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RESUMEN

La fijacion se ha constituido en un proceso fisicoquimico complejo que permite interrumpir
la degradacién que aparece como consecuencia de la muerte celular, tratando de conservar
los componentes lo méas parecido al organismo vivo. Se utiliza para la prevencion de la
autolisis y putrefaccion de los tejidos. El objetivo del proyecto de investigacion es valorar la
aplicacion de sustancias fijadoras en relacién con los tejidos humanos en los procesos
histoldgicos. El trabajo se llevé a cabo con un nivel descriptivo de disefio documental
bibliografico y no experimental. Con una poblacioén de 47 referencias bibliograficas en
donde se escogid mediante criterios de inclusion y exclusién obteniendo una muestra de 27,
tomado de diferentes fuentes bibliograficas como Pubmed, Scielo, Elsevier, Research Gate
y Google académico publicados entre los 5y 10 afios. Los resultados obtenidos destacan que
las muestras tisulares se deben poner en contacto inmediatamente con la sustancia fijadora
segun las caracteristicas del tejido y por su facil penetracion y difusion. Dentro de las
diferentes opciones que existe para el proceso de fijacion, el Formol Bufferado Neutro al
10% ha demostrado favorables atributos para su utilizacion siendo asi: econdémico,
fungicida, germicida y desinfectante, asi como conservante. Las ventajas son la calidad de
preservacion y fijacion tisular, mientras que las desventajas son los efectos tdxicos por
inhalacion, ingestion, en contacto con la piel y cancerigenos a la exposicién del formol. Por
ultimo, los tiempos varian segun el tipo de tejido y deben ser adaptado a las necesidades de

los estudios experimentales.

Palabras claves: fijacion, formol, proceso histoldgico, tejidos humanos.



ABSTRACT
Fixation has been constituted in a complex physicochemical process that allows to
interrupt the degradation that appears because of cell death, trying to preserve the
components as like the living organism. It is used for the prevention of autolysis and
tissue putrefaction. The objective of the research project is to assess the application of
fixing substances in relation to human tissues in histological processes. The work was
carried out with a descriptive level of bibliographic and non-expenmental documentary
design. With a population of 47 bibliographic references where it was chosen by inclusion
and exclusion criteria obtaining a sample of 27, taken from different bibliographic sources
such as PubMed, Sciclo, Elsevier, Research Gate and Google academic published
between 5 and 10 years. The results obtained highlight that tissue samples should be
immediately put in contact with the fixing substance according to the characteristics of
the tissue and its easy penetration and diffusion. Within the different options that exist for
the fixation process, the 10% Neutral Buffered Formol has shown favorable attributes for
its use being this way: Economic, fungicide, germicide, and disinfectant, as well as
preservative. The advantages are the quality of preservation and tissue fixation, while the
disadvantages are the toxic effects due to inhalation, ingestion, in contact with the skin

and carcinogenic effects from exposure to formaldehyde. Finally, times vary depending
on the type of tissue and must be adapted to the needs of experimental studies.

Keywords: fixation, formalin, histological process, human tissues.
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CAPITULO I. INTRODUCCION

La fijacion es un paso esencial para prevenir la autdlisis y la degradacion de los tejidos al
mismo tiempo la morfologia y los detalles celulares para evaluaciones microscopicas.
También ayuda en la conservacion de las proteinas, los carbohidratos y otros restos
bioactivos en su relacion con la célula, para que puedan ser estudiados. Durante décadas, el
Formol Bufferado Neutro al 10% (4 % formaldehido), diluida en agua o en una solucién
tamponada, se ha considerado como fijador de eleccién en histopatologia para preservar

muestras de tejido durante largos periodos de tiempo a un costo razonable 1.

A lo largo de la historia, se han estudiado diversas formas de mejorar la visualizacion tisular
observada al microscopio como principal herramienta. Los avances tecnoldgicos
incrementan el desarrollo del procesamiento de muestras, generando conceptos como los
tipos de fijacion y su aplicacion por medio de las caracteristicas vitales para el diagndstico

en los servicios hospitalarios 2.

El proceso de fijar previene la pérdida de componentes celulares como proteinas, DNA,
RNAy lipidos 2. También, ocasionara alteraciones particulares en el tejido como el volumen
que ve afectado, algunos fijadores causan edema y otros como el formol o el glutaraldehido
provocan una contraccion del tejido del 33% 3.

Los fijadores son de tipo simple y compuesto. Los simples estdn constituidos de una
sustancia ya que coagulan y desnaturalizan proteinas al extraer agua de los tejidos y los
compuestos cuando intervienen dos 0 mas sustancias por lo que se enlazan moléculas del
tejido mediante uniones quimicos donde se encuentra el glutaraldehido y formaldehido*.
También, encontramos fijadores por deshidratacion tisular y fijadores que actlan por

cambios en el estado coloidal de las proteinas.

Es necesario usar fijadores diferentes segun el 6rgano para garantizar su compatibilidad con
la estructura y caracteristicas del tejido a fijar, deben cumplir condiciones para conservar la
estructura y detalles de las piezas antes de enviarlas al laboratorio de anatomia patologica,
evitando distorsiones y artefactos al minimo. Para estudiar las actividades enzimaticas se

debe utilizar un fijador que no cambie los centros activos. Si bien es posible que sea



necesario sacrificar parte de la morfologia del tejido, la mayoria de los fijadores no
conservan los lipidos °. Para prevenir efectos indeseables es fundamental considerar el tipo
y cantidad de fijador a utilizar, asi como el tiempo y concentracién segun el origen de la

muestra.

Por lo tanto, al estudiar la ultraestructura celular, se debe proteger los lipidos y las
membranas celulares durante el procesamiento de inclusién en resinas, que involucra
solventes organicos ®. Ademas, la mayoria no eliminan los carbohidratos, sino que estos se

mantienen en el tejido al estar unidos a las proteinas.

El formaldehido es un gas incoloro, inflamable y soluble en agua, que se obtiene de la
oxidacion catalitica del metanol en fase de vapor, de gran utilidad en laboratorios de
patologia y se ha estandarizado globalmente para la fijacion de las muestras. Se vende
comercialmente como formaldehido al 40%, que incluye un 10% de metanol para retrasar la

formacion de polimeros pesados °.

