Dentre os procedimentos pré-analiticos listados o preparo das amostras para analise é
um dos mais importantes, pois é ele que garante, de maneira irreversivel, a qualidade do
material analisado permitindo sua correta interpretacdo. Neste cenario, ganha destaque a
fixacdo de tecidos para analise.

2. Fixacdo:
Em linhas gerais, todo o tecido humano destinado a analise anatomopatol6gica sofre um
processo de isquemia, ou seja: auséncia de irrigacdo sanguinea. A falta de sangue cursa
com a reducdo do aporte tecidual de oxigénio e nutrientes e se traduz em degeneragéo
gradual e irreversivel culminando com morte celular. As consequéncias adversas da
isquemia dependem, ndo apenas das caracteristicas do tecido, mas também do meio
ambiente em que ocorrem.

s

A fixacao dos tecidos é responsabilidade direta do profissional que colhe o material,
geralmente o médico ou cirurgido, auxiliado pelos seus assessores, como enfermeiros e
circulantes.
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A fixacdo € um processo quimico e/ou fisico para proteger as celulas e 0s componentes
teciduais dessas injdrias isquémicas. Com esse processo, as celulas e demais estruturas
teciduais ficam preservadas para posterior avaliacdo histoldgica pelo Patologista.

A falta de cuidado nessa etapa do manuseio dos tecidos (fixagdo) pode retardar ou impedir
a analise, com enorme prejuizo para o paciente, principalmente em se tratando de lesGes

Unicas!

Fatores que influenciam a qualidade da preservagao tecidual

Pardmetros que precedem a
fixagcdo

Pardmetros relacionados a fixagdo

Pardmetros que sucedem a
fixagdo

|. Fatores constantes:

a) natureza do anestésico
b) duragdo da anestesia
c) lesdo andxica in situ

1. Fatores variaveis:
a) tempo de prefixagdo

I. Propriedades dos fixadores:
a) quimica e mecanismo de agdo
b) Penetragdo de tecidos

1. Condigdo de fixagdo:
a) temperatura

b) duragdo

c) pH

d) osmolaridade

e) concentragdo

f) tamanho do espécime
g) volume do fixador

|. Parametros de
armazenamento:

a) duragdo

b) temperatura

c¢) condigdo (com ou sem vacuo)

II. Natureza do fator biolégico a
ser analisado

a) proteinas

b) enzimas

c) lipidos

d) acidos nucleicos

e) mucopolissacarideos

f) aminas biogénicas

g) glicogénio

Adaptado de: Srinivasan M, Sedmak D, Jewell S. Effect of fixatives and tissue processing on the content and integrity of nucleic

acids. Am J Pathol. 2002;161(6):1961-71.

2.1 Métodos fisicos de fixacdo:

2.1.1 Calor (acelera outras formas de fixa¢do). Exemplo: forno de micro-ondas.

2.1.2 Criopreservacdo: Gtil no estudo de materiais solliveis e pequenas moléculas.
Exemplo: nitrogénio liquido a -40°C.

2.2 Métodos quimicos de fixag&o:

2.2.1 Coagulantes: atuam através da coagulacdo de proteinas tornando-as insollveis,
processo este referido como “denaturagdo proteica”, ou seja, quebra de sua estrutura
tercidria 0 que gera alteragdo de suas propriedades fisicas, insolubilidade e perda
funcional. Vantagem: mantém a arquitetura celular. Desvantagem: promove a floculagéo
do citoplasma e ndo preservam mitocondrias e granulos secretdrios, o que os torna
inadequados para analise ultraestrutural.

Podem sem classificados em:

a) agentes coagulantes desidratantes (ex: alcoois),

b) &cidos (ex: acido pricrico e &cido tricloroacético).
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2.2.2 ReacOes cruzadas (“ndo-coagulantes”). Estes reagentes promovem ligagOes
covalentes cruzadas dentro de moléculas proteicas e entre moléculas proteicas e acidos
nucléicos. Ex: formaldeido (fixador mais comumente utilizado em exames

anatomopatologicos), glutaraldeido.

