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Téo boa é a sabedoria como a herancga,

e dela tiram proveito os que véem o sol.

Porque a sabedoria serve de defesa,

como de defesa serve o dinheiro;

mas a exceléncia do conhecimento é que a sabedoria da
vida ao seu possuidor.

Eclesiastes 7.11-12
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RESUMO

Introdugao: O formaldeido é o fixador mais utilizado na analise de tecidos
bioldgicos em laboratérios de Anatomia Patolégica, Anatomia e
Histotecnologia, mas s&o conhecidos os efeitos irritativos e toxicos
relacionados a exposicao frequente a essa solugao, quer pelo contato direto,
quer por inalagao. Objetivo: Desenvolver uma solugdo de formaldeido, sob
forma de gel, e testar sua aplicabilidade na fixagao de fragmentos de tecidos de
varios 6rgaos. Métodos: Foram descritos o desenvolvimento de formalina-gel,
nas concentragdes de 10% e 15%, e os testes de sua aplicabilidade por meio
da comparacgao da qualidade técnica das preparagdes histoldgicas de bidpsias
de coragao, rins, figado, bago, musculo esquelético, cérebro, pulmao e
estbmago de ratos da linhagem Wistar, em relagdo aquelas resultantes da
fixacdo em formalina liquida dos mesmos espécimes, em estudo duplo cego.
Resultados: Ao exame das 40 Iaminas histologicas por dois patologistas, néo
se verificaram diferengcas qualitativas entre os dois grupos. Conclusao: Os
achados parecem viabilizar a ampliagcdo da formalina-gel na fixacdo de
pequenas bidpsias, reduzindo os efeitos toxicos dos vapores da formalina
liquida pelo “aprisionamento” da molécula de aldeido ao agente gelificante.

Palavras-chave: Patologia. Fixagao de tecidos. Autdlise.



ABSTRACT

Introduction: Formaldehyde is the most commonly utilized fixative in the
analysis of biologic tissues in Anatomic Pathology, Anatomy and
Histotechnology laboratories, but the irritative and toxic effects associated with
the frequent exposure to this solution, either through direct contact or inhalation,
are well known. Objective: To develop formaldehyde in a gel form, and to test
its fixation ability in tissue fragments from many organs. Methods: One has
described the development of a formaldehyde-gel solution, with a 10% and a
15% concentration, and the tests of its applicability by the comparison of the
technical quality of histological preparations of heart, kidneys, liver, spleen,
skeletal muscle, brain, lung and stomach biopsies, taken from Wistar mice, to
those of same species, fixed with liquid formalin, within a double blinded design.
Results: An evaluation of 40 histology slides by two pathologists did not find
differences in quality between the two groups. Conclusions: These findings
support the feasibility of using formalin-gel in the fixation of small biopsies,
reducing the toxic effects of the steam of liquid formalin, by entrapping the
aldehyde molecule within the gelifying agent.

Key-words: Pathology. Tissue fixation. Autolysis.
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1. INTRODUGAO

1.1 Caracterizagao do problema

A ampla utilizagdo do formaldeido em diversos ambientes, inclusive nos
laboratérios de anatomia, anatomia patolégica e histotecnologia, oferece riscos a
saude humana como fator resultante da exposicédo a esta substéancia, quer pelo
contato direto com pele e mucosas, quer por inalagdo (CARSON, 2009). O
formaldeido possui propriedades teratogénicas, mutagénicas e carcinogénicas
(GRAFSTOM et al, 1985), conforme atestam estudos de instituicdes
internacionais como a International Agency for Research on Cancer (IARC),
Agéncia de Protecdo Ambiental (EPA) e a Ocupational Security and Health
Association (OSHA).

Tem-se verificado, ainda, que os residuos provenientes da utilizagdo do
formaldeido encontram-se presentes em niveis crescentes no ar dos centros
urbanos e em afluentes de aguas de esgoto (MCNARY, JACKSON, 2007).

Tendo em vista a problematica relacionada especialmente a biosseguranca,
este estudo propde o desenvolvimento e teste de um novo produto a base de
formaldeido que se mostre funcionalmente eficaz e seja menos nocivo ao
ambiente e, por consequéncia, a saude.

A solugcdo de formol, também denominada formalina, uma vez gelificada,
minimizaria a formag&o de vapores, pelo “aprisionamento” da molécula de aldeido
ao agente gelificante. A consisténcia gel também possibilitaria a redu¢do do
extravasamento da solugéo do frasco contenedor, nos acidentes de manejo de
bidpsias, o que auxiliaria a preservagcdo do meio ambiente. Partindo desses
pressupostos, a aplicabilidade do formol em gel se mostraria mais vantajosa, por
manter as propriedades de fixagcdo e conservacao, somando-se a comodidade no

uso e a baixa toxidade.
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1.2. Revisao da Literatura

O aldeido formico (formol), conhecido também como formaldeido, metanol
ou aldeido metilico, € um gas incolor, com cheiro sufocante, miscivel em agua,
acetona, benzeno, cloroférmio, alcool e éter etilico (MICHALANY, 2005). E obtido
mediante oxidagao catalitica do alcool metilico e comercializado em solucéo
aquosa (geralmente na proporc¢ao de 37% a 40% de formaldeido e 10% a 15% de
metanol), convenientemente estabilizada para evitar sua tendéncia a
polimerizagédo (OLIVEIRA, 2001).

O formaldeido tem massa molecular igual a 30,03, ponto de ebulicdo de
96°C, ponto de fusdo de — 15°C. Sua solugdo aquosa € 100% volatil, tem pH
variavel entre 2,8 e 4,0 e densidade igual a 1,081 g/cm?® (MSDS, 2000).

E utilizado como agente preservador e como um reagente em processos
quimicos em uma ampla variedade de produtos comerciais e de consumo
(MCNARY; JACKSON, 2007). Industrialmente, € empregado como componente de
algumas resinas e colas, na industria quimica e petroquimica, processamento
téxtil, industria de papel, processamento de madeira, ou como ingrediente ativo de
desinfetantes (OLIVEIRA, 2001).

E util na confeccdo de seda artificial, celulose, tintas e corantes, solucdes
de uréia, tiouréia, resinas melaninicas, vidros, espelhos e explosivos. Pode ser
utilizado para dar firmeza aos tecidos, borracha sintética, na coagulagédo da
borracha natural, no endurecimento de gelatinas, albuminas e caseinas, como
também na fabricagédo de drogas (BRASIL, INCA, 2009).

E também empregado como conservante, porque reage com DNA, RNA e
proteinas, danificando as células, causando a morte de microorganismos, do que
deriva sua agao fungicida, viruscida, bactericida e esporicida e seu uso para
embalsamar cadaveres, na confeccdo de germicidas, fungicidas agricolas e
pesticidas (LU; HEGEMANN, 1988)

Por suas propriedades de fixacdo e de conservagao de pecgas anatdmicas e
pelo baixo custo em relagdo a outras substancias e métodos, o formaldeido é

utilizado em larga escala nos laboratérios de estudos morfologicos, o que promove
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a exposicdo continuada de docentes, técnicos e alunos, a despeito da sua
toxidade e dos efeitos prejudiciais ao meio ambiente (FRANCESCHINI;
CARVALHO, 1993).

Segundo o ranking de impactos ambientais gerados por 45 produtos
quimicos proposto por Edwards et al. (1999), o formaldeido ocupa o 1° lugar
(OLIVEIRA, 2001). No processo de lavagem das pecas das aulas de anatomia, a
solugdo diluida de formol € descartada no esgoto, mas pode ser desprezada
também na forma concentrada, durante a manutencao e limpeza dos tanques e
recipientes contendo pecas anatémicas, para troca do liquido (OLIVEIRA, 2001).
Além disso, na produgédo do formaldeido (10 g/L) a partir do metanol (20 g/L), a
agua residual gerada contém altas concentragbes dessas substancias
(ZOUTBERG; DE BEEN, 1997).

1.2.1 Toxicidade do formaldeido

Instituicdes internacionais de pesquisa como a IARC, EPA e OSHA
classificam o formaldeido como agente carcinogénico (CASQUIMICA, 2008;
BRASIL, 2009).

O formol é toxico quando ingerido, inalado, infundido por via intravenosa,
intraperitoneal ou subcutanea ou quando entra em contato com a pele (OLIVEIRA,
2001).

A inalagdo deste composto pode causar irritagdo nos olhos, nariz, mucosas
e trato respiratério superior (BRETHERICK, 1986; DREISBACH, 1983;
GOSSELIN; HODGE; SMITH, 1984). Em altas concentragbes, pode causar
bronquite, pneumonia ou laringite (BRETHERICK, 1986; GOSSELIN; HODGE;
SMITH, 1984).

Os sintomas mais freqlientes no caso de inalagdo sao fortes dores de
cabeca, tosse, falta de ar, vertigem, dificuldade para respirar e edema da laringe e
pulmonar (CASQUIMICA, 2008; ROM, 1983). O contato com o vapor ou com a
solucdo pode deixar a pele esbranquicada, aspera e causar forte sensacédo de

anestesia e erosao na pele superficial. Longos periodos de exposigdo podem
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causar dermatite e hipersensibilidade, rachaduras na pele (ressecamento) e
ulceragbes principalmente entre os dedos; podendo ainda causar conjuntivite
(BRETHERICK, 1986; GOSSELIN; HODGE; SMITH, 1984).

O vapor de formaldeido irrita todas as partes do sistema respiratério
superior, pele e também afeta os olhos. Sua inalacdo pode causar irritacdo da
garganta, tosse, falha na respiragdo. Concentragdes de 25 a 30 ppm causam
danos severos ao trato respiratério, levando ao edema pulmonar e doencgas
pulmonares (OLIVEIRA, 2001), podendo mesmo ser fatal em altas concentragdes
(MSDS, 2000).

A maioria dos individuos pode experimentar os efeitos do formol em
concentragdes tdo baixas como 0,5 ppm e, conforme for aumentando a
concentracdo até o limite de exposicdo maxima, a irritacdo se da mais
pronunciada. O metanol, presente na formalina, afeta o nervo 6tico e pode causar
cegueira (OLIVEIRA, 2001).

