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Introducao

* Fixacao.

e Clivagem.

e Desidratacao.
e Clarificacao.
 |nfiltracao.

* |nclusao.

* Microtomia.
e Coloracao.

e Selagem.

Referéncia: Rolls, G. Fixation and fixative — Factors influencing chemical fixation, formaldehyde
and glutaraldehyde. Leica Biosystems. Manual, 2012.



Fixacao

* Conjunto de eventos responsaveis por reduzir
a perda de tecido e/ou biomoléculas de
interesse, através da fixacao de componentes
subcelulares, seja por meétodos quimicos,
fisicos ou ambos combinados, impedindo a
liberacao e acao de enzimas liticas.

* Trata-se de impedir a autdlise!!!




Fixacao

* Objetivos:
— Prevenir a autalise.
— Prevenir a acao bacterina.
— Gerar boas laminas para o estudo.
— Manter o tecido o mais préximo do que era real.
— Preservar moléculas de interesse do estudo.
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Referéncia: Rolls, G. Fixation and fixative — Factors influencing chemical fixation, formaldehyde
and glutaraldehyde. Leica Biosystems. Manual, 2012.



Fixacao

* Efeitos sobre o tecido:
— Endurecimento.
— Solidificacao.
— Diferenciacao optica.
— Efeitos de coloracao.
— Perda discreta da amostra.
— Retracao da amostra.

Referéncia: Rolls, G. Fixation and fixative — Factors influencing chemical fixation, formaldehyde
and glutaraldehyde. Leica Biosystems. Manual, 2012.
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Fixacao

* Tipos de fixacao:
— Fisica:

» Utilizacao de fatores fisicos, como temperatura, ondas
eletromagnéticas ou agitacao molecular.

— Quimica:
» Utilizacao de substancias quimicas que formam reacoes

com sitios especificos ou inespecificos de biomoléculas,
impedindo alteracao tecidual.

Referéncia: Rolls, G. The process of fixation and the nature of fixatives. Leica Biosystems.
Manual, 2012.



* Denaturacao:

— Alteracdo da estrutura tercidria das [/ G
proteinas através da retirada da agua | d
das células, desestabilizando as SEEAG
ligacOes hidrofdbicas. '3

* Ligacao cruzada:

Referéncia: Rolls, G. The process of fixation and the nature of fixatives. Leica Biosystems.
Manual, 2012.



Fixacao Quimica

 Fixadores aldeidos:

— Formaldeido, glutaraldeido e paraformaldeido comercial.

* Agentes oxidantes:

— Tetroxido de 6smio, dicromato de potassio, permanganato de potassio e acido
cromico.

 Agentes desnaturantes ou coagulantes de proteinas:

— Metanol, etanol, acetona e acido acético.

* Mecanismo desconhecido:

— Cloreto de mercurio, acido picrico e sais de zinco.

* Combinacao de reagentes:

— Tetroxido de 6smio e glutaraldeido, tetréxido de dsmio e iodeto de zinco,
glutaraldeido e carbodiamida e formaldeido com glutaraldeido.

Referéncia: Rolls, G. The process of fixation and the nature of fixatives. Leica Biosystems.
Manual, 2012.




Formalina tamponada 10%. Alcool absoluto.

Referéncia: Rolls, G. The process of fixation and the nature of fixatives. Leica Biosystems.
Manual, 2012.



Fixacao

* Formaldeido:
— Concentracao original: 37% ou 40%.
— Formalina = Formaldeido a 10%.
— Reage com o oxigénio, gerando acido formico.
— Opcoes: carbonato de calcio e tampoes.
— Formalina neutra tamponada 10% (pH: 6,8-7,4):

* Formaldeido comercial........cccovvveeievininiiiiininnnnnne. 100mL
o Agua destilada........oocveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 900mL
* Fosfato de s6dio monobasico.......cccceevuvivvviiiinnnennnnn. 4g
e Fosfato de sodio dibasico ......ccceevvveviiiniiiiniiiiiininnnn, 6,5g

Referéncia: Caputo, L.F.G., Gitirana, L.B., Manso, P.P.A. Conceitos e métodos para a formacao de profissionais
em laboratdrios de saude. Capitulo 3: Técnicas histologicas. Manual da Fiocruz, volume2. 2005.