2.3 Fixadores fora de uso:
2.3.1 Cloreto de Mercurio: toxico a organismos Vvivos e nocivo ao meio-ambiente, sendo
de dificil descarte.

Analise comparativa entre fixadores

Agentes quimicos | Agentes quimicos Combinado Tetroxido de Acido Picrico
coagulantes por reagdo (Cloreto de Osmio com formalina
desidratantes cruzada Mercdurio e e dcido
formaldeido ou acético
dcido acético
Exemplos Etanol Formaldeido* Zenker’s Pés-fixacdo Bouin’s
Metanol Glutaraldeido B5 por
Acetona glutaraldeido
Toxicidade Baixa Intensa* Moderada Intensa Baixa
Tempo de Lento Lento Moderado Lento Réapido
Fixagdo
K***=0,78
(equivale a 25h
para fixar
fragmento com
10mm de
espessura)*
Proteinas Formagdo de Reage* Reage Reage Reage
precipitado sem
adi¢do quimica
Acidos Reacdo leve Promove Coagulagdo Remocgado leve Ndo reage
Nucléicos mudanga
estrutural (reage
com grupos
aminos livres)*
Lipidios Extensa Reage com Nao reage Reage N3o reage
remogdo** lipidios
insaturados na
presencga da ions
calcio*
Carboidratos Ndo reage Ndo reage* Ndo reage Oxidagdo leve Ndo reage
Efeito Destrdi proteinas | Boa preservagdo Preservacgdo Usado para Pobre —
ultraestrutural e mitocondrias se utilizada pobre visualizagdo de | destruigdo de
(organelas) Formalina Neutra membranas membranas
Tamponada
Excelente se
utilizado
glutaraldeido
Qualidade de Satisfatéria Boa Boa Pobre Boa
coloragdo por
Hematoxilina e
Eosina
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Adaptado de: Bancroft JD, Gambre M. Theory and Practice of Histological Techniques. 6th ed. 2008. Legenda:

** Explicacdo: a dgua estabiliza o contato de substancias hidrofébicas (no caso a gordura) por mecanismos de repulsdo. Sua remogéo
enfraquece as ligages de moléculas hidrofobicas.

*** K (coeficiente de difusdo) = distancia em “mm” que o fixador difunde em 1h.

3. Formalina
A formalina ¢ o fixador mais utilizado na pratica de procedimentos anatomopatologicos
devido a sua propriedade de preservar indefinidamente as caracteristicas morfolégicas de
grande variedade de tecidos e de componentes teciduais, além de ser pratico para utilizar
e relativamente barata.

Formalina ndo tamponada: se oxida a &cido formico que, ao reagir com hemoglobina,
produz um pigmento artefatual.

Formalina tamponada (ou seja, solugdo com pH neutro): considerada ideal, pois o
formaldeido atua de forma mais eficaz em pH neutro.

Formalina neutra tamponada a 10%: O tempo de exposicdo ideal para analise das
caracteristicas nucleares é de 24h. Estudos recentes em mama® preconizam um tempo de
exposicdo ideal a solucdo fixadora entre 8h e 48h, sem prejuizo para a expressdo
imunoistoquimica ou estudo molecular através da técnica de Hibridacdo in situ por
Fluorescéncia (FISH). Este periodo, bem como a especificagdo do “tempo total de
fixacdo” nos laudos ¢é preconizado pela Sociedade Americana de Oncologia Clinica /
Colégio Americano de Patologistas.