Ha relatos de desordens e problemas menstruais em mulheres expostas a
concentracdes excessivas (CASQUIMICA, 2008).

A exposicdo ao vapor de formaldeido pode causar ressecamento de
mucosas e da conjuntiva, conjuntivite quimica e queimadura nos olhos. O contato
do liquido com os olhos pode causar ulcera na cornea e até a cegueira. A
severidade dos efeitos depende da concentracdo do produto e de quanto tempo
apos a exposicéo, os olhos foram lavados (CASQUIMICA, 2008).

A ingestdo causa dor imediata e intensa na boca e faringe (GOSSELIN;
HODGE; SMITH, 1984) Provoca dores abdominais com nauseas, dor de cabeca,
diarréia, vOmito, possivel perda de consciéncia e morte por faléncia respiratéria
(BRETHERICK, 1986; DREISBACH, 1983; GOSSELIN; HODGE; SMITH, 1984).
Outros sintomas como proteinuria, acidose, hematémese, hematuria, anuria,
vertigem, também podem ser observados (WINDHOLZ, 1983).

Ocasionalmente pode ocorrer diarréia (com possibilidade de sangue nas
fezes), pele palida, fria e umida, além de sinais de choque como dificuldade de
micgao, convulsdes, e estupor. A ingestdo também pode ocasionar inflamacéao e

ulceragdo /coagulagcdo com necrose na mucosa gastro-intestinal (GOSSELIN;
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HODGE; SMITH, 1984).

Podem, ainda, ser observadas lesées como corrosdo no estbmago e estrias
esofagicas e colapso circulatério e dos rins apdés a ingestdo. A inalagdo ou
aspiracédo do produto pode provocar severas alteracdes pulmonares ao entrar em
contato com o meio acido estomacal (GOSSELIN; HODGE; SMITH, 1984). Outras
consequéncias sao danos degenerativos no figado, rins, coragdo e ceérebro
(DREISBACH, 1983; THE PHARMACEUTICAL SOCIETY OF GREAT BRITAIN,
1979).

Formaldeido & toxico em contato com a pele, podendo causar irritagao,
odor, vermelhiddo e até queimaduras. Estudos mostram que o formaldeido pode
causar mutacées em células humanas, além de carcinogénese (GRAFSTROM;
CURREN; HARRIS, 1985).

Para que se possa avaliar o impacto ambiental e para a saude de
profissionais que necessitam entrar em contato com formaldeido puro ou em
solucao, trés informagdes sao necessarias. A primeira € que as concentracdes de
formaldeido no ar em laboratérios de anatomia atinge niveis entre 0,07 e 2,94
ppm. A segunda € que tais niveis expdem os profissionais a todo o espectro
sintomatolégico, desde uma irritagdo ocular e das vias respiratérias superiores,
que ocorre numa concentragcao de 0,1 ppm a 0,3 ppm, ater mesmo irritagdo dos
olhos, nariz e garganta, os quais ocorrem nas concentragdes entre 2 ppm a 3 ppm
(BRASIL, 2009).

A terceira informagao € que, segundo a OSHA, o limite maximo permitido
de exposicao continua ao formaldeido é de 5 ppm, sendo que, nos casos de pico,
a concentragcdo maxima deve ser de 10 ppm. O Criteria Document, publicado pelo
Instituto Nacional de Saude e Segurangca Ocupacional dos EUA (NIOSH),
recomenda que o limite maximo presente no ar seja de 0.1 ppm/15 ppm (BRASIL,
2009).

O formol é um produto inflaméavel. E um agente redutor, especialmente na
presenca de alcalis. E incompativel com aménia, alcalis, taninos, bissulfitos,
preparagdes ferrosas, cobre, sais de ferro, iodos, potassio e permanganato.

Também & incompativel com fendis. E violentamente reativo com 6xidos nitrosos,
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acido perférmico, nitrometano, carbonato de manganés e peroxido de hidrogénio,
podendo gerar misturas extremamente perigosas e explosivas (CASQUIMICA,
2008).

Quando em solugdo aquosa, o formol precipita-se em concentragdes
superiores a 40%, do que deriva a denominagao "formol puro" (MICHALANY,
2005).

1.2.2 Aplicabilidade da formalina

O formaldeido é de grande importancia para a fixagao de tecidos, na forma
diluida (formalina), para trabalhos e aulas de Anatomia e Patologia, para estudos
tanatologicos e, sobretudo, para o diagnostico de doengas (OLIVEIRA, 2001),
sendo utilizado para estudos histopatoldgicos sua solugdo aquosa a 10%, devido
ao seu baixo custo e simplicidade de uso (MICHALANY, 2005).

O exame histopatologico (histo=tecido, pathos=doenca e logus=estudo) € o
estudo morfolodgico (macro e microscopico). Tem aplicagdo corrente na medicina
para diagndstico das doencgas através de suas alteragdes histologicas. O produto
final deste € o laudo anatomopatolégico, que contém o resultado do exame,
diagnostico da doencga e, dependendo do caso, a extensao e as complicagdes da
mesma, bem como quadros associados (ANDRADE FILHO, 1987; BOGLIOLO,
1994; NUNES, 1998; ROBBINS, 1994; ROSAI, 1995; STEVENS; LOWE, 1996).

A fixagdo é um passo fundamental do processo do exame histopatolégico e
infelizmente muitas vezes negligenciado. A ma fixacdo de bidpsias e pecas
cirurgicas pode impossibilitar o éxito do exame histopatoldgico. Baseia-se em
manter, de modo definitivo, as estruturas citologicas e histolégicas das células e
tecidos, ou seja, evita a degradagdo do material em decorréncia de fenbmenos
autoliticos e permite a realizagdo de inumeras técnicas citologicas e
histopatologicas. Ha diversas formas de se fixar um tecido (fisico e quimico) sendo
a fixagao obtida através do uso de substancias quimicas (fixadores) (MICHALANY,
2005).
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1.2.3 Autolise celular

A autdlise post mortem é a destruicdo espontanea de células ou tecidos por
enzimas hidroliticas da propria célula (SHIMIZU et al., 1990), muitas dessas séo
lissossomais (GUIMARAES, 1982). A velocidade do processo autolitico varia
consideravelmente com a temperatura, o tipo de tecido e o teor de enzimas
hidroliticas (GUIMARAES, 1982).

Em necropsias, o intervalo post mortem é o fator que mais influencia na
autolise: quanto mais longo o tempo de 6bito, maior a intensidade do fenémeno
(KUMAR; ABBA; FAUSTO, 1999).

O modo do 6bito também pode influenciar o processo de autdlise, ou seja,
na morte de causa aguda ha autolise severa e, na morte crdnica, a autdlise é
moderada. Além do modo de ébito e do intervalo post mortem, outros fatores
como a temperatura do corpo na hora do 6bito e a hora do 6bito podem influenciar
na autolise (SHIMIZU et al., 1990).

A refrigeracdo retarda a autdlise por reduzir a atividade das enzimas
hidroliticas e o crescimento das bactérias (GUIMARAES, 1982). A catepsina, uma
proteinase intracelular encontrada em muitos tecidos animais e abundante no
figado, rim e baco, € uma das enzimas mais importantes no processo autolitico.

Hibbs e Black (1963) realizaram um estudo com miocardio de ratos em
varios intervalos post mortem, procurando determinar a extensao e a natureza das
alteracbes de autdlise ocorridas durante as primeiras 10 horas. Os autores
concluiram que espécimes obtidas de autdpsias devem ser usados para estudar
as alteragdes ocorridas no tecido com a autdlise, para poder diferencia-las das
alteragdes produzidas por doengas.

Armige et al. (1976) estudaram as mudancgas morfolégicas e bioquimicas de
autélise no musculo cardiaco de oito cachorros em diferentes periodos de post
mortem. Determinaram a relagdo da mudancga do Ph, conteudo de acido lactico e
aparéncia morfolégica durante a autdlise. O resultado foi que houve uma
diminuicdo do pH e um aumento de acido latico ja com 10 minutos post mortem.

Em microscopia 6ptica e eletrbnica, foram observadas pequenas alteracbes de
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autdlise nos nucleos, incluindo clumping de cromatina e picnose. Concluiram que
a diminuicdo do pH e um aumento de acido latico tém relagdo com alteracdes
morfologicas ocorridas na autdlise.

Pentilla e Ahonem (1976) avaliaram os efeitos da autdlise no miocardio de
rato, por 20 dias, através da microscopia eletrénica e histoquimica de enzimas. As
enzimas foram perdendo as atividades durante a autélise prolongada e mudangas
ultra-estruturais foram vistas apd6s um pequeno periodo de tempo de autdlise. Os
autores concluiram que as estruturas do miocardio do rato sédo resistentes aos
efeitos da autdlise em temperatura ambiente e que os achados ultra-estruturais
mostram uma rapida perda do glicogénio associado com um rapido
desaparecimento histoquimico da atividade da fosforilase do miocardio durante a
autdlise.

Nevalainen e Anttinen (1977) realizaram um estudo ultra-estrutural e
funcional das alteragcdes nas células acinares pancreaticas durante a autdlise de
ratos wistar e concluiram que ocorre a perda gradual da organizagao estrutural até
chegar a desintegracao celular.

Shimizu et al. (1990) também avaliaram a autdlise de pancreas em 92
necropsias e descreveram, como caracteres de necrose, ou a caridlise, picnose e
cariorrexe. Nessa avaliagao foi considerada a idade, sexo, raga, causa da morte,
intervalo post mortem, temperatura do corpo no momento da morte e modo da
morte. Concluiram que o intervalo apés a morte é o fator que mais influencia na
autdlise, provocando o aumento desta com o passar do tempo.