En Espafia, Italia y Estados Unidos, se estan sustituyendo el formaldehido por FINE-FIX
debido a que conserva las muestras y se obtienen resultados excelentes en procesos
histoldgicos sin perder las caracteristicas del ADN/ARN y proteinas, lo que permite obtener
un diagndstico confiable °.

Aunque existen una serie de alternativas que ya se han discutido y algunos laboratorios estan
buscando actualmente reemplazar el formaldehido con un reactivo menos téxico, en Ecuador
el Formol Bufferado Neutro al 10% sigue siendo el fijador de eleccidn porque es asequible,
accesible y tiene una caracteristica bioquimica reductora para tejidos. previene la
putrefaccion de drganos y tejidos humanos, el shock osmético y la autdlisis provocada por

la auto digestion enzimatica.

A nivel micro no se han publicado escritos que describan los métodos que se utilizan para
la fijacién de tejidos en procedimientos histoldgicos, sin embargo hay laboratorios de
anatomia patoldgica en los hospitales de la ciudad de Riobamba, debido a que cada fijador

tiene un mecanismo de accion diferente segun el tejido de que se trate, los profesionales de



la salud encargados de la obtencion, transporte y procesamiento de muestras

anatomopatoldgicas deben poseer los conocimientos necesarios para realizar la fijacion.

Todos los tejidos, ya sea extraidos del organismo o cuando en el que se encuentra muere,
hay que impedir los procesos autoliticos que pueden sufrir las células, manteniendo la
integridad de la estructura morfolégica de las células y tejidos sin que ocurra una
modificacion en ellos. Ademas, la fijacion disminuye los cambios en los tejidos desde que
se obtienen hasta que se observan, tanto en organizacion estructural como en composicion

quimica’

Por lo tanto, la fijacion detiene la vida de las células y se debe proteger contra el ataque
bacteriano, evitar la distorsion y retraccion del tejido. Es como tomar una fotografia de un
tejido vivo y observarlo al microscopio después del tratamiento lo que su accion garantiza

la integridad de las células y tejidos ’.

Para la eleccion de sustancias fijadoras dependen de las caracteristicas y propiedades, asi
mismo del poder de penetracion y difusion, es decir, si queremos estudiar la actividad
enzimatica, debemos utilizar mecanismos que no alteren sitio activo de las enzimas que nos
interesan analizar y es posible que tengamos que sacrificar la morfologia y estructura del
tejido hasta cierto punto ’.

¢Cual es la utilidad de las sustancias fijadoras en los tejidos humanos en los procesos

histoldgicos?

Este trabajo surge de la necesidad de proponer una alternativa segura para fijar tejidos en el
laboratorio de histologia, manteniendo su calidad, y asegurando la correcta realizacion de
procedimientos. El objetivo es investigar sustancias igual o mas efectivas que el formol y
ejecutar procesos sin exposicion a toxinas y sustancias cancerigenas como el

formaldehido®®.

Ademas, se examinan los beneficios y desventajas de cada sustancia fijadora y también se

vigilan las caracteristicas fisicas y quimicas que distinguen la eficacia de un fijador de otro.



Es mediante este proceso que se eligen las partes constitutivas del fijador, desarrollar un

fijador que podria ser mas practico de usar °.

Intentando mejorar técnicas de procesamiento y fijacion de tejidos utilizando tecnologia para
alcanzar objetivos en estudios patologicos, donde la condicion éptima de los fijadores de
tejidos es crucial 1°. Se espera que un fijador ideal endurezca los componentes del tejido y
prevenga la descomposicion, la putrefaccion y la autolisis. La seleccion de uno en particular

generalmente requiere consideraciones maltiples y cuidadosas’.

La finalidad fue establecer la sustancia que tiene mayores ventajas, con base a diferentes
hallazgos de articulos y publicaciones de revisiones sistematicas y estudios experimentales
que han probado su eficacia y determinar el conocimiento de la aplicacion de sustancias
fijadoras en tejidos humanos para procesos histolégicos, lo que beneficiara notablemente a
los médicos anatomopatoldgicos encargados de garantizar un buen diagndstico en el analisis

de fijacién de tejidos asi mismo ayudando a obtener resultados de calidad para el paciente.

No existe un fijador universal que pueda utilizarse en todas las aplicaciones posteriores de
las ciencias biomeédicas y la patologia diagnostica. Es una necesidad identificar las
caracteristicas de cada fijador y su mecanismo de accién puede resultar de gran ayuda a la

hora de seleccionar el adecuado.

La presente investigacidn tiene como objetivo evaluar la aplicacion de sustancias fijadoras
en relacion con los tejidos humanos para procesos histolégicos en el area de anatomia
patoldgica mediante la revision de revistas cientificas, describiéndolo en tres items.

e Recopilar de las diferentes bases de datos cientificas, la importancia del manejo
adecuado y fijacion de las piezas anatomopatoldgicas para procedimientos histoldgicos.

e Describir las ventajas y desventajas de cada sustancia que se emplea en la fijacion de
estructuras y tejidos de los procesos histoldgicos.

e Analizar la importancia del uso correcto del tiempo de fijacion, su poder de penetracion

en los tejidos manteniendo intactas las estructuras en procedimientos histoldgicos.


https://www.google.com/search?rlz=1C1CHZN_esEC1029EC1029&sxsrf=APwXEdfmQ-XgqZbjSCY-6mC4kA0_o4xSmw:1680913637935&q=aplicacion+de+sustancias+fijadoras+en+tejidos+humanos+para+procesos+fisiol%C3%B3gicos&spell=1&sa=X&ved=2ahUKEwiQ6KWig5n-AhVyRzABHeNWBmcQBSgAegQICBAB&cshid=1680913652195189
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CAPITULO Il. MARCO TEORICO.

El trabajo en patologia, incluyendo el procesamiento de biopsias y piezas quirdrgicas,
requiere sincronizacion, responsabilidad, precision y un diagnostico preciso en tiempo

minimo L.

Es necesario establecer los grados de responsabilidad del equipo médico y paramédico
encargado de la citologia, biopsia o pieza quirurgica, desde su reseccion hasta el
conocimiento del resultado por parte del médico solicitante debido a la demanda de

hospitalizacion o urgencia en el tratamiento 2.