Hematina acida formalinica

Referéncia: Rolls, G. The process of fixation and the nature of fixatives. Leica Biosystems.
Manual, 2012.




Formaldeido

* Aleksandr Butlerov, em 1859.

* Ferdinand Blum, em 1865.

* Paradoxo penetracao-fixacao:
— Formaldeido e metileno-glicol.
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Referéncia: Thavarajah R et al. Chemical and physical basics of routine formaldehyde
fixation. Journal of Oral and Maxillofacial Pathology . 2012;16(3):400-405.



Formaldeido
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Formalina ®

® (Metileno glicol)

CH,0+H,0 5 CH, (OH),

Penetracao Fixacao

Referéncia: Cecil, H. et al. Formaldehyde fixation. The Journal of Histochemistry and
Citochemistry. 1985. Review.



Formaldeido

Metileno Glicol Metileno Glicol

Metileno Glicol Metileno Glicol




Formaldeido

 Aminas, purinas e tiois (1).
— Tempo da reacao: 24h-48 horas.

 Amidas, asparaginas, guanidinas e tirosinas (2).
— Tempo da reacao: 30 dias.
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Fatores que Influenciam a Fixacao

Lei de Fick

acr(x,t)
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[D] = X = _
[zireaJx [tempoJ [quantidade de particulasJ [tempoJ

Adolf Eugen Fick

Referéncia: Metz, B. et al. Identification of Formaldehyde-induced modifications in proteins. The
Journal of Biological Chemistry. 2003.



* Temperatura.
* pH.

* Volume.

* Tempo.

* Pressao.

e Superficie.

* Concentracao.
* Vasos capilares e fibras musculares.

Referéncia: Metz, B. et al. Identification of Formaldehyde-induced modifications in proteins. The
Journal of Biological Chemistry. 2003.




Effects of Preanalytical Variables on the Detection of
Proteins by Immunohistochemistry in Formalin-Fixed,
Paraffin-Embedded Tissue

Kelly B. Engel, PhD; Helen M. Moore, PhD
Arch Pathol Lab Med. 2011;135:537-543

* Concentracao, pH e tampao associado ou nhao.

 Formalina tamponada a 10%, pH5 a pH7.
* Pode haver variacao de acordo com anticorpo.
* Tris X PBS.

* Guidelines referem tamponamento com PBS.

* N3o existem dados sobre o tempo de uso do
fixador, preparacao comercial ou laboratorial.




Tissue fixation and the effect of molecular fixatives on
downstream staining procedures

William J. Howat and Beverley A. Wilson Methods. 2014 Nov: 70(1): 12-19

* Fixacao é parte vital de uma amostra tecidual e
nao pode ser subestimada.

e A escolha do fixador deve ser de acordo com o
objetivo do estudo.

 Formalina tamponada é o fixador mais utilizado.

* O uso de outros fixadores para deteccao de
antigenos, extracao de DNA, RNA ou proteinas
nao mostrou vantagem significativa quando
existe necessidade de avaliacao morfologica.




Arch Pathol Lab Med—Vol 138, Novernber 2014

Preanalytical factors Affecting FFPE Tissne—Bass et al

A Review of Preanalytical Factors Affecting Molecular,
Protein, and Morphological Analysis of Formalin-Fixed,

Paraffin-Embedded (FFPE) Tissue
How Well Do You Know Your FFPE Specimen?