Pallot, Seker e Abramovici (1992), examinaram os efeitos post mortem na
estrutura do corpo carotideo de ratos wistar em diferentes intervalos (0, 2, 4, 8, 16
e 24 horas). As pegas foram fixadas em formalina neutra tamponada a 4%.
Percebeu-se que as pecas examinadas imediatamente apds a morte, tinham a
célula tipo | com morfologia similar ao normal e com a demora da fixagao, a célula
sofreu autdlise, concluindo que a demora para fixar pode causar danos as células.

Outros estudos como os de Munoz et al. (1999) (miocardio em cachorros

adultos), Tomita et al. (2004) (rim, pancreas, figado, coragdo e musculo cardiaco

23



em ratos wistar) com diferentes tempos de fixagdo evidenciaram alteragdes
autoliticas significantes embasando a correlagédo com o tempo apds o obto.

Tomita et al. (2004), concluiram que o processo de autdlise depende de
varios fatores como a temperatura, umidade do ar e tipo de ambiente e por isso,
deve-se levar em consideracgéo os efeitos da extirpacéo.

O material colhido deve ser colocado imediatamente em solugao fixadora. A
fixagdo € imprescindivel porque impede a autdlise do tecido, enrijece o material
mantendo as células e o estroma em condi¢cbes proximas de seus aspectos no

vivo, permitindo assim o estudo morfoldgico.

1.2.4 Mecanismo de ag¢ao da formalina

O mecanismo de acao deste fixador se deve a aquilacdo de radicais amino,
carboxil, oxidril e sulfidril de proteinas e acidos nucléicos das células, formando
pontes metilénicas ou etilénicas, o que impede que esses compostos realizem
suas fungdes (OLIVEIRA, 2001).

A fixagao dos tecidos com formalina (ou formol a 10%) provoca a inativagéo
enzimatica, impedindo a autdlise celular. Dessa forma, o objetivo de uma solugéo
fixadora, no caso de tecidos vivos, € matar a célula conservando suas estruturas
com as caracteristicas que tinham em vida (GENOVESE, 1992; OLIVER; SLOAN;
PEMBERTON, 2004).

O aldeido férmico atua como fixador interagindo com os aminoacidos lisina
e arginina. Tal fixador ndo provoca precipitagdo de proteinas, ndo preserva
gorduras livres, porém fixa lipideos complexos, provoca leve precipitagdo de
outros constituintes celulares e néo € o fixador de elei¢do para carboidratos (LAB
& VET, 2007).

O &cido formico é um dos produtos de degradagao do formol, sendo que tal
acido frequentemente interage com a hemoglobina produzindo um pigmento
acastanhado chamado de "pigmento de formol" ou hematina. O uso de solugéo
tampao evita a acidificacdo do fixador, impedindo assim o aparecimento do
pigmento de formol (LAB & VET, 2007). Ou seja, se a formalina (formol a 10%)
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estiver com pH em torno de 7.0 (neutro) ndo havera a formacgédo desses

pigmentos.

1.2.5 A importancia da boa fixagao de tecidos no laboratério de
Morfologia

As células e seus constituintes quando nao fixadas corretamente mostram
distor¢cao e retragdo que dificultam sua avaliagdo (FOX; JOHNSON; WHITINNG,
1985), podendo impossibilitar o éxito do exame histopatolégico (MICHALANY,
2005).

A fixagdo apropriada mantém as caracteristicas do tecido e minimiza o
aparecimento de artefatos que podem dificultar o exame histopatolégico e
conduzir ao erro no diagnéstico final (OLIVER; SLOAN; PEMBERTON, 2004).

A busca por adequada solugdo fixadora €& importante para o estudo
histoldgico de diferentes tecidos bioldgicos (NEVES et al, 2006).

O tempo de fixagdo, o tamanho da amostra e a capacidade de penetragéo
do fixador sdo pontos importantes para a obtencdo de bom material para
histomorfologia, histoquimica e avaliagdo imunolégica (SALMITO-VANDERLEY;
NEVES; SANTANA, 2002).

A fixacdo é o fator isolado de maior influéncia dentre as etapas que
constituem o processamento de tecidos para exame histolégico. Quase todas as
etapas podem ser corrigidas por reprocessamento, caso haja algum problema
técnico. Assim por exemplo, os corantes, na sua maioria, podem ser removidos
para corrigir problema de intensidade ou especificidade. Em contraste, a ma
fixagdo produz danos permanentes (CARSON, 2009).

Para garantir uma boa fixacdo as biopsias e pecgas cirurgicas devem ser
imersas no fixador, logo apos sua retirada, em quantidade de fixador cerca de no
minimo 10 vezes o volume do material. Como a solucdo é consumida pelos
tecidos, o volume deve ser suficiente para garantir a fixagdo do centro da pecga. As
pegas cirurgicas grandes devem ser abertas para melhor penetracédo do fixador
(ABULAFIA, 1973; CARVALHO, 1971; FLEURY, 1978; GREIN, 1981;

25



MICHALANY, 2005, NEVES; MARTINS; GENOVESE, 1992; OLIVER; SLOAN;
PEMBERTON, 2004; TOMMASI, 2002).

Na selecdo das amostras para exame histologico as secgdes
encaminhadas nos cassetes correspondentes ndo devem ultrapassar 3 mm de
espessura.

Do mesmo modo, tanto no processamento manual quanto no histotécnico
(processador de tecidos) o ideal é ndo processar em conjunto pequenas bidpsias
e espécimes maiores no mesmo processador. Quando isso ocorre, leva ao super
processamento e excesso de desidratagdo das biopsias e sub-processamento e

desidratacao incompleta dos espécimes maiores (CARSON, 2009).

1.2.6 Agentes formadores de géis

As substancias formadoras de géis sao polimeros, que quando dispersos
em meio aquoso assumem conformagado doadora de viscosidade a preparagao.
Pode-se definir o gel como uma preparagéo semi-sélida composta de particulas
coloidais que ndo sedimentam (ficam dispersas) (SBRT, 2009a).

De acordo com as caracteristicas dos polimeros, os géis podem apresentar
natureza ibnica ou nao-ibnica. Os géis de natureza n&o-ibnica possuem
estabilidade em ampla faixa de pH, tornando-se possivel a veiculagdo de
substancias de carater acido, como os alfa-hidroxiacidos. Ja os de carater
anidnico sdo pH dependentes, ou seja, apresentam-se estaveis em pH neutro ou
préximo do neutro (MAIA CAMPOS; BOMTEMPO; LEONARDI, 1999).

Dentre as matérias primas usadas na preparacdo de géis, tem-se
destacado os &cidos carboxivinilicos (Carbopois®) e os acidos poliacrilicos
(Pemulen®). O tipo de polimero empregado na formulacéo do gel pode influenciar
o comportamento reoldgico desta e, portanto, pode influenciar a estabilidade fisica
do produto. As caracteristicas reologicas sao propriedades importantes a serem
consideradas na fabricagao, estocagem e aplicagdo de produtos de uso tépico.
Cada categoria de produto deve apresentar, assim, um comportamento reolégico

adequado a aplicacao respectiva, sendo conveniente conhecer as velocidades de

26



deformacao das operagdes a que vao estar sujeitos (LEONARDI; MAIA CAMPOS,
2001).

Existem varios tipos de géis, os mais comuns como, por exemplo, o gel
para ultrassonografia ou gel condutor, que é produzido a partir dos polimeros:
Netrosol® ou Carbopol®.

O Natrosol® ou Hidroxietilcelulose (HEC) é um solido higroscdpico na forma
de po classificado como n&o perigoso que quando em contato com a agua, forma
uma espécie de gel.

A resina Carbopol® constitui uma familia de polimeros hidrosoltveis que sdo
empregados para espessar e dar viscosidade em solugdes e estabilizar emulsoes.
O seu nome comercial é: Carbopol 940°, Carbopol® Ultrez®, Pemulen e sua
férmula estrutural é: (CH3CH2)n-COOH (SBRT, 2009a).

A resina Carbopol® apresenta-se na forma de um p6 branco de odor
ligeiramente acido. Deriva-se dos polimeros do acido acrilico, que devido aos
grupamentos carbonila advém a maioria de suas propriedades e emprego. A
resina Carbopol® é obtida pela sintese e polimerizagdo do acido acrilico e
dependendo da cadeia carbbnica e variagdo do grupo carboxila, consegue-se
obter diversos tipos de resina Carbopol®. O Carbopol 940®° é o que tem maior
viscosidade e é o mais utilzado nos hidro-alcodlicos claros e transparentes. O
Carbopol 940® tem a capacidade de produzir solugdes e emulsdes em qualquer
viscosidade até gel. E usado para suspender ingredientes n&o sollveis e como
estabilizante de emulsdes (SBRT, 2009a).
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2. OBJETIVOS

2.1. Geral

Desenvolver e testar a formalina sob a forma de gel para uso na fixagdo de

pequenas biopsias.

2.2. Especificos

e Gelificar a formalina (10% e 15%) por meio de testes utilizando dois
principais agentes formadores de géis um natural e o outro sintético;

e Analisar possiveis diferencas qualitativas entre os tecidos fixados pela
formalina liquida a 10% (grupo controle) por 12 horas e tecidos fixados em
formalina-gel em concentragbes de 10% e 15% por 12 horas e por 24 horas

de fixagao (grupos experimentais).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Tipo de estudo:

O estudo ¢ do tipo qualitativo, descritivo com comparacao de grupos.

3.2. Etapas de desenvolvimento da formalina-gel a partir da
solugéao de formaldeido de uso comercial

Essa dissertacdo segue a linha de pesquisa do autor em desenvolvimento
de novos produtos e processos biotecnologicos para aplicagdo em analise
morfologica, em especial em Anatomia Patolégica, parte destes objetivando maior

biosseguranga, com varios trabalhos apresentados em congressos (Apéndice C).

3.2.1 Teste para sele¢cao do melhor agente formador de gel para
formalina

Para a gelificacdo da formalina, foram realizados varios ensaios pilotos,
testando-se duas principais substancias formadoras de geéis conhecidas no
mercado (o Natrosol® Hidroxietilcelulose (HEC) e o Carbopol 940%), essas
substancias sao usadas na preparacao de géis comuns, como, por exemplo, 0os
lubrificantes intimos e os utilizados na realizagdo de exame de ultrasson.