Manejo de muestras de tejido humano

Las muestras pueden ser pequefios fragmentos de tejido obtenidos mediante la biopsia de
una parte del organismo, 0 muestras de 6rganos o parte de ellos que se extraen durante el
procedimiento quirtrgico con finalidad diagndstica de enfermedades y la investigacion
biomédica. Los tejidos experimentan una rapida degradacion inmediatamente después de la
ligadura de su suministro de sangre’?. Se emplean diversas técnicas para prevenir la
degradacion de muestras del tejido como fijacién quimica habitualmente en formol. Con esto
se logra mantener la arquitectura celular y permite que el tejido se conserve para el siguiente
proceso. Se pueden usar otros tipos de fijadores, dependiendo del tipo de muestra o de las

caracteristicas celulares que se necesitan aumentar.

Sin embargo, los enlaces cruzados resultantes de las interacciones quimicas entre el
formaldehido y las biomoléculas de las muestras introducen dificultades en la deteccion y
extraccion de antigenos para el analisis. Los métodos de procesamiento alternativos, como
la fijacion quimica la base de alcohol o el método con congelacion, ayudan a evitar la pérdida
de antigenicidad debido a la reticulacion, pero introducen artefactos morfologicos. Se revisa
los métodos de procesamiento de muestras de tejido fresco, asi como los efectos de estos
procedimientos sobre la morfologia y antigenicidad de los tejidos conservados segun lo

evaluado por histologia, inmunohistoquimica, protedmica y genémica'? (Anexo 3).



Es importante mantener las células en un estado lo mas natural posible y prevenir cambios
post mortem como resultado de la putrefaccion dando como consecuencia la destruccion del
tejido por bacterias u hongos y la autdlisis es la destruccion del tejido por sus propias
enzimas. En el ultimo caso, a medida que las células mueren, liberan enzimas de sus
lisosomas y otros organulos intracelulares, que comienzan a hidrolizar, es decir,
descomponerse al reaccionar con agua los componentes del tejido, como proteinas y acidos
nucleicos con la ayuda de proteasas y nucleasas, respectivamente.

Los casos de autolisis son mas graves en tejidos ricos en enzimas como higado, cerebro,
rifidn y son menos rapidos en tejidos como las fibras elasticas y el colageno. Por lo tanto, es
fundamental que la fijacion se lleve a cabo lo antes posible después de la extraccion de los
tejidos para evitar la autolisis y la putrefaccion, asi como para evitar que el tejido sufra shock
osmotico, distorsién y contraccion. Desafortunadamente, los fijadores pueden, sin querer,
introducir artefactos que pueden interferir con la interpretacion de la ultraestructura celular
(Anexo 8y 9) 13,

La fase pre analitica en Anatomia Patoldgica

La fase pre analitica en patologia abarca todo el proceso que afecta a las muestras bioldgicas
desde que se extraen del paciente hasta su preparacion para su andlisis. La recoleccion,
fijacién, descripcion macroscopica, decalcificacion, procesamiento de tejidos, inclusion,
corte y montaje son realizados 2*. La muestra debe tener un tiempo de isquemia menor a 1
hora y estar correctamente fijada y decalcificada para realizar pruebas moleculares
adicionales. Caso contrario, la muestra no se puede recuperar y no se pueden realizar pruebas

complementarias 2.

La autolisis y degeneracion de proteinas, ADN y ARN inicia tras la extraccion (tiempo de
isquemia), que se clasifica en isquemia caliente (6rgano mantiene temperatura) sin afectar
estudios posteriores. La isquemia fria, que es el periodo entre la extraccion de la muestra

quirdrgica y su fijacion, dificulta el diagndstico y el uso de pruebas complementarias??.



El proceso de fijacion interrumpe la degradacion tisular mediante reacciones quimicas que
crean entrecruzamientos entre proteinas y acidos nucleicos al cesar el suministro

sanguineo®?,

Cuando los tejidos se extraen de un organismo o cuando el organismo muere, experimentan
dos procesos degradativos: autolisis por enzimas intracelulares y putrefaccion por
bacterias. El procesamiento histologico del tejido puede degradar las estructuras tisulares al

intentar revelar y observar estructuras especificas (Anexo 1).

Procesos de fijacion en muestras tisulares

La fijacion es una serie compleja de eventos quimicos que provocan cambios en los diversos
componentes quimicos de la célula, como el endurecimiento. Sin embargo, se conservan la
morfologia de una célula y los detalles estructurales. La fijacion del tejido es de suma
importancia, poco después de su eliminacion del cuerpo, sufrird cambios degenerativos

debido a la autélisis, de modo que se perdera la morfologia de la célula individual 4.

El dilema de la fijacion es constante porque hay una necesidad de lograr un efecto, los
fijadores alteran la composicion y fisica de los tejidos, causando la inactivacion enzimética
y deteniendo la autdlisis al desnaturalizar las proteinas. Proteinas desnaturalizadas difieren
de proteinas sin desnaturalizar en perfil quimico y antigénico debido a cambios en su

configuracion espacial > 8,

La fijacién en anatomia patologia es un paso fundamental, mediante este procedimiento se
logra prevenir la autdlisis y la degradacion del tejido, asi también conservar todos los
componentes del tejido de modo que puedan observarse tanto anatdbmica como

microscopicamente después de la tinciont’ 18,
Como la fijacién suele ser el primer paso para preparar el tejido para analisis microscépico
0 de otro tipo, la eleccién del fijador y del protocolo de fijacion es muy importante. El fijador

actua para desnaturalizar las proteinas mediante:

1.  Coagulacion estructuras proteicas secundarias y terciarias para formar geles
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insolubles.

2. Formando compuestos aditivos de entrecruzamiento de grupos terminales de
amino&cidos

3. Una combinacion de agentes coagulantes y procesos aditivos.

4.  Promueven la unién de tintes a componentes celulares particulares abriendo grupos
laterales de proteinas a los que se pueden unir los tintes.

5. Eliminan el agua unida para aumentar el indice de refraccion del tejido para mejorar
la diferenciacion optica.

6.  Alteran el indice de refraccion de los tejidos para mejorar el contraste para una

visualizacion sin tinciones 3.