Como proceder

v' Ap6s a retirada do tecido a ser analisado, este deve ser armazenado o mais rapidamente possivel em
formalina tamponada a 10%. A sensibilidade de cada célula as injdrias isquémicas é variavel (exemplo
de periodo maximo de viabilidade celular por tecido especifico: neurénio: de 3 a 5 min; miocardio e
hepatdcitos: de 10 min a 120 min; fibras musculares e fibroblastos: horas).

v" Proporcdo volumétrica ideal: de 10 a 20:1 (10 a 20 volumes de formalina para 1 volume de tecido)

v'  Estocagem apropriada: recipientes muito pequenos fazem com que a peca se dobre, resultando num
aumento de espessura e consequente ma penetragdo pelo fixador. Além disso, como a pega endurece
durante a fixagdo, o tecido pode adquirir o formato do recipiente, dificultando seu processamento.

v A solugdo de formalina é fotossivel, portanto, os reservatdrios de solugdo para uso ou os frascos com
os tecidos retirados devem, sempre que possivel, permanecer protegidos de estimulos luminosos.

Desvantagens: - O excesso de exposicdo a formalina faz com que esta se ligue tdo
intensamente as estruturas celulares a ponto de impedir a ligacdo de proteinas celulares
(epitopos) a outras moleculas proteicas necessarias, por exemplo, para o0 estudo
imunoistoquimico. Além disso, a formalina em excesso sofre oxidagdo resultando na
formacgéo de &cido férmico o qual, por sua vez, se precipita como pigmento tecidual
prejudicando a interpretacdo do material em andlise.

Limitacbes do método: estudos realizados nas UGltimas seis décadas? demonstram
preservacdo dos aspectos morfologicos e da expressdo de imunomarcadores com
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expressdo citoplasmatica. Por outro lado, documentam a perda de imunoexpressdo
nuclear e de membrana citoplasmatica ao longo do tempo (com prejuizo mais
pronunciando em marcadores como Ki-67 e CD31).

Efeitos do Formaldeido na integridade de acidos nucleicos

DNA RNA

Prejudica a analise molecular usando a técnica de PCR Prejudica a preservagao e extragdo do RNA
(do inglés, polymerase chain reaction)

Mecanismos de reagdo:

1) Adig3o (incorporacgio da molécula de formaldeido a estrutura do DNA/RNA)

2) Instabilidades estrutural da cadeia de DNA/RNA (através do enfraquecimento da ligagdo entre dois grupos
aminos; quebra de ligagdes entre bases puricas e pirimidinicas e hidrélise lenta de ligagdes fosfodiéster).

Estudos demonstram que a reatividade do formol com as bases puricas e pirimidinicas do RNA ocorre na
seguinte ordem A/ C > G > U, sugerindo que o grupo tercidrio amino é o principal alvo para o ataque da
formalina.

Legenda: DNA: acido desoxirribonucleico; RNA: acido ribonucleico; Bases puricas: adenina (A) e guanina (G); Bases pirimidinicas:
citosina (C) e uracila (U).

Curiosidades:

» o paraformaldeido é um polimero de formaldeido utilizado no preparo de solucéo
de formaldeido de alta pureza e geralmente destinado a analises em Microscopia
Eletronica.

» Existem técnicas para recuperacdo antigénica, ou seja, técnicas que otimizam a
reacao imunoistoquimica, facilitando a interacao entre o anticorpo e o0s epitopos
celulares em material previamente fixado em formalina. Estas técnicas utilizam-
se de métodos fisicos (exemplo: calor) e quimicos (exemplo: anidrido de acido
citacronico.!®

Descarte

O formaldeido é considerado efluente de alta toxicidade e baixa biodegradabilidade.

Deve ser descartado separadamente do lixo comum e encaminhado para incineragao.

Tempo de meia-vida no ar: menos de 24h; na agua de superficie: de 24h a 168h; em aguas subterraneas: 48h a
336h.