Para a selecdao da substancia ideal, foram verificados propriedades
reologicas, como viscosidade e estabilidade aparente da formalina-gel e algumas
caracteristicas importantes como: turbidez, precipitacdo, alteracdo da cor,

alteracao de odor, viscosidade, separacao de fases, transparéncia e pH.
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3.2.2 Preparo da formalina-gel em dois diferentes agentes gelificantes e em

duas concentragoes diferentes:
3.2.2.1 Formalina-gel a 10% utilizando o Natrosol® Hidroxietilcelulose (HEC)

Composicao:

3 g de Natrosol®

900 mL de agua destilada

100 mL de formaldeido (37%)

20 gotas hidroxido de sodio a 10%

Modo de preparo:

Em uma cuba de plastico redonda adicionou-se 900 mL de agua destilada e
100 mL de formaldeido.

Na solucdo formada dissolveu-se 3 g de Natrosol®, com o auxilio de
agitador (batedeira adaptada) em rotacao lenta.

Ap0s total diluigdo por uma hora, ainda sob agitagao, adicionou-se 20 gotas

de hidréxido de sodio a 10% (para a gelificagao)
3.2.2.2 Formalina-gel a 15% utilizando o Natrosol® Hidroxietilcelulose (HEC)

Composicao:

3g de Natrosol®

850 mL de agua destilada

150 mL de formaldeido (37%)

15 gotas de hidréxido de sodio a 10%

Modo de preparo:

Em uma cuba de plastico redonda adicionou-se 850 mL de agua destilada e
150 mL de formaldeido.
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Na solugdo formada dissolveu-se 3 g de Natrosol®, com o auxilio de
agitador (batedeira adaptada) em rotagao lenta
Ap0os total diluigdo por uma hora, ainda sob agitagao, adicionou-se 15 gotas

de hidréxido de sodio a 10% (para a gelificacao)
3.2.2.3 Formalina-gel a 10% utilizando o Carbopol 940° (Figura 12)

Composicao:

1 g Carbopol®

900 mL de agua destilada

100 mL de formaldeido 37%

28 gotas de hidroxido de sodio a 10%

Modo de preparo:

Em uma cuba de plastico redonda adicionou-se 900 mL de agua destilada e
100 mL de formaldeido.

Na solugcdo formada dissolveu-se 1 g de Carbopol®, com o auxilio do
agitador (batedeira adaptada) em rotacéao lenta.

Apos total diluigdo, por 10 minutos, ainda sob agitagdo, adicionou-se 28

gotas de hidréxido de sodio a 10% (para a gelificacao).
3.2.2.4 Formalina-gel a 15% utilizando o Carbopol 940°

Composicao:

1 g Carbopol®

850 mL de agua destilada

150 mL de formaldeido 37%

28 gotas de hidroxido de sédio a 10%
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Modo de Preparo:
Em uma cuba de plastico redonda adicionou-se 850 mL de agua destilada e
150 mL de formaldeido.
Na solugcdo formada dissolveu-se 1 g de Carbopol®, com o auxilio do
agitador (batedeira adaptada) em rotacao lenta.
Apos total diluigdo, por 10 minutos, ainda sob agitagdo, adicionou-se 28

gotas de hidréxido de sodio a 10% (para a gelificacéo).

3.3. Obtencao dos espécimes para fixagao e teste da formalina-
gel

Para testar histologicamente as propriedades de fixagdo do formol-gel,
foram utilizados fragmentos teciduais (medindo aproximadamente 0,5 X 0,6 X 0,5
cm) de dois animais eutanasiados, pertencentes ao grupo controle da pesquisa de
Bruna da Rosa Maggi San’t Helena, intitulada “Estudo de alguns parametros
cardiovasculares em ratos desnutridos e normonutridos em diferentes estagios de
desenvolvimento”, desenvolvida em 2007 com protocolo n°® 23076.008507/2007-
16, aprovado pelo Conselho de Etica em Experimentagdo Envolvendo Animais do
Centro de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de Pernambuco através do
oficio n°® 84 2007 (Anexos 1 e 2).

3.4. Manipulagao dos animais experimentais

Dois ratos machos albinos de linhagem Wistar, saudaveis, foram mantidos
no Biotério do Departamento de Nutricdo - CCB até atingir idade adulta (com 90
dias de vida e peso de £ 350 g) hidratados e alimentados com agua filtrada, ragéo
industrial Labina, repecivamente, vivendo em ambientes climatizado
(aproximadamente 22°C) e com ciclos de iluminagéao artificiais (dia e noite).

Os animais foram submetidos aos procedimentos de anestesia, eutanasia,
coleta de érgéos e tecidos, seguido do congelamento da carcaga até o descarte
no lixo biolégico pelo Departamento de Patologia do Centro de Ciéncias da Saude

da Universidade Federal de Pernambuco.
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A droga utilizada para anestesia foi o Pentobarbital, na dosagem de 50

mg/Kg, via intraperitoneal, no volume de 0,5 mL de Nembutil (6,5 g/ 100 mL).

3.5. Selecao dos tecidos para exame histolégico

Os 6rgéos retirados dos animais foram: Coracéo, rim, figado, bago, musculo
esquelético, cérebro, pulmao, estémago.

Para de evitar autdlise, a coleta do material apés a eutanasia, foi feita em
duas etapas: os 6rgaos compactos como o figado, pulmao, rim, bago e musculo
esquelético foram biopsiados em apenas um animal;, e numa segunda etapa,
utilizando outro animal, foram colhidas as amostras dos 6rgdos ocos como:
coragao e estomago. Assim, o tempo entre a colheita e a fixagdo foi minimizado,
para que fendmenos autoliticos nao interferissem no resultado da pesquisa.

As amostras dos tecidos estudados foram separadas em cinco grupos de
acordo com o procedimento de fixacdo, o qual foi realizado em temperatura

ambiente.
Grupo controle
e (FL10%12h): tecidos fixados em formalina liquida (FL) a 10%, por 12 horas,
com pH tamponado em solugéo de fosfato de sédio monobasico e dibasico,

em torno de 7,0.

Grupo teste (todos fixados sem necessidade de tamponamento)

(FG10%12h):
(FG10%24h):
(FG15%12h): tecidos fixados em formol-gel a 15%, por 12 horas;
(FG15%24h):

tecidos fixados em formolina-gel a 10%, por 12 horas;

tecidos fixados em formol-gel a 10% por 24 horas;

tecidos fixados em formol-gel a 15% por 24 horas.
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3.6 Processamento histolégico

Para inclusdo em parafina, os tecidos coletados foram submetidos as
etapas de rotina abaixo (MICHALANY, 2005):

1. Lavagens sucessivas em agua destilada;

2. Desidratagdo em sucessivos alcoois de concentragbes crescentes:
(70, 80, 90 e 100%) por 40 minutos cada, em temperatura ambiente;

3. Diafanizacao e clarificacéo: alcool-xilol, xilol 1 e xilol 2 por 40 minutos
cada, em temperatura ambiente;

4. Impregnacao em parafina 1 e parafina 2, por 30 minutos cada, na
estufa a 60°C;

5. Inclusdo em blocos de parafina;

6. Execucdo da microtomia e pescagem dos cortes histologicos em
duas laminas por grupo;

7. Secagem e adeséao dos cortes nas laminas, por 20 minutos na estufa
a 60°C;

8. Desparafinizacdo das preparagdes histoldgicas pelo xilol 1 e xilol 2
por dez minutos;

9. Hidratacdo em sucessivos banhos de propor¢des decrescentes de
alcoois: 100%, 90%, 80%, 70% e agua potavel;

10. Coloracéo das laminas pela Hematoxilina e Eosina (HE);

11. Desidratacéao, clarificagdo e montagem das preparagdes com resina

e laminula.

3.7. Exame das preparacgoées histologicas

Foram analisadas 40 laminas, considerando os oito grupos segundo o
orgao de procedéncia do material de bidpsia e os cinco grupos experimentais,
considerando os meios de fixagao.

Cada grupo esteve constituido por cinco laminas diferenciadas segundo o

agente de fixagao, das quais quatro foram fixadas com a preparagao de formalina-
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gel em concentragdes de 10% ou 15%, com tempos de fixagdo de 12 h ou 24 h, e
uma lamina, com formalina liquida a 10%, submetida a fixagdo por 12 horas, que
se constituiu o padrao.

Para anadlise da qualidade da preparagao histologica, foi considerada a
concordancia de avaliagao das 40 laminas segundo érgao biopsiado, feita por dois
anatomopatologistas (aqui denominadas X e Y), as quais desconheciam o agente
de fixagado de cada lamina.

As preparagbes foram codificadas, como segue: (1) = fixagdo com
formalina-gel a 15%, durante 24 h; (2) = fixagdo com formalina-gel a 15%, durante
12 h; (3) = fixacdo com formalina-gel a 10%, durante 24 h; (4) = fixacdo com
formalina-gel a 10% durante 12 h; (5) = fixacdo com formalina liquida a 10%,
durante 12 h.

Realizou-se analise subjetiva baseada nas indagacgbes especificadas no
Apéndice A. Cada examinadora respondeu se havia diferengas na qualidade
técnica das laminas quanto a permitir ou ndo o exame histolégico / diagndstico
acurado. A seguir classificaram as laminas em graus decrescentes de qualidade
especificando o provavel problema responsavel pelo resultado final da preparacao
histoldgica considerada de pior qualidade.

O grau de associagao ou correlagao entre os dois conjuntos de postos, ou
seja, o grau e a semelhanga entre as duas ordenagdes das laminas com material
de bidpsia de cada 6rgao foram determinados pelo coeficiente de correlagéo por
postos de Kendall (Tau a = 1), j@ que as variaveis X e Y tinham nivel de
mensuracao ordinal, permitindo atribuir a cada avaliagdo um posto, tanto para X
quanto para Y, e ndo havia empates para um mesmo avaliador.