Caracteristicas generales

Los fijadores poseen la capacidad de detener los mecanismos vitales de las células, porque
preservan la estructura y composicion celular tras la muerte. Inhibiendo, los fendmenos
autoliticos de post-mortem. Entre las multiples acciones de los fijadores, sus caracteristicas

mas generales se centran en*®:

Prevenir la autolisis en tejidos separados del organismo ya sea por biopsias o

necropsias. Inhabilitan la actividad de las enzimas lisosomales mediante coagulacion o

floculacién de las proteinas. La velocidad de penetracion y fijacion del tejido depende

del tamafio de la muestra y las propiedades del fijador utilizado *°.

e Funciona matando bacterias y evitando la proliferacion de microorganismos
descomponedores *°.

e Evitar contracciones o deformaciones de los tejidos debido a la presion osmética entre
los componentes del tejido y la solucion fijadora °.

e Fomentar modificaciones en la consistencia de la muestra para su manejo, corte y

preparacion para tefiir. Los fijadores incrementan la intensidad de la tincion del colorante

segun el tipo de tejido, por lo que no hay un fijador universal ideal, sino que debe elegirse

segun la especificidad del tipo de tejido y estudio *°.

Los criterios para obtener una buena fijacion son:
e Eleccion del fijador

e Tamano de la muestra
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e Volumen del fijador

e Tiempo de fijacion

e Temperatura de la fijacion

e Almacenamiento de las muestras

e Lavado de las muestras fijadas

Tiempo de fijacion en tejidos

La duracion de la fijacion depende de varios factores (tamafio de la muestra, tipo de tejido,
temperatura, condiciones estaticas frente a agitacion, etc.). El formaldehido puede fijar
correctamente un objeto pequefio en 8 h, pero se recomienda fijar las muestras durante al
menos 24 h. Las muestras grandes y/o los tejidos densos necesitaran tiempos mas
prolongados. En el caso del tejido neural (cerebro y médula espinal) se recomienda fijar las

muestras durante al menos 48 h o incluso mas (Anexo 11) %,

El intervalo entre la interrupcion del flujo sanguineo al tejido y la inmersion de las muestras
en el fijador debe ser lo mas corto posible, preferiblemente inmediato, dado que los cambios
bioquimicos importantes ocurren en los tejidos en los primeros 10 minutos después de la
falta de oxigeno. El tiempo debe reducirse para disminuir el deterioro de ARN y proteinas,
especialmente en tejidos con niveles elevados de ARNasas y proteasas *°.

Volumen de la sustancia fijadora

El fijador debe ser al menos 10 veces mayor en volumen que el tejido a fijar. Puede usarse
un papel o una esponja para cubrirlo y facilitar su penetracion en ejemplares mas grandes. No
se recomienda guardar en la nevera un espécimen en formol, ya que el frio retrasa la fijacion
del formol. La ley de Medawar establece que la profundidad de penetracion en el tejido
depende del tiempo segun la formula: d (mm) = KV t (min) (donde K es 0,78 para el

formaldehido a temperatura ambiente) 1,

El tiempo de contacto con el fijador varia segun el tipo de fijador, el tamafio y la naturaleza

de la muestra, y la temperatura de fijacion. La fijacion, lograda con sustancias quimicas,
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mantiene permanentemente la estructura del tejido para tratamientos futuros. Las muestras
deben ser sumergidas inmediatamente después de extraerse en el fijador. La fijacion por
inmersion implica sumergir trozos pequefios de muestra en un recipiente con la solucion

fijadora.

Cuando se fija tejido, es importante mantener el tamafio de la muestra pequefio, si es posible
(es decir, 2 a 3 mm3), ya que un mayor espesor retardara la penetracion del fijador. El
volumen del fijador debe ser de 20 a 25 veces el volumen del tejido. Se debe extraer o
perforar el peritoneo o la capsula que rodea el tejido. La sangre y la mucosidad se deben
enjuagar con solucion salina. Los tejidos deben cortarse con una hoja de afeitar o bisturi
nuevo y afilado, en lugar de tijeras, ya que estas ultimas podrian apretar el tejido y causar
dafio. Algunos tejidos (pulmones, ojos, etc.) requerirdn un manejo especial para garantizar

que el fijador llegue a todos los componentes internos.

Se debe tener cuidado de asegurar que la muestra tenga uno o mas lados cortados para
garantizar una buena penetracion del fijador. A veces, se puede emplear un instrumento
agitador para garantizar que el fijador llegue a todas las superficies. En ningin momento se

debe permitir que el tejido se seque®.

Cada fijador tendré su propio tiempo de fijacion y tratamiento posterior a la fijacion para
preservar mejor los detalles celulares. Los fijadores tipicos, segun el tipo de tejido y la
técnica de microscopia prevista, pueden incluir Formol Bufferado Neutro al 10%, fijador de
Zenker, fijador de Bouin, fijador de Helly, fijador de Carnoy, glutaraldehido, tetréxido de
osmio, &cido crémico, dicromato de potasio, &cido acético, alcoholes (etanol, metanol),

cloruro de mercurio y acetona 3.

Sustancias fijadoras.

Fijar en formol es adecuado para preservar detalles morfoldgicos, facilitar pruebas
inmunohistoquimicas y de hibridacion in situ, y conservar acidos nucleicos. Todos los kits

comerciales en inmunohistoquimica, técnicas moleculares y test genéticos estan optimizados

para este reactivo .
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El formol al 10% reduce la infecciosidad del virus de COVID-19 en 24 horas en muestras
de pacientes, por lo que se consideran de bajo riesgo. El virus se vuelve inactivo si se realiza
una infiltracion de parafina en los tejidos a una temperatura de 60-65 °C durante al menos 2

horas en el procesamiento técnico 22 (Anexo 2).

Clasificacion de los fijadores

Existen numeros fijadores que se utilizan desde décadas como el formaldehido, méas de un
siglo, pero con el paso del tiempo ha venido surgiendo nuevos métodos de fijacion. Los
cuales permiten un gran aporte para el estudio de lipidos, proteinas, ARN o ADN y los
demas componentes del tejido'®. La ilustracion 1 detalla algunos de los fijadores

histoldgicos.

llustracién 1. Clasificacion de diferentes fijadores y detalles sobre sus propiedades.