B. Paiee Bass. Phi}: Kellv B. Eneel. PhD: Sarah B. Greviak. PhiD: Helen M. Moore. PhD

Comprehensive
(All 4 Analytes
Have Been Evaluated)

Incomplete
(Some but Not All Analytes
Have Been Evaluated)

Unexplored
(No Analytes Have Been Evaluated)

Cold ischemia

Decalcification

Fixation duration

Duration of paraffin block
storage

Postmortem interval

Warm ischemia time

Specimen size

Prefixation handling

Fixative buffer

Tissue to fixative ratio

Fixation temperature

Fixative delivery method

Dehydration reagent and conditions

Clearing reagent and conditions

Paraffin embedding reagent and conditions

FFPE block size or section thickness

Type of slide or adhesive

Slide drying duration and temperature

Storage duration of slide-mounted FFPE
sections

Pathology ink

Fixative age

Commercial versus in-house fixative

Use of recycled formalin

Movement during fixation

Light exposure during fixation

Fixation container

Fixation alone or with other biospecimens

Postfixation wash solution and conditions

Reagents and conditions of interim alcohol storage

Use of recycled dehydration and clearing reagents
Automated versus manual processing

Use of recycled paraffin for impregnation and embedding
Embedding conditions

Slide pretreatment

Equipment and conditions of sectioning and section transfer

Abbreviation: FFPE, formalin-fixed, paraffin-embedded.




Arch Fathol Lab Med—WVol 138, Movember 2074 Preanalytical factors Affecting FFPE Tissne—Bass et al

A Review of Preanalytical Factors Affecting Molecular,

Protein, and Morphological Analysis of Formalin-Fixed,
Paraffin-Embedded (FFPE) Tissue

How Well Do You Know Your FFPE Specimen?
B. Paiee Bass. Phi}: Kellv B. Eneel. PhD: Sarah B. Greviak. PhiD: Helen M. Moore. PhD

* Fragmento igual ou inferior a 3mm?.

* Tempo postmortem inferior a 4 horas.

* Tempo de isquemia fria inferior a 1 hora.

* Fixacao em formalina tamponada 10%.
 Tempo de fixacao entre 8 horas e 24 horas.
* Temperatura ambiente ou a 4°C.

* Blocos armazenados por menos de 1 ano.
 Laminas montadas por menos de 1 semana.




Processamento histologico

* Desidratacao:

— Alcool.
* Etanol (70%)-> 1mm/30’, 3mm/90’.
* Metanol.
* |sopropanol.

— Acetonal, fenol, etoxietanol, polietileno glicol e dioxano.
 Clarificacdo/Diafanizacao:

— Xilol.

— Benzeno, tolueno, butil acetato e cloroféormio.
* Infiltracdo/Impregnacao por parafina:

— Parafina (56°C a 57°C / 39°C a 68°C).

— Glicerina, nitrocelulose e acrilico.

Referéncia: Cecil, H. et al. Formaldehyde fixation. The Journal of Histochemistry and
Citochemistry. 1985. Review.



Imunoistoquimica

e 1991, Shin et al.

* Tempo, tampao, temperatura, tipo de recuperacao,
utilizacao de microondas.

 N3ao se sabe exatamente quais sao 0s epitopos com 0s
quais o formol reage, nem o mecanismo real de
recuperacao antigénica.
— Quebra das ligacdes cruzadas?
— Bloqgueio difuso das proteinas?
— Precipitacao de proteinas?
— Reidratacao do tecido?
— Remocao de complexos de calcio?
— Mobilizacao de parafina residual?

Referéncia: Eltoum |, Fredenburgh J, Grizzle WE. Advanced concepts in fixation: 1. Effects of fixation on
immunohistochemistry, reversibility of fixation and recovery of proteins, nucleic acids, and other molecules
from fixed and processed tissues. 2. Developmental methods of fixation. J Histotechnol. 2001.



Futuro?

* Expandir o uso de formalina tamponada a 10%.

e Otimizacao da qualidade de fixacao em relacao
ao tempo e volume.

* Avaliacao dos efeitos sobre proteinas, RNA e
DNA, considerando-se diferentes fixadores.

e Estudos de parametros técnicos relacionados a
diferentes fixadores em relacao a alteracoes
morfolégica em diferentes tecidos, bem como
referente a extracao de macromoléculas.




Obrigado