O coeficiente 1t representa uma probabilidade, ou seja, € a diferenca de
probabilidade de as duas variaveis estarem na mesma ordem e a probabilidade de
estarem em ordem diferente (ABDI, 2007).

Para o calculo de t, admitiu-se que as avaliagdes do anatomopatologista X
estavam em ordem natural, de tal forma que a hipétese nula representou a

auséncia de diferenca entre as duas classificacbes e a hipotese alternativa
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significou que a classificacdo dos dois avaliadores diferia significantemente, em
nivel de significancia de 0,05.

Em uma segunda etapa, o examinador Y revisou todas as laminas
histolégicas com conhecimento prévio do tipo de fixador, concentragédo e tempo de
fixagdo. Nessa etapa, foram analisadas diferencas qualitativas e elaboradas
hipéteses quanto as possiveis causas responsaveis pelas diferengas encontradas,

as quais foram anotadas em uma ficha padrao (Apéndice B).
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4. RESULTADOS

4.1 Desenvolvimento da formalina-gel

Para determinagcdo da substancia formadora de gel, obteveiveram-se
resultados satisfatérios com a utilizacdo do carbopol940°®, tais como: consisténcia
de gel, boa estabilidade, viscosidade, transparéncia, refringéncia e pH ideal
(pH=7,0). Por outro lado, com o natrosol®, produziu-se uma consisténcia semi-
liguida inadequada, observando-se ainda turbidez, baixas refringéncia e
transparéncia, presenca de instabilidade, maior odor e pH acido (pH=5,0).

O Quadro 1 mostra as diferengas de caracteristicas aparente na obtencao

do gel com a utilizagdo do Natrosol® em comparagdo com o Carbopol 940°.

PARAMETROS Natro?j(é:‘NTES FORMADORES Dga?tism@
Turbidez Torna-se tyrvo com o uso do N&ao se torne’l turvo com o uso do
formaldeido a 10% e 15% formaldeido a 10% e 15%
Estabilidade Instavel Estavel
Precipitacéo Ausente Ausente
Alteracao da cor Ausente Ausente
Alteracao de odor Ausente Presente com minimizacao olorosa
Viscosidade Semi-liquida Semi-solida
Separagao de fases Nao forma Nao forma
Transparéncia Ruim Boa
Refringéncia Baixa Excelente
pH 5.0 7.0

Quadro 1 - Compara(géo entre as caracteristicas aparente do gel obtido com o Natrosol” e
com o Carbopol 940
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Ao final dos experimentos, obteve-se, para um quilo de formalina-gel, a

seguintes férmulas:

1) Composicao formalina-gel a 10%

carbopol940®. ..., 19

agua destilada ...........vvviviiiiiie 900 mL
formaldeido @ 37%.....ccovvvuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiee 100 mL
hidréxido de s6dio @ 10%.......cccvveviiieveeeeeeienes 28 gotas

2) Composicao formalina-gel a 15%

carbopol940®.........ouiieeeeeeeeeeeeeee, 19
aguadestilada ........ccccoceeeiiiiiii 850 mL
formaldeido @ 37%....cccoevvmiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiie 150 mL
hidroxido de s6dio @ 10%....c..eeeveeeeeieiiiiiiiiininnnne 28 gotas

4.2 Testes da formalina-gel como fixador de fragmentos teciduais

No que toca a qualidade técnica do tecido processado por ambos os
meétodos (FL ou FG), independentemente da concentracao utilizada (10% ou 15%)
e tempo de fixagdo (12 ou 24 horas), houve concordancia completa entre os
patologistas quanto a auséncia de defeitos técnicos que inviabilizassem o exame
histolégico ou diagndstico acurado, tampouco se observaram sinais de ma fixagao
como autdlise, retracdo tecidual ou formacdo de pigmento heme-formalina
(Figuras 1 a 11).

Os examinadores relataram dificuldades no estudo cego, para estabelecer
diferengas entre as cinco preparacgdes histolégicas de cada érgao e estabelecer
por ordem decrescente quais as melhores e as piores. Ambos referiram que
possivelmente haveria diferencga intra-observador, se o material fosse reavaliado.

Na Tabela 1, estdo expressas as classificagdes atribuidas pelos
anatomopatologistas a cada lamina, segundo o 6rgéo analisado, assim como o0s

respectivos valores de t e os niveis de significancia.
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Constatou-se nao haver diferenga significante entre as avaliagdes, excegao
feita para a ordenacao das preparagdes de pulmao, para a qual houve diferenca
significante entre os avaliadores. Nas laminas de pulmdo, as avaliagbes dos

anatomopatologistas dependeram do fixador empregado.

Tabela 1 — Distribuicdo das avaliagées de qualidade das preparagoes histopatolégicas
realizadas por dois anatomopatologistas e de sua significancia segundo coeficiente de
Kendall

—_— . Ordenacgéo de postos por qualidade Valor de
Orgdo analisado Avaliadora X Avaliadora Y 0 valor de p
1° 2° 3° 4/ 5° 1° 2° 3° 4° 5°

Bago 3 4 1 5 2 5 3 4 1 2 0,400 0,242
Rim 2 4 3 5 1 5 2 4 1 3 0,200 0,408
Coragéo 3 2 5 1 4 5 3 2 1 4 0,600 0,117
Musculo esquelético 4 1 5 2 3 4 3 5 2 1 0,000 0,592
Figado 1 3 2 5 4 5 3 1 2 4 0,200 0,408
Cérebro 1 3 5 4 2 1 3 4 2 5 0,600 0,117
Pulméo 1 4 3 2 5 5 2 3 1 4 -0,800 0,042*
Estébmago 5 1 4 3 2 5 3 2 1 4 0,200 0,408

Legenda: Solugdes: 1 — FFG 15% 24 h, 2 — FG 15% 12 h, 3— FG 10% 24 h, 4 — FG 10% 12 h, 5 — FL 10% 12
h, * p < 0,05

Quanto a concordancia entre as avaliagcbes dos anatomopatologistas,
identificou-se que mais frequentemente houve concordancia em preparagdes
fixadas com formalina-gel a 10%, quando comparada as preparagbes a 15%
(Quadro 2).

Constatou-se também que as concordancias em laminas fixadas com
formalina-gel a 15% se acompanharam de concordancia para aquelas fixadas com

formalina-gel a 10%, mas o inverso nao foi verdadeiro (Quadro 2).

Ordenacéo por qualidade

A . Formalina Formalina Formalina Formalina Formalina
Orgdo analisado o o\'q5u 24 gel 15% gel 10% gel 10%  liquida 10%
h) (12h) (24h) (12h) (12h)
Baco X
Coracao X X
Mdusculo X X X
esquelético
Figado X X
Cérebro X X
Pulmao X
Estdmago X

Quadro 2 - Distribuigao das concordéancias de avaliag6es de qualidade das preparagoes
histopatolégicas realizadas por duas anatomopatologistas, segundo fixador empregado
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Em apenas trés o6rgados (bago, coracdo e figado) houve concordancia
quanto a lamina de menor qualidade técnica que correspondeu, respectivamente,
a solucédo 2 (formalina-gel 15%, 12 horas) no bago, solugéo 4 (formalina-gel 10%,
12 horas) no figado e coragédo. Houve concordancia quanto a melhor preparagao
histolégica no exame do musculo esquelético que correspondeu a solugao 4
(formalina-gel 10%, 12 horas), no cérebro, a solugdo 1 (formalina-gel 15%, 24
horas) e no estdmago, a solugdo 5 (formalina liquida a 10%, 12 horas).

Na avaliagcdo onde houve concordancia quanto a menor qualidade técnica,
o0 examinador X relatou os seguintes problemas: menor detalhe nuclear, pior
coloragéo e discreta falha na desidratagcao do tecido. O avaliador Y relatou maior
acidofilia e aspecto algo comprimido do tecido.

Na segunda avaliacédo pelo patologista Y, conhecendo previamente o tipo
de fixador, concentragao e tempo de fixagdo, manteve-se a impresséo de aumento
da eosinofilia na maior parte das laminas fixadas pela formalina-gel (Figuras 5, 7 e
8). Notou, ainda, no pulméo, discreta redugdo no didmetro das cavidades
alveolares no grupo fixado pela formalina-gel em relagdo ao grupo controle fixado

com formalina liquida (Figuras 1 e 2).

Y Iy
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Figura 1: Cortes histolégicos de alvéolos pulmonares
Legenda: A: Grupo controle fixado em formalina liquida a 10% por 12 horas (HE, 100X) B: Grupo
controle fixado em formalina liquida a 10% por 12 horas (HE, 400x)
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Figura 2: Cortes histologicos de alvéolos pulmonares
Legenda: A: Grupo teste fixado em formalina-gel a 10% por 12 horas (HE,100x), B: Grupo teste
fixado em formalina-gel a 10% por 12 horas (HE, 400x)
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Figura 3: Cortes histolégicos de figado, observando-

hepatécitos

Legenda: A: Grupo controle fixado em formalina liquida a 10% por 12 horas (HE, 400x); B:
Grupo teste fixado em formalina-gel a 10% por 12 horas (HE, 400x)




Figura 4: Cortes histolégicos de foliculo linfatico em bago
Legenda: A: Grupo controle fixado em formalina liquida a 10% por 12 horas (HE, 400x);
B: Grupo teste fixado em formalina-gel a 10% por 12 horas (HE, 400x)

Legenda: A: Grupo controle fixado em formalina liquida a 10% por 12 horas (HE, 400x);
B: Grupo teste em formalina-gel a 10% por 12 horas (HE, 400x)

Figura 6: Cortes transversais de fibras de musculo esquelético
Legenda: A: Grupo controle fixado em formalina liquida a 10% por 12 horas (HE, 400x);
B: Grupo teste fixado em formalina-gel a 10% por 12 horas (HE, 400x)
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Figura 7: Cortes histolégicos de musculo cardiaco

Legenda: A: Grupo controle fixado em formalina liquida a 10% por 12 horas (HE, 400x);
B: Grupo teste fixado em formalina-gel a 10% por 12 horas (HE, 400x)