Fijador quimico Tipo de agente Fijador Mecanismo de Funcidn
fijacion
Fijador simple Agentes Etanol Mecanismo de Preserva pequefias
precipitantes (CH3CH,0H) coagulacion y moléculas no
Metanol deshidratacion lipidicas como
(CH30H) glucdgeno, é&cidos
Acetona nucleicos, preserva
(CH3COCHs3) la actividad
enzimatica
Agentes de Formaldehido Mecanismo de Procesamiento
reticulacion (HCHO) reticulacion rutinario, Proteinas
Glutaraldehido Microscopia
(OHC-CH,-CH»- electronica,
CH»-CHO) Lipidos, RBC
Acroleina Fosfolipidos

(CH,=CH—CHO)

Agentes oxidantes  Tetroxido de enlace insaturado Lipidos, Post
osmio fijacion en
(0s04) microscopia
electronica
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permanganato de
potasio
(KMnO; etc)

Grupo metalico Cloruro mercudrico ~ formacion de Uso en fijadores
(HgCl2) precipitados compuestos  como
metalicos Zenker (biopsia de
Acido picrico insolubles médula dsea) vy
Bouin
(CeH3N307)

Fijadores Fijadores a base de Carnoy Mecanismo de Analisis molecular

compuestos alcohol (Etanol, coagulacion y
cloroformo, deshidratacion
acético
acido)
Metacarn
(Metanol,
cloroformo, 4&cido
acético)
RCI; (Etanol, acido Morfologia, ICC,

acético y glicerol) IHQ vy andlisis

Finefix molecular
(Etanol,

propanodiol,

alcohol

polivinilico)

Mezclar fijadores ~ Bouin Caracteristicas Tincién, IHC,
(Formaldehido, tanto de Analisis molecular
acido picrico, reticulacion como

acido acético) de precipitacion

Davidson Examen

(Acido  acético, histolégico, IHC,
alcohol y Formol ensayo TUNEL
Bufferado neutro

al 10%)

Fuente: Howat WJ, Wilson BA. Tissue fixation and the effect of molecular fixatives on downstream staining

procedureslg.

También en otras investigaciones se han propuesto dos tipos de mecanismos de fijacion. Los

fijadores coagulantes a base de alcohol (como el fijador PAX) producen una calidad de acido
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nucleico valiosa, pero tienen defectos en la preservacion estructural y, por lo tanto, no son
populares entre los patélogos. EI mecanismo de reticulacion producido por los fijadores de
aldehidos proporciona, en cambio, una conservacion estandar de los componentes
estructurales. De hecho, la fijacion de tejido en Formol Bufferado Neutro al 10% con la
generacion de blogues de tejido FFPE representa el método ampliamente favorecido para el

procesamiento de muestras de tejido quirdrgico en patologia diagndstica 2.

El propdsito de la fijacion es preservar los tejidos de forma permanente en un estado tan real
como sea posible. La fijacion debe realizarse lo antes posible después de la extraccion de los
tejidos (en el caso de patologia quirdrgica) o poco después de la muerte (con autopsia) para
evitar la autolisis. No existe un fijador perfecto, aunque el formaldehido es el que mas se
acerca. Por lo tanto, una variedad de fijadores esta disponibles para su uso, segun el tipo de

tejido presente y las caracteristicas que se van a demostrar 2.

Hay cinco grandes grupos de fijadores, clasificados segln el mecanismo de accion:
e Aldehidos
o Mercuriales
e Alcoholes
e Agentes oxidantes
e Picrates

El Formol Bufferado Neutro al 10% y el glutaraldehido son tipos de aldehidos. Las proteinas
forman enlaces cruzados con residuos de lisina para fijar el tejido. El entrecruzamiento no
afecta la estructura proteica y no se pierde la antigenicidad. Entonces, el formaldehido es
efectivo en las técnicas inmunohistoquimicas. Penetra bien en los tejidos, pero es
relativamente lenta. La solucién estandar es formalina tamponada neutra al 10%. Un tampo6n
evita la acidez que promoveria la autolisis y provocaria la precipitacion del pigmento formol-

hemo en los tejidos.

Un ejemplo de una solucion a base de aldehido es Formol Bufferado Neutro al 10% que
consiste en un 3,7% de formaldehido en agua con un 1% de metanol. Es un agente fijador
utilizado en todo el mundo debido a su disponibilidad comercial, facilidad de manipulacion,

bajo costo y capacidad eficaz de conservacion de tejidos con minima alteracién celular. Sin
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embargo, tiene algunos efectos secundarios toxicos preocupantes, como reacciones
alérgicas, irritacion de la piel y sensacion de ardor en los ojos. Ademas, el formaldehido
tiene potencial carcindgeno en humanos que puede causar cancer de nasofaringe, leucemia

mieloide y tumores cerebrales 2.

En histopatologia, las muestras de tejido generalmente se obtienen de biopsias y resecciones
y se tratan inmediatamente con Formol Bufferado Neutro al 10% con fines de conservacion.
Es el fijador méas utilizado en los laboratorios de patologia. Este procedimiento debe
garantizar la preservacion quimica del tejido para futuras investigaciones y analisis

moleculares después de la fijacion.

Aungue ningdn fijador cumple con todos estos criterios, cumple con la mayoria de estos
requisitos ya que inhibe la aut6lisis y estabiliza el tejido mediante la reticulacion con grupos
amino de aminoacidos presentes en péptidos y proteinas. La fijacion no destruye los acidos
nucleicos, los carbohidratos y los lipidos. Ademas, se conserva la estructura tridimensional

para que pueda investigarse explicitamente 2’.

El glutaraldehido provoca la deformacion de la estructura de hélice alfa en las proteinas, por
lo que no es bueno para la tincion inmunohistoquimica. Sin embargo, se fija muy
rapidamente, por lo que es bueno para la microscopia electrénica. Penetra muy mal, pero da
mejor detalle general citoplasmatico y nuclear. La solucion estandar es glutaraldehido

tamponado al 2 % °.

Los mercuriales fijan el tejido por un mecanismo desconocido. Contienen cloruro de
mercurio e incluyen fijadores tan conocidos como B-5 y Zenker. Estos fijadores penetran
relativamente mal y provocan cierta dureza en los tejidos, pero son rapidos y proporcionan
un excelente detalle nuclear. Se utiliza principalmente para fijar tejidos hematopoyéticos y

reticuloendoteliales. Por ser portadores de mercurio, requieren de una disposicion adecuada

25,

Los alcoholes, como el metanol y el etanol, desnaturalizan proteinas y no se utilizan
habitualmente en tejidos debido a su efecto endurecedor y fragilizante. A pesar de eso, son

eficientes para frotis citoldgicos al ser rapidos y mostrar buenos detalles nucleares. Las lacas
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de cabello baratas son equivalentes a las latas de aerosol de fijadores de alcohol para pruebas

de Papanicolaou 25.