Segundo as normas da CETESB (Companhia Ambiental do Estado de Sdo Paulo) o formaldeido desprezado deve
ser dissolvido ou misturado em um solvente combustivel e queimado em um incinerador quimico equipado com
pos-queimador e lavador de gases.
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4. Cuidados no manuseio da formalina: efeitos no organismo

MEDIDAS DE SEGURANCA

e  Responsabilidades do laboratério de Patologia: prover um ambiente de trabalho com ventilagdo adequada;
instalagdo de exaustores; fornecer equipamentos de protecdo individual aos funcionarios.
e  Responsabilidade do funciondrio: utilizar equipamentos de protegdo individual (ex.: luvas, mascara e 6culos

proprios para procedimentos) e vestimenta adequada (ex.: sapatos fechados).
® Em caso de contaminagdo por contato: lavar o local com agua corrente.
® Em caso de intoxicagdo aguda (ingestdo ou inalagdo): procurar atendimento médico.

Efeitos nocivos ao organismo humano

Acima de 2.0 ppm

Sistema organico Concentracio .
.= : Efeitos
ol 0IZio em PPM
: Exposigdes leves: tosse, irrifacdo do trato respiratorio. dispnéia e
Acima de 0.1 ppm Xposig & . o .
espasmos da laringe.
Sistema . Exposiches graves podem causar bronguite asmatica, edema
. Acima de 20 ppm coes & P a
Respiratorio pulmonar e pneumonia.
: - Casos severos ocasionam apafia, perda de peso e de consciéncia,
Acima de 50 ppm P pet pe
coma e obito.
- Irritacdo da conjuntiva ocular, lacrimejamento, dor imediata e
0.1a2.0 ppm . R - . : . oo -
inflamacio. “Borramento™ da visdo. Risco de reacdo alérgica e
Olhos conjunfivite.

Casos severos: danos a comea, iris e palpebras com perda de visdo.
Apressio i retina e ao nervo dptico.

Pele e anexos

Acima de 0.1 ppm

Irritacdo e ressecamento da pele, aparecimento de fissuras.
vermelhiddo, alteracio na tonalidade das unhas, dermatite por
contato e necrose da epiderme podendo piorar com o calor € suof.

Sistema : ) o ) . . -
.. Acima de 0.1 ppm Hipersensibilidade, dermatifes alérgicas e bronguite asmatica.
Imunologico & q
Todos os sistemas Convivéncia . . .. . . ..
. . Potencial agente carcinogénico, tumorogénico & teratogénico.
orginicos ocupacional = =

Fonte: VERONEZ et al., 2006.
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5. Fixadores especiais

A escolha do fixador ideal depende da andlise de interesse em estudo. A seguir, alguns
exemplos.

I Anilise de interesse em estudo

Formol-calcio Preservagdo de lipides (fosfolipides)

Zenker Boa preservagdo nuclear;

Lise de células vermelhas (recomendado para espécimes com congestdo vascular).
* uso descontinuado, pois contém merctrio em sua composigdo.

Helly Excelente para medula éssea, hematopoiese extramedular, células renais

justaglomerulares e discos intercalares de musculo cardiaco.

B-5 Tecido hematopoiético e linfoide;

Produz excelentes detalhes nucleares, fornece bons resultados com coloragées
especiais e é recomendado para estudo imunoistoquimico.

* uso descontinuado, pois contém mercurio em sua composicdo.

Bouin Ideal para tecidos corados com Tricromico de Masson. (exemplo: bidpsias renais);
Muito bom para biopsias de testiculo;

Preserva glicogénio e lisa eritrocitos;

Util para analise de cristais de urato.

Hollande Recomendado para espécimes gastrointestinais e fixacdo de tecidos enddcrinos;
Tem propriedades descalcificantes.

Solugdo de Gendre Ideal para anadlise de carboidratos.

Solugdo de Clarke Utilizado em material congelado e esfregacos.

Preserva os acidos nucleicos.

Solugdo de Carnoy Preservacgdo nuclear e retengdo do glicogénio;

Lisa eritrdcitos e dissolve lipidos;

Pode produzir excesso de endurecimento e encolhimento (ideal para analises por
Microscopia Eletronica).