Figura 8: Cortes histologicos de cértex cerebral
Legenda: A: Grupo controle fixado em formalina liquida a 10% por 12 horas (HE, 400x);
B: Grupo teste fixado em formalina-gel a 10% por 12 horas (HE, 400x)

S
il :
Figura 9: Cortes histolégicos de glandulas gastricas
Legenda: A: Grupo controle fixado em formalina liquida a 10% por 12 horas (HE, 25x);
B: Grupo controle fixado em formalina liquida a 10% por 12 horas (HE, 400x)
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Fiura 10: Aspecto hiolégico de camada muscular prépria de estdmago
Legenda: A: Grupo controle fixado em formalina liquida a 10% por 12 horas (HE, 400x);
B: Grupo teste fixado em formalina-gel a 10% por 12 horas (HE, 400x)
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Figura 11: Cortes histologicos de glandulas de estdomago

Legenda: A: Grupo teste fixado em formalina-gel a 10% por 12 horas (HE, 25x);
B: Grupo teste fixado em formalina-gel a 10% por 12 horas (HE, 400x)

Figura 12: Aspecto do aropol
Legenda: A: Carbopol 940® em po; B: Carbopol 940® em FG
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Figura 13: Tanque homogeinizador adaptado

Figura 14: Aspecto de fragmentos de tecido em formalina
Legenda: F: Formalina liquida; M: formalina-gel. Notar o contato completo do tecido com o fixador
na FG
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5. DISCUSSAO

5.1 Algumas vantagens observadas com o uso da formalina-gel

Durante a manipulagdo da formalina liquida € comum a formacédo de
vapores que, por sua vez, provocam irritacdo ocular e das vias aéreas. Estes
sintomas foram pouco percebidos pelo autor durante a realizagdo dos testes
utilizando a formalina-gel, confirmando sua maior seguranga para uso nos
laboratorios, pelo aprisionamento dos vapores de aldeido no gel. Esse aspecto &
particularmente importante pelas exigéncias atuais da Vigilancia Sanitaria (uso de
exaustores, mascaras de gas, oculos de protecdo e medigdo do nivel de
concentracdo de formaldeido ambiental, etc...) no controle de particulas de
formaldeido nos ambientes em que essa substancia € manipulada.

De acordo com Michalany (2005), um dos fatores que contribuem para uma
boa fixacdo é o total contato da amostra com a solucao fixadora. Esse contato,
muitas vezes, so6 pode ser assegurado mediante o impedimento da flutuagdo da
amostra com o uso de gases ou compressas, depositadas sobre a mesma para
manté-la submersa no liquido fixador, a exemplo do pulmdo. Do mesmo modo,
amostras mais pesadas se depositam no fundo do recipiente, de forma que parte
do tecido fica em contato com o recipiente e ndo em contato direto com o fixador.
Quando utilizada a formalina-gel, a amostra fica suspensa em meio ao gel e a
solucao fixadora fica em contato com toda a superficie da amostra em contraste
com a formalina liquida (Figura 14).

Segundo pesquisa anterior do nosso grupo (ARAUJO, 2007), 54% das
falhas observadas envolvendo os cuidados com amostras teciduais na fase pré-
analitica do exame anatomopatologico estdo relacionadas com o vazamento da
solugao fixadora, durante o transporte e na recepc¢édo do laboratério, oferecendo
riscos a saude dos profissionais, bem como molhando fichas e borrando

informacoes referentes a identificagcao e dados clinicos do paciente.
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Em nossa pesquisa observamos que, pelo fato do gel ter consisténcia semi-
sélida, o risco de extravasamento do fixador em gel € minimo e mesmo com a
quebra do recipiente a formalina-gel, € de facil remogdo antes mesmo que
provoque danos a saude.

O fixador em forma de gel, também €& importante em cidades onde
inexistem laboratorios de Anatomia Patoldgica, por facilitar o transporte seguro da
amostras teciduais para outros centros.

Existe um inconveniente no uso de formalina, que é a formacdo de
pigmentos de formol que ocorrem com o tempo no tecido fixado em formalina ndo
tamponada. O tamponamento da formalina e o ajuste do pH desta solugdo
representam a resolugdo para essa pigmentacdo tecidual. Para esse
tamponamento € necessario o controle do pH em torno de 7,0 com adicdo de
fosfato de sdédio monobasico e dibasico (MICHALANY, 2005).

Segundo a SBRT (2009 a), o tamponamento ndo € necessario na
confecgdo da formalina-gel, o que foi constatado na pratica, no nosso estudo,
durante a etapa de espessamento do gel. O pH ideal para o ponto maximo de
gelificacao € justamente em torno de 7.0, obtido por algumas gotas de hidréxido
de sédio a 10% para cada litro, que tem um custo muito inferior aos fosfatos
utilizados para neutralizar a mesma quantidade de formalina liquida.

Como desvantagem da formalina-gel, foi observada a facilidade de perda
de agua para o ambiente quando o recipiente € destampado por longo periodo,
embora a formalina liquida também tenha que ser acondicionada em recipiente
fechado para evitar evaporacao para o meio ambiente.

Nao ha aumento de custos significativos para a confec¢ao da formalina-gel,
sendo necessaria apenas a aquisicdo do tanque agitador (que pode ser uma
batedeira adaptada) e da substancia formadora de gel. Conforme ja referido, como
a formalina-gel ndo tem pH acido n&o ha necessidade de utilizagdo dos sais para

tamponamento.
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5.2 Expectativa da aplicagdo da formalina-gel em experimentos
futuros

1. Proteger materiais submetidos a transporte a longa distédncia e sem risco de
vazamento;
2. Servir como conservante de pecgas anatdmicas ou cirurgicas (previamente

fixadas) por longo periodo.

Esse é um tipo de aplicacdo que podera ser muito util na rotina dos
Laboratorios de Anatomia Patoldégica na conservagdo de pegas cirurgicas, ja
fixadas, pois esta regulamentado que devem ser guardadas por um periodo de
pelo menos trés meses, antes do descarte final. O objetivo é que possam ser re-
examinadas em casos de duvidas ou até em processos judiciais. A formalina em
gel minimizaria os odores do armazenamento do grande volume de pecgas
cirurgicas por este periodo.

Outra aplicagao pratica € o uso em museus de Anatomia Patolégica. Em
especial, quando essas pegas sdo acondicionadas em plastico, destinadas as
aulas praticas da graduagao (como ocorre no Departamento de Patologia, CCS,
UFPE). O uso do gel, pela sua maior consisténcia, reduziria as rachaduras das
pecgas produzidas pela manipulagdo constante dos alunos e professores e o risco
de vazamento. A auséncia de pigmento hemi-formalina com o uso da formalina-gel
também facilitaria a preservacéo da cor da peca anatdmica.

Ja iniciamos os primeiros estudos de aplicabilidade da formalina-gel no
museu de Anatomia Patolégica do Departamento de Patologia da UFPE, com a
colaboragao da professora orientadora, os quais foram aprovados pelo Comité de

Etica em Experimentos Envolvendo Seres Humanos do CCS, UFPE.
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5.3 Detalhes técnicos observados durante a fase do
desenvolvimento da formalina-gel, uteis para a reprodug¢éo da
técnica por outros pesquisadores

Segundo a SRBT (2009b), para o preparo do gel, deve-se primeiramente
solubilizar os agentes conservantes na agua e, em seguida, polvilhar lentamente o
Carbopole sobre a mesma, sob agitagédo vigorosa, deixando que o Carbopole sofra
um inchaco inicial para sua melhor dispersdo. Para facilitar a dispersdao e
dependendo do tipo de Carbopole, verifica-se se 0 mesmo se solubiliza melhor a
quente, a frio ou se comporta melhor quando preparado sob choque térmico.
Como existe uma tendéncia a formagcdo de grumos durante o processo de
preparo, verificamos que devem ser dispersos com agitagdo ou trituragéo
(pressionando-os contra a parede do recipiente de preparo) (SBRT, 2009b).

No nosso estudo, ndo foi necessaria a utilizagdo de agentes conservantes
para evitar crescimento microbiano, pois a formalina ja possui agdo antimicrobiana
e esporicida, conforme referido por Oliveira et al (2001).

Durante o preparo, constatamos, ainda, que a agitagdo vigorosa acima de
100 rpm (rotacdo por minuto) favorece a formacdo de bolhas e espuma,
resultando em um gel com bolhas. Usando rotagdo mais baixa (< 100 rpm)
obtivemos a dissolugédo do p6 na formalina liquida por completo, impedindo assim
a formacéo de bolhas. Essa diluicdo foi realizada utilizando um equipamento de
laboratério farmacéutico denominado de tanque agitador ou tanque
homogeinizador (TH), semelhante a um liquidificador gigante, marca (ERLI®), do
Departamento de Farmacia da UFPE. Para evitar a formagao de grumos ou
excesso de bolhas durante a diluicdo, regulou-se este aparelho para a rotagao
minima.

Na medida em que os experimentos foram avancando e com a necessidade
de se confeccionar mais formalina em gel, tornou-se dificil a utilizagdo do TH do
Departamento de Farmacia, por conta da demanda do laboratério de manipulacéo.
Foi necessaria a aquisicdo de um TH para o Laboratério de Histotecnologia onde
foram realizados os experimentos posteriores. Como a pesquisa ndo contava com

patrocinio, tentou-se, sem sucesso, trabalhar com um liquidificador (para substituir

49



o TH) e depois com uma batedeira (ARNO®) na baixa rotagdo obtendo um
resultado algo semelhante, porém, inferior, pois a baixa rotagdo da batedeira,
assim como a do liquidificador, ainda era superior ao do TH. Por conta desse fato,
sabendo-se que a batedeira funcionava na corrente de 220 W, adaptou-se, entao,
um estabilizador com saida de 110 W no sentido de reduzir ainda mais a rotagéo
do equipamento. Apds isso, verificou-se que os resultados foram ainda melhores
do que a do TH, pois durante o processo percebeu-se a redugdo da formagao de
vapores a qual atribuimos a lenta rotacdo do novo aparelho adaptado. Além da
qualidade de viscosidade e refringéncia igual a obtida do gel confeccionado no TH,
percebeu-se ainda a minimizagcdo da formagao de bolhas durante o processo de
espessamento (formacao do gel).