El material de fijacion alternativo que se puede utilizar para almacenar muestras durante un
periodo prolongado es el alcohol. El alcohol ha sido utilizado como material de fijacion
desde 1922 por Freudenthal. Su investigacion fue resumida en 1947 (Freudenthal). En
general, recomendé el etanol como material de fijacion para todos los tejidos y células
excepto para la tincion de grasa. Las investigaciones contintan encontrando el efecto del
alcohol en cada tejido desde 1957. Luego, en 1986, se empez0 a investigar el etanol como

material de fijacion para tinciones histoquimicas.

El etanol es un grupo de alcoholes que se utiliza méas ampliamente. Segln varios estudios,
el etanol proporciona una excelente proteccion para las enzimas fosfatasa alcalina, el
colageno de fibra de coco, el ADN, el ARN vy las lipasas. Con base en la investigacion,
algunas modificaciones de la técnica para aprobar el crecimiento continuo hasta ahora. Sin

embargo, ninguno utiliza un microscopio electrénico 8.

Los agentes oxidantes incluyen fijadores de permanganato como el permanganato de
potasio, fijadores de dicromato por ejemplo dicromato de potasio y tetroxido de
osmio. Entrecruzan las proteinas, pero causan una desnaturalizacion extensa. Algunos de

ellos tienen aplicaciones especializadas, pero se usan con muy poca frecuencia2s.

Picratos incluyen fijadores con &cido picrico. La més importante de ellas es la solucion de
Bouin. Tiene un mecanismo de accion desconocido. Funciona casi tan bien como los
mercuriales con detalles nucleares, pero no causa tanta dureza. El acido picrico es un peligro
de explosion en forma seca. Como solucidn, tifie de amarillo todo lo que toca, incluida la

piel 2.
2.4.1.1 Formaldehido

El formaldehido se considera la solucion de oro en el proceso de fijacion. Butlerov lo
descubri6 en 1859, es ampliamente utilizado en todo el mundo para preservar y fijar tejidos
durante mucho tiempo, denominado fijador clasico. La solucion fijadora ideal debe tener una

capacidad notable para penetrar el tejido en poco tiempo, menos dafios al tejido durante la
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penetracion y actuar como fijador y conservante al mismo tiempo. Pocos fijadores podian
fijar y preservar el tejido; el formaldehido al 10% se consideraba el mejor de estos fijadores;
otros podrian fijar el tejido, pero causan dafio tisular durante el largo tiempo de exposicion
ya que no son adecuados como conservantes, la solucién de Bouin es el mejor ejemplo para

este tipo de estos fijadores 2° (Anexo 5,6y 7).

El formaldehido se utiliza ampliamente para preservar el tejido, actia como conservante,
causa poca retraccion del tejido, es compatible con diversas tecnicas e tinciones histologicas,
incluyendo la inmunocitoquimica y la hibridacion de &cidos ribonucleicos. Ademas, el
formaldehido se une a grupos funcionales de las proteinas formando grupos hemiacetales, lo
cual inactiva una gran cantidad de enzimas y previene la degradacion del tejido por las
enzimas hidroliticas 2. Protege los lipidos adecuadamente, especialmente si se agregan iones
de calcio a la solucion fijadora (ya que disminuyen la solubilidad de los fosfolipidos), y no

genera reaccién con los carbohidratos.

Comunmente se encuentra en forma de una solucion de formaldehido al 37%, esto se obtiene
al hacer burbujear gas formaldehido a través de agua hasta el punto de saturacién. Su forma
mas comun en los laboratorios histoldgicos es una soluciéon al 10%, es decir, 4% de
formaldehido, ya sea diluido en agua (originalmente denominada Formol Bufferado Neutro
al 10%) o en una solucién tamponada (denominada formalina tamponada neutra o0 NBF).

Sin embargo, si bien el componente principal de la solucion de formaldehido es el
formaldehido, el investigador debe tener en cuenta que la oxidacion del formaldehido
producird una cantidad desconocida de &cido férmico, de ahi la razén por la que Formol
Bufferado Neutro al 10% no tamponado es acido y que puede haber entre un 10% y un 15%

de metanol en la solucidén. y actia como agente estabilizante.

El ingrediente activo en cualquier solucion de formaldehido es el metilenglicol, la forma
hidratada del formaldehido y los dos quimicos coexisten dentro de la solucién en un
equilibrio que favorece al metilenglicol. Se ha propuesto que la conocida paradoja entre la
tasa de penetracion del formaldehido y su tasa de fijacion puede deberse a la rapida velocidad
de penetracion del metilenglicol y la lenta tasa de fijacion del formaldehido 8,
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La fijacion normalmente es de 24 a 50 h, aunque puede ser de 1 a 2 semanas. Si el tejido va

destinado a inmunohistoquimica es suficiente con 12-24 h a 4°C18,

Sustancias fijadoras con formol

Formalina tamponada neutra

El reactivo que se utiliza actualmente para la fijacion quirargica de tejidos es formalina
tamponada neutra (NBF), que se obtiene disolviendo 1:10 la solucién saturada (comercial)
de formaldehido en tampon fosfato 0,1 M, pH 7,2-7,4. El pH del reactivo es fundamental ya
que se sabe que la fijacion en formalina &cida produce la fragmentacion del ADN y la
alteracion de las bases. La solucion comercial de formaldehido, a partir de la cual se prepara
la formalina, es rica en acido formico, lo que produce una acidez en el rango de pH 2. En la
solucién final tamponada, ligeramente alcalina, el &cido estd presente como formiato de

sodio, que actualmente se considera como inactivo e irrelevante en el proceso de fijacion 24,

Preparacion de 1 litro de solucion de Formol Bufferado neutro al 10%.

e Formol comercial..................... 100 mL
e Aguadestilada..........................900 mL
e Fosfato monobasico de sodio........ 4¢g

e Fosfato dibasico de sodio............. 65¢g

Liquido de Bouin: frecuentemente utilizada como sustituto del Formol Bufferado Neutro
al 10% para la fijacion de tejidos como la piel, 6rganos endocrinos, testiculos y tejido
embrionario. No esta establecido para realizar biopsias renales debido a la distorsion severa
que causa. Las muestras se deben lavar con etanol a 70% con un tiempo de fijacion de 4 a
48 horas®®.