Formalina Alcodlica Ideal para fixagdo ou pos-fixagdo de grandes espécimes gordurosos
(particularmente mama).
Fonte: https://www.leicabiosystems.com/pathologyleaders/fixation-and-fixatives-4-popular-fixative-solutions/
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6. Contraindicacdes do uso de fixadores

Em algumas situacGes o material deve ser encaminhado a fresco para anélise. A seguir
listamos alguns exemplos:

Exame de congelacéo intraoperatorio;

Histoquimica enzimatica de tecidos musculares;

Anélise por imunofluorescéncia (comum na investigacdo de doencas autoimunes
em amostras renais e cutaneas);

Microdisseccdo a laser (permite analise em material parafinado, a fresco, com
marcacao fluorescente e de células em culturas);

Reacdo de cadeia polimerase por transcriptase reversa (QRT-PCR). Exemplo:
pesquisa de HPV (do inglés human papiloma virus) através da pesquisa molecular
para 0s oncogenes E6 e E7 em tumores da cavidade oral.

7. Em resumo:

7
°e

X/
L X4

Os processamentos anatomopatoldgicos podem ser divididos em trés fases: pré-
analitica, analitica e pds-analitica Na fase pré-analitica ganha destaque a etapa
de fixacdo, pois ela garante a qualidade do material analisado permitindo sua
correta interpretacdo morfoldgica.

Nao existe fixador ideal: todos apresentam vantagens e desvantagens do ponto
de vista morfologico, sendo mais ou menos favoraveis a analises especificas.

A formalina é o fixador mais utilizado na pratica de procedimentos
anatomopatoldgicos devido a sua propriedade de preservar indefinidamente as
caracteristicas morfoldgicas de grande variedade de tecidos e de componentes
teciduais. E considerada efluente de alta toxicidade e baixa biodegradabilidade.

A completa compreensdo por parte de todos os envolvidos (do paciente a equipe
multiprofissional empenhada no melhor resultado do exame) das limitagdes e
potencialidades do uso adequado de fixadores em materiais biolégicos maximiza a
qualidade final do resultado, garantindo maior acuracia diagnostica.
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FIXADORES E ACONDICIONAMENTO DE MATERIAL ANATOMOPATOLOGICO
LABORATORIO MULTIPAT

1 - Frascos com solucéo de formalina
tamponada 10% pronta para uso sdo
disponibilizados para clinicas e hospitais.
Esta solucéo deve ser utilizada para fixacéo
de pegas cirlirgicas maiores, na proporgao
aproximada de 10-20x o volume da peca.
‘ g Devem-se utilizar frascos grandes, com
Uiy | Sorueio o abertura larga, ou sacos plasticos especiais
'4;.\¥—~;!;,;“ para esse fim, firmemente vedados apés
e colocacao da peca. Importante e dupla
identificac&o (nome e data de nascimento
do paciente) em todos os recipientes.

Uo g,

2 — Frascos para biopsias de médio
tamanho, com abertura ampla, servem para
acondicionar pec¢as como linfonodos e
retalhos maiores de pele. O volume deve ser
completado com formalina tamponada 10%.

A e
FMULTIPAT %!

3 — Biopsias menores podem ser
acondicionadas em frascos pequenos,
fornecidos pelo Laboratério. Servem para
biopsias endoscopicas e pequenas lesdes
de pele, por exemplo.
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4 — A identificacdo adequada com etiqueta
fortemente adesiva, preenchida a lapis, é
fundamental para evitar troca ou perda de
amostras. A dupla identificacdo (nome e
data de nascimento do paciente) impede a
confusdo com homonimos. O uso de lapis (e
ndo de caneta) impede que o0 escrito se
dissolva em caso de vazamento da
formalina.

5 — Apos colocar o fragmento nos frascos, é
importante coloca-los em sacos plasticos
bem vedados e novamente rotuld-los com
duplaidentificacdo do lado de fora do
saco plastico. Se houver mais de uma
amostra do mesmo paciente, como mostra a
foto, ambas devem conter clara informacao
sobre seu conteudo. Por exemplo: mama
direita, mama esquerda; ou: fragmentos de
estbmago, fragmentos de duodeno etc.
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