A resina de Carbopol®, quando dispersa em agua, umecta e forma uma
dispersdo aquosa (resina/agua) com valor de pH na faixa de 2,8 a 3,2. Neste
estado pré-dissolvido a molécula de Carbopol® esta extremamente compactada e
sua capacidade espessante é limitada. Para obter o espessamento do gel é
necessaria a sua neutralizagao, para isso podem ser utilizadas bases inorganicas,
como o hidréxido de sédio ou aminas de baixo peso molecular, trietanolamina e
aminometilpropanol (SBRT, 2009b).

Ao acrescentar as bases, a cadeia do polimero de Carbopol® se “abre”,
devido a neutralizagao dos grupos carboxilas presentes no polimero. Dependendo
de qual seja a base utilizada, as concentragbes a serem adicionadas variam em
proporgdes (%) em relagdo a quantidade de Carbopol®. Se for utilizada a
Trietanolamina, a relagédo é a mesma, ja no caso do hidroxido de sédio, se utiliza a
terca parte e, para o caso do aminometilpropanol (AMP-95) acrescenta-se 70% da
quantidade de Carbopol® (SBRT, 2009b). Apos ensaios pilotos, para definir o
melhor agente espessante, optamos pelo uso do hidréxido de sodio (na
concentragcado de 10%) por seu baixo custo, pois se mostrou eficiente oferecendo
bons resultados e proporcionando uma qualidade reolégica semelhante a obtida
com o uso do trietanolamina.

Viscosidade é uma expressao de resisténcia do fluido ao fluxo: quanto
maior a viscosidade, maior a resisténcia (ALMEIDA, BAHIA, 2003). Em
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concordancia com nossos experimentos, existem dados na literatura de que o
Carbébmero Carbopol® atinge o maximo de viscosidade e transparéncia no gel
quando o seu pH atinge 7, porém para obter viscosidade e transparéncia aceitavel
o pH deve ocorrer na faixa de 4,5 a 11 (SBRT, 2009b).

Na pesquisa de Corréa et al. (2005), objetivou-se determinar o
comportamento reolégico de géis hidrofilicos preparados com 3 diferentes
polimeros: Carbopol 940®, Carbopol Ultrez® e Pemulen®. Avaliou-se, também, a
influéncia da concentragcéo do polimero no comportamento reoldgico em relagéo a
temperatura e tempo de armazenamento. Os géis foram preparados com duas
diferentes concentragbes dos polimeros: 0,5 e 1%. Verificaram que o Carbopol
Ultrez® se dispersa facilmente na agua enquanto que o Carbopol 940® necessita
de um contato maior com o veiculo para se dispersar.

Esses mesmos autores observam que quando as formulagdes foram
estocadas a temperatura ambiente, no tempo 24 horas, os géis preparados com o
polimero Carbopol® (tanto o 940 quanto o Ultrez) apresentaram maior viscosidade
aparente que as formulag¢des preparadas com Permulen®.

Na nossa pesquisa, o Carbopol® 940 demonstrou ser bem mais eficiente
como substancia formadora de géis ao passo que o Carboxetilcelulose nao
estabilizou a formalina na forma de gel, nem apds a adigdo da solugdo tampéao,
nem com a posterior adicdo do formaldeido. Obteve-se uma solucado semi-liquida
e opaca ao invés de uma solugao semi-solida e translucida com boa refringéncia a
luz, propriedades observadas utilizando-se o Carbopol 940®.

Em preparagdes de gel existe um grande numero de incompatibilidades que
podem ocorrer simultaneamente ou nao, entre os constituintes da férmula, os
principios ativos e algumas vezes até, com os diversos materiais componentes da
embalagem. A instabilidade pode ser definida como uma situagado de ocorréncia
imediata ou ndo, também existem alterac¢des significativas em relagdo a forma de
utilizacdo, a durabilidade, a eficacia e a seguranca do produto. E importante
conhecer e identificar as incompatibilidades que aparecem inicialmente ou

tardiamente, apdés semanas, utilizando-se para isto testes acelerados de
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envelhecimento em estufa, exposicdo a luz solar ou submetendo-se a baixas
temperaturas (SBRT, 2009b).

Os sinais demonstrativos de incompatibilidades s&o: turbidez, precipitacao,
cristalizacado, alteracdo da cor, alteracdo de odor, variacdo de viscosidade e
separagao de fases. Estes sinais podem ser identificados durante o preparo do gel
(SBRT, 2009Db).

A turbidez em géis hidrofilicos pode ocorrer quando: esséncias ou ativos
lipofilicos sdo adicionados sem solubilizagdo adequada em agentes solubilizantes
etoxilados e propoxilados, a alteragéo do valor de pH em valores menores que
cinco e também a contaminagdo microbiana. A precipitagdo é um estagio mais
avancado da turbidez que pode ser corrigida pela adicdo de solubilizantes
etoxilados e propoxilados ou pelo aquecimento (SBRT, 2009b).

O aumento da viscosidade € uma das situagbes de maior ocorréncia de
envelhecimento das preparagdes semi-solidas (gel). A concentragéo reduzida ou o
tipo de umectante podem promover a perda de agua da formulagcdo para o
ambiente, conduzindo ao ressecamento da preparagado e consequente elevagao
da viscosidade. Gomas anibnicas na presenca de concentracdes reduzidas de
sais de metais bivalentes podem inicialmente apresentar elevado
aumento da viscosidade, evoluindo para a precipitagdo da goma e com a adigao
de grandes quantidade de eletrdlitos pode ocorrer a coagulagao ou precipitagao de
substancias dispersadas no gel. As dispersdes de gel com Carbopol® mantém sua
viscosidade durante longos periodos de tempo, a temperatura ambiente ou a
elevadas temperaturas desde que estejam; protegidas da luz ou com adigao de
um antioxidante (SBRT, 2009b).

A utilizagdo de sistemas gelificados para incorporagédo de principios ativos
em produtos farmacéuticos e cosméticos requer o conhecimento prévio da
compatibilidade do ativo a ser incorporado com a estrutura polimérica, assim como
a influéncia das condicbes de preparo (temperatura, velocidade e tempo de
agitacédo) e dos demais componentes da formulagdo no comportamento estrutural
do gel, resultando em diferentes graus de aceitagdo do mesmo, pelo
consumidor (SBRT, 2009b).
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Como gelificante, os carbomeros formam géis neutros transparentes. Para
formar o gel é necessario neutralizar o Carbopol® com uma base do tipo
Trietanolamina ou solugéo de Hidréxido de Sodio a 10%. A transparéncia depende
dos dissolventes dos principios ativos empregados.

Existem varios tipos de Carbopol® no mercado: 5984 EP, 934, 940,954,
980, 990, 996, o AQUA CC, o AQUA SF-1 POLYMER, o ETD 2020, o ETD 2050, o
ULTREZ 10, estes, variam em peso molecular, conferindo diferengas de
viscosidade, pH e graus de transparéncia. Os mais indicados para cosméticos sao
0 940 e 0 934 (SBRT, 2009b).

O Carbopol® 940 quando utilizado para a preparagdo de gel, confere
transparéncia ao produto final apresentando transmitdncia medida em
espectrometro de 93% a 97%. Este produto além de proporcionar estabilidade aos
géis tanto em altas quanto em baixas temperaturas, proporciona resisténcia
impedindo o crescimento microbiano, resisténcia ao envelhecimento e apresenta
também, alta estabilidade em solu¢des contendo alto teor de eletrdlito, sal. Existe
na literatura dados de incompatibilidade do Carbopol 940® com Fenol,
polimeroscatiénicos, acidos fortes e pH superiores a 11, quando em contato com a
resorcina adquire coloragdo e quando exposto a luz, oxida diminuindo
consequentemente a sua viscosidade; apresenta boa solubilidade em agua porém,
nao se solubiliza de forma rapida; pode ser usado como agente emulsionante, em
concentracdes de 0,1% a 0,5% e também, como agente gelificante em
concentracdes de 0,5% a 2,0% (SBRT, 2009b).

Em nosso trabalho, o Carbopol 940® demonstrou ser compativel com o
formaldeido gelificando a formalina na concentracdo de apenas 1%, ou seja, um
grama para cada 1000 mL de formalina formando um quilograma de formalina-gel.

A resina Carbopol 940® substitui com grande eficiéncia e capacidade todos
os polimeros naturais (celulose, gomas, amido, etc...) e ndo naturais que sao
usados para espessar solugées aquosas como o hidroxietil celulose (Celosize), o
metil e propil celulose (Methocel), o polietilenoglicol (PEG), resinas de

polivinilpirrolidonas (PVP), etc... Mas nenhum desses conseguem produzir géis
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alcodlicos e hidro-alcodlicos com a claridade e transparéncia das resinas
Carbopol® (SBRT, 2009a).

5.4 Aplicabilidade da formalina-gel na fixagdo de pequenas
biépsias: anadlise da qualidade das preparagoes histolégicas

Na avaliagdo das preparagdes histologicas, n&o houve diferengas
qualitativas entre aquelas fixadas em FL e FG, quanto a possibilidade de garantir
um exame histologico acurado. Do mesmo modo, ndo se revelaram diferengas
significativas na classificagdo das laminas por ordem decrescente de qualidade
em sete dentre oito érgdos examinados.

Houve dificuldades em estabelecer parametros para analise, pois a
literatura € escassa no que toca a descri¢cao de critérios histolégicos indicativos de
boa e ma fixacdo. Encontramos um texto um pouco mais detalhado no capitulo
sobre fixagdo de Carson (2009) em livro editado pelo Colégio Americano de
Patologistas, que serviu de base para a avaliagdo das laminas na segunda fase do
estudo com conhecimento prévio do tipo de fixador utilizado.