Preparacion del fijador

e Solucién acuosa de acido picrico.................... 750ml
e Formalina concentrada........................oo 250ml
e Acido acético glacial.................ccoeeiiiiiiii, 50ml
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Fijador de Bouin-Hollander: esta es una version modificada del liquido de Bouin que se
usa para fijar cilindros de biopsias de médula 6sea. Esta solucion se conserva a temperatura
ambiente el tiempo de fijacion oscila entre 48-72 horas. También puede conservar las

muestras durante 48 horas sin endurecerse demasiado *° (Anexo 12).

Preparacion del fijador

e Acetato neutrode cobre..............ooiiiinnn 2.5gr
e Acido piCcrico .......oviiuiiiie e 4.0qr
e formalina concentrada............................. 10ml
e Acido acético glacial......................cceei. 1.5ml
e Aguadestilada ................oiii 100ml

Buin alcoholico (fijador de Dubosqg-Brasil): es una opcion liquida Bouin para piezas de
mayor tamafo, con mayor rapidez de penetracion. Se emplea asimismo para una fijacion
concreta de sustancias hidrosolubles como el glucdgeno para prevenir la disolucién, ademas,
se usa para fijar higado, cerebro, rifiones, musculo®. El tiempo de fijacion medio para
fragmentos con un espesor de aproximadamente 5 milimetros es de 2 a 3 horas cuando se

mezcla antes de usar.

Preparacion del fijador

e Alcohol etilico 80%.............cocveveveinnnnn. 75.0ml
e Acido PICrico. ... couuuiii i 0.5gr
e Formalina concentrada........................... 30.0ml
e Acido acético glacial.............................. 7.5ml

Liquido de Gendre: esta disefiado especialmente para fijar el glucogeno y los pigmentos
derivados de la hemoglobina. La fijacion tarda entre 1 y 4 horas. Después del proceso, deben

hacerse dos lavados sucesivos en etanol a 80, 95y 100°.

Preparacion del fijador

e Alcoholetilico 70%..........cooeviiiiiiii... 75.0ml
o Acido picrico........cooviieeeiiiiie i 0.5gr
e [Formalina concentrada...........ccooveeuee... 15.0ml
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e Acido acético glacial............................ 7.5ml

Fijador de Mdller: la importancia actual del Monobromonapto se basa en su uso para la
fabricacion de fijadores de Orth y de Zender. La solucion principal que denominamos
madre. Fijacion durante 4 y 8 horas. Después de la fijacion, es preciso enjuagar con agua

corriente durante algunas horas.

Preparacion del fijador

e Dicromato de potasico...............ceevenen.n. 2.5gr
o Sulfato sOdiCO......cooeviiiiiiiiiiiiia 1.0gr
e Aguadestilada.................cooiiiiinL. 100.0ml

Fijador de Orth: actualmente se usa solo en técnicas de sujecion de tejido nervioso
especificas. Los tejidos nerviosos se fijan durante 48 horas, después se lavan y se almacenan

en alcohol etilico al 70% .

Preparacion del fijador

e SoluCION StOCK. . .vvee e, 90.0ml

e Formalina concentrada......................... 10.0ml

Solucion de B5 y Zenker-formol (Liquido de Nelly): Las dos mezclas son practicamente
iguales. B5 se refiere a la version alterada de Zenker; Zenker-formol, con dicromato de
potasico y sulfato sédico, es el fijador preferido para rifiones, higado, tejido conectivo y

fibras 3

Preparacion del fijador

e Cloruro mercarico........................ 5gr.

e Dicromato potasiCo........c.cccervrrverueenne. 2,549r.
e Sulfato sodico.........cccoviiinininn.nn. 1qgr.

e AguaDestilada .....................oe 100 ml.
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Sustancias fijadoras sin formol

La fijacion se realiza mediante la accion del alcohol presente en la solucién, que actda
provocando la desnaturalizacion de las proteinas con la eliminacion de agua en los grupos
carboxilo, hidroxilo, amino, amido e imino libres de las proteinas, lo que da como resultado
la coagulacion de las proteinas y la contraccion del tejido , por ejemplo, Zenker y Carnoy?é.
La fijacion es esencial en el procesamiento de muestras de tejido para preservar su estructura
celular y composicion”. Los fijadores alcoholicos son alternativas prometedoras a Formol
Bufferado Neutro al 10% *.

Liquido de Zenker: busca unir los beneficios del sublimado y del dicromato potasio. Se
reemplazé por B5 en la practica habitual. Se limita principalmente a mejorar el proceso de
refinamiento y decalcificacion de las biopsias de médula 6sea fijadas inicialmente con
B5. No se debe exceder las 48 horas de tiempo de fijacion. Después de fijarlo, hay que tratar

el material con sulfato de sodio al 5% durante 1-2 horas 3,

Preparacion del fijador

e Bicloruro de mercurio....................o..ee 50

e Bicromato potasico............coceviiiininnne. 250

e Sulfato s6dico........ccoviiiiiiiiiii 19

e Aguadestilada....................o 100 ml
e Acido acético glacial............................. 5m

Liquido de Carnoy: Se sabe que fija el glucdgeno, los carbohidratos simples en general, las
proteinas fibrilares y especialmente las miofibrillas. Arregla las cosas muy rapidamente y al
mismo tiempo deshidrata el tejido. Los efectos secundarios son hemolisis y retraccion histica

excesiva. eritrocitos masivos y preservacion estructural inadecuada del ADN *°,

Para contrarrestar los efectos de la contraccion del etanol y producir la fijacion del tejido
mediante enlaces de hidrégeno de los componentes al tejido, el fijador de Carnoy afiade
cloroformo y acido acético a la mezcla. EI ADN no estaba bien conservado estructuralmente.

El tiempo de fijacion puede ser acorde hasta 3 horas®®.

33



Preparacion del fijador

e FEtanol absoluto.......ccovvvvviiiiiiiiinennnn... 60ml.
e Cloroformo.......oooee i, 30ml
e Acido acético glacial.......................... 10ml

Fijadores alternativos

Durante las dos Gltimas décadas se busca nuevas formas de reemplazar a los fijadores
tradicionales, dando como resultado la introduccion de varias soluciones a base de alcohol
de los cuales se puede mencionar a FineFIX, RCL2 y PAXgene, que, segun se ha informado,

conservan la morfologia de los tejidos, asi como las proteinas y los acidos nucleicos.