Segundo essa autora, em condigdes de boa fixagdo, o nucleo deve mostrar
cromatina de padrado variado com membrana nuclear azul, bem demarcada; o
citoplasma de aspecto preservado, eosinofilico. Por outro lado, sdo sinais de ma
fixacdo nucleos de aparéncia esmagada, com bolhas ou desbotados, retragcao
celular, espacos artefatuais entre as células individualmente, rachaduras no tecido
durante a flutuagédo dos cortes no banho-maria, e, em situagbes mais graves de
retardo na fixagao, franca autolise com disruptura completa da morfologia. A maior
parte dos trabalhos que avaliam tecnologias aplicadas a histologia nao deixam
claros os critérios utilizados na analise. Neves, et al. (2006), por exemplo,
analisando a fixagao com formalina a 10% tamponada e Bouin no sistema genital
em animal experimental, separaram para avaliagao “estruturas acidofilas” e
‘basodfilas”, mas nao definiram os critérios empregados na analise dessas
estruturas.

No presente trabalho, a maior concordancia entre as anatomopatologistas
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nas preparagbes histologicas fixadas pela FG a 10%, independentemente do
tempo de fixagcdo, nos parece importante desde que essa €& a concentragcao
comumente utilizada na rotina de patologia cirurgica. Por outro lado, essa maior
concordancia pode refletir a maior familiaridade das avaliadoras com essa diluigao
do fixador.

O fato de n&o parecer ter havido melhora na qualidade técnica com o
prolongamento de tempo de fixagdo (12h versus 24 h) é interessante porque na
fixacdo de pequenas bidpsias, para as quais a FG é proposta, a duracao ideal de
fixacdo € de 12 h, pois é sabido que o excesso de fixagdo produz inativagao
antigénica prejudicando o exame imunoistoquimico.

Assim, acreditamos que o fixador proposto (FG a 10% por 12h) é viavel
para aplicagdo no diagndstico histopatolégico de pequenas biopsias em
fragmentos obtidos por agulha de tipo fru-cut (core biopsy), muito realizadas na
atualidade, na maior parte das vezes por controle imagenoldgico.

Sao comumente utilizadas no diagnostico de lesbes mamarias impalpaveis,
na avaliacdo da préstata em pacientes com altos niveis de PSA sérico, para
bidépsias de figado, pulmdes, rins, e, ainda, por endoscopia, tanto em trato
gastrintestinal quanto urolégico. Nesse tipo de material, muitas vezes exame
imunoistoquimico é solicitado na avaliagdo de fatores progndsticos e preditivos no
cancer da mama, definicdo ou exclusdo de malignidade em lesbes prostaticas
suspeitas, para classificacdo de neoplasias malignas, e definigdo de sitio primario
em tumores metastaticos.

Nesses casos, a boa fixagdo dada pela FG por 12 h evitaria os problemas
de perda antigénica resultantes da superfixagdo. Todavia, sdo necessarios testes
mais abrangentes para afirmar a eficacia da formalina-gel na fixagdo de tecidos
humanos com fins diagndsticos. Por outro lado, consideramos que a aplicagao da
FG limita-se a pequenas biopsias, pois, em pegas cirurgicas, a penetracdo e
difusdo da formalina no tecido é favorecida pela forma liquida.

A impressao de maior acidofilia nos tecidos fixados pela FG verificada no
figado, coracdo e musculo esquelético, embora possa ser real, pode apenas

refletir uma maior espessura do corte histolégico o qual é operador dependente e
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impossivel de ser completamente controlada, ao contrario do tempo de coloragao.

Apenas no pulmdo houve diferengas significativas na classificagdo das
laminas pelas examinadoras parecendo depender do tipo de fixador empregado.
Na andlise ndo cega, a examinadora notou aparente redu¢do no didmetro das
cavidades alveolares no tecido fixado pela FG. Atribuiu o fato ao maior peso
molecular dado pela adicdo do gel a formalina sobre o tecido esponjoso do
pulmao, mais susceptivel a compressao.

No entanto, ndo observou redugdo progressiva do diametro com
prolongamento do tempo de fixagdo (12 horas em comparacgéo a 24 horas).

Em contrapartida, € reconhecida a dificuldade de fixagdo do pulmdo em
necropsia, pois, a abertura do térax para retirada do 6rgéo leva a entrada de ar na
cavidade pleural (pneumotdérax), produzindo colapso e atelectasia do 6rgao o que
pode ter ocorrido nos NOSSOs casos.

Becak e Paulete (1976) recomendam, sobretudo em animais de pequeno
porte (camundongos, ratos, cobaias), abrir uma “janela” no térax para permitir o
colapso do 6rgao e, logo em seguida, ainda com o pulmao in loco, introduzir por
meio de seringa o fixador pela traquéia apos secgao desse segmento.

Assim, obtem-se a distensao progressiva do pulmdo a medida que vai
sendo preenchido pelo fixador. No entanto, ndo se conhecem recomendacdes
especificas para o emprego da FG.

A confirmagdo de reducdo do didametro alveolar requer estudos
morfométricos, que serao realizados posteriormente com maior nimero de casos.

Apesar de acreditarmos nas potencialidades da FG na fixacdo das
pequenas bidpsias, considera-se seu uso de maior aplicabilidade na manutencéo
de tecidos previamente fixados em museus de anatomia e anatomia patoldgica, na
guarda proviséria de pegas cirurgicas em laboratérios de anatomia patolégica ou
no transporte de materiais a longa distancia pelo menor risco de vazamento.

Esses usos estdo sendo averiguados em pesquisas em andamento pelo nosso

grupo.
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6. CONCLUSAO

1. O carbopol940® foi melhor que o natrosol® para obtencéo de formalina-gel
com boa qualidade de consisténcia, estabilidade, viscosidade,
transparéncia, refringéncia e pH ideal (7.0)

2. Propomos a seguinte formula para cada kilo de formalina-gel a 10%:

carbopoI940®. ..., 19
agua destilada ..., 900 mL
formaldeido @ 37%....cccovvvuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiee 100 mL
hidréxido de sodio @ 10%.........evvvveeeeeeeeennnnes 28 gotas

3. A formalina-gel, sobretudo na concentracdo de 10%, parece ser eficaz na

fixagdo de pequenos fragmentos teciduais.
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8. APENDICES
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APENDICE A: Protocolo para a analise das preparagdes histologicas pelos

patologistas (estudo duplo cego).

Nas cinco laminas, comparando separadamente cada 6rgéo, avaliar os seguintes
parametros:
1 - Ha diferengas quanto a qualidade para permitir um diagndstico histopatologico

conclusivo? Sim () Nao (__)

Em caso de sim, qual o numero da lamina de ma qualidade?

Qual o problema?

2 — Enumere as cinco melhores preparagdes histolégicas em ordem decrescente

da melhor para a pior

Ex: > > > >

3 — Quais os problemas verificados na lamina de menor qualidade?
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APENDICE B: Protocolo para a analise das preparagdes histologicas pela
patologista com o conhecimento prévio do fixador, concentragao e tempo

De fixagao:

ORGAO: N°:

Lamina controle: FORMOL LIQUIDO 10% POR 12 HORAS

e FORMOL-GEL 10% POR 12 HORAS:

e FORMOL-GEL 10% POR 24 HORAS:

e FORMOL-GEL 15% POR 12 HORAS:

e FORMOL-GEL 15% POR 24 HORAS:
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Anexo 1: Carta de Anuéncia

UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
DEPARTAMENTO DE PATOLOGIA

CARTA DE ANUENCIA

e

Declaro que autorizo a utilizagdo de material biolégico por mim obtido
durante o desenvolvimento da pesquisa para defesa da minha Bissertacéc de
Mestrado em Fisiologia intitulada “ESTUDO DE ALGUNS PARAMENTROS
CARDIOVASCULARES EM RATOS DESNUTRIDOS E NORMONUTRIDOS
EM DIFERENTES ESTAGIOS DE DESENVOLVIMENTO" — Recife 2003,
Laboratério de Fisiologia Cardiopulmonar, Departamento de Fisiologia e
Farmacologia-UFPE .

Outrossim, informo que o referido material pode ser utilizado em outros
projetos de pesquisa, devendo ser inserido em futuros trabalhos cientificos o

nome do autor.
Recife, 27 de junho de 2008.

Prunoy Ao K. IN aogn ‘_Agw_d_%b&m\ _
Bruna da Rosa Maggi S4rit Helena
mestranda
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Anexo 2: Carta de aprovagao da pesquisa pelo Comité de Etica

b

Oficio n® 84/07 Recife, 22 de agosto de 2007

Da Comisséo de Etica em Experimentagdo Animal (CEEA) da UFPE
Para: Prof. Carlos Peres da Costa

Departamento de Fisiuologia e Farmacologia - UFPE

Processo n® 008507/2007-16

Os membros da Comiss3e de Ftica em Expedmeniacio Animal do Cenfro de Cignclas
Biolagicas da Universidade Federal de Pernambuceo (CEEA-UFPE) avaliaram a resposta de
V. Sa. referente ao primeiro parecer da CEEA sabre o projeto de pesquisa intitulado “Estudos
de Alguns Parametros Cardiovasculares em Ratos Normonutridos e Desnutridos durante
o Processo de Envelhecimento”.

Concluimos que os procedimenios descritos para 2 ufilizagio experimental dos animais
enconttam-se de acordo com as nopmas sugendas pelo Colégio Brasiieiro para
Experimentacio Animal e com as normas internacionais estabelecidas pelo National institute of
Health Guide for Care and Use of Laboraiory Animals as quais s3o adotadas como critérios de
avaliagdo e julgamento pela CEEA-UFPE.

Enconira-se de acordo com as nonmas vigenies no Brasil, especialmente a 121 8.605 ~
art. 32 e Decreto 3.178-ait 17, de 21/08/999, que irata da guestSo do uso de animais parafins
cientificos.

Dianfe do exposto, emilimos parecer favordvel aos prolocoios experimentais
reglizados.

Atenciesamenie

hj"'%/”v (ér/ifx& e
Nasciments

#}mié‘:?wﬁmm
Presidente CEEA

e

CCB: Integrar para desenvolwver
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