Finalmente, la distribucion comercial de los fijadores alternativos se debe a tres
preocupaciones principales: primero, sus costos de adquisicion son de 3 a 10 veces mayores
en comparacion con la Formol Bufferado Neutro al 10%; en segundo lugar, los productores
pueden descontinuar los productos en cualquier momento (como sucedi6 en el caso de
RCL2); en tercer lugar, las recetas no reveladas crean incertidumbre sobre si se puede

garantizar un archivo a largo plazo en el futuro (Anexo 10) 2,

Sistema de fijacion de tejido PAXgene

En tejidos orales fragiles son dificiles de procesar para aplicaciones histoldgicas, ya que son
expuestos a sufrir dafios en el procesamiento, como desgarros, arrugas y caida del tejido en
los portaobjetos. Esto conduce a una pérdida de informacion morfoldgica y a retrasos
innecesarios en la experimentacion. Se ha caracterizado el nuevo sistema de fijacion de
tejido PAXgene en tejido de la mucosa bucal de patologia normal y cancerosa para

aplicaciones histoldgicas e inmunohistoquimicas de rutina 3
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Fijadores naturales no toxicos.

A pesar de sus beneficios, el Formol Bufferado Neutro al 10% se conoce desde hace muchos
afios como un potente irritante de la piel y la cavidad nasal, y es citotoxica en dosis altas. Se
considera un carcindégeno para los canceres nasofaringeo, linfatico y hematopoyético,
incluida la leucemia. Debido a su naturaleza peligrosa, se han estudiado numerosos fijadores
naturales para buscar una alternativa a los fijadores.

La Administracion de Salud y Seguridad Ocupacional (OSHA) ha alentado enormemente la
investigacion en curso para buscar un reemplazo mas seguro y ecologico de los fijadores de
Formol Bufferado Neutro al 10%. Dado que la exposicion constante a largo plazo al
formaldehido pone en peligro la salud del personal de laboratorio, los productos naturales a
base de azucar se han convertido en interesantes fijadores alternativos al formaldehido
debido a sus propiedades conservantes y antibacterianas. Sin embargo, existen hallazgos

controvertidos sobre los efectos fijadores de los fijadores naturales 2.

Métodos de aplicacién de los fijadores

En general, el fijador de tejidos se puede aplicar mediante cuatro métodos principales, como
calor, microondas, perfusion e inmersion; el altimo método es el protocolo mas comin y
ampliamente utilizado, ya que todas las muestras de tejido se obtienen de la operacion
quirdrgica o del examen post mortem. Muchos factores influyen en la accién de la solucion
fijadora, como la temperatura, la osmolalidad, el tamafio y el espesor de la muestra, el
volumen del fijador, el pH del tampdn fijador, el tiempo de fijacion y la concentracion del

fijador.

La fijacidn de tejidos utiliza una solucion quimica como Formol Bufferado Neutro al 10% y
puede considerarse una reaccion quimica ya que la fijacion del tejido se produce mediante
uno de estos tres mecanismos: fijacion por enlace covalente, fijacion por coagulacion de
proteinas y fijacion mediante la formacion de precipitados, considerado como un fijador de

enlaces covalentes 2°.
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Ventajas y desventajas

Las ventajas de los fijadores con formol para tejidos humanos son:
e Los fijadores con formol mejoran considerablemente la tincion nuclear, lo que
facilita la visualizacion de las estructuras celulares
e Tiene un fuerte efecto mordiente, lo que ayuda a preservar las caracteristicas
morfoldgicas y moleculares de los tejidos
e Son efectivos para preservar la estructura celular, lo que permite un analisis

histolégico mas preciso

Sin embargo, también es importante tener en cuenta las desventajas de los fijadores con
formol:
e EI formol puede causar retraccién en el tejido, lo que puede afectar la
interpretacion de los resultados histolégicos.
e El formol puede alterar la composicion antigénica del tejido, lo que puede afectar
la deteccion de ciertos marcadores 0 antigenos
e EI formol es una sustancia toxica y cancerigena, por lo que se deben seguir las

indicaciones de seguridad al manipularlo.

Las ventajas de los fijadores sin formol en tejidos humanos son:
e Los fijadores sin formol son efectivos para preservar la estructura celular, lo que
permite un analisis histol6gico mas preciso.
e Son adecuados para tejidos blandos, duros y resistentes

e Los fijadores sin formol son menos toxicos que los fijadores con formol.

Las desventajas de los fijadores sin formol para tejidos humanos son:
e No son adecuados para ciertos tipos de tejidos algunos tipos de tejidos pueden
requerir fijadores especificos que no sean sin formol.
e Pueden no ser tan efectivos como los fijadores con formol sirven para preservar las

caracteristicas morfologicas y moleculares de los tejidos.
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La fijacion prolongada puede dar como resultado el enmascaramiento quimico de dianas
proteicas especificas y la prevencion de la unidn de anticuerpos durante los protocolos de
inmunohistoquimica. En tales casos, se podran incorporar métodos de fijacion alternativos
dependiendo del material biolégico. Por lo tanto, no existe un fijador universal que cumpla

con todos los requisitos. Cada fijador tiene propiedades y desventajas especificas.

No existe un fijador unico, o una combinacién de fijadores, que tenga la capacidad de
preservar y permitir la demostracion de cada componente del tejido. Algunos fijadores tienen
solo aplicaciones especiales y limitadas, mientras que pueden ser necesarias mezclas de dos
0 mas reactivos para emplear las propiedades especiales de cada uno. Por lo tanto, es
importante identificar especificamente qué estructuras histolégicas se estan tratando de

demostrar, asi como los efectos del almacenamiento de los tejidos a corto y largo plazo 3.
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CAPITULO I1l. METODOLOGIA.

Enfoque de investigacion

El presente trabajo tiene un enfoque cualitativo, porque se obtuvo informacion por medio
del analisis de datos existentes en documentos cientificos sin que se tome en cuenta la

estadistica como base fundamental ni se involucre mayormente datos cuantitativos.

Segun el nivel

Es de caracter descriptivo debido a que se permitié especificar detalladamente las variables,
haciendo énfasis en qué y coémo se manifiestan a través de procesamientos, conceptos y
estudios que se enfocan en sustancias fijadoras de tejidos humanos para

procesos histoldgicos que fueron analizados.
Segun el disefio
Se elabor6 con un disefio no experimental sin manipulacion de variables de estudio, si no

que se analizé el fendmeno tal cual como se presentd. Es de tipo documental, porque se basa
en una revision bibliogréafica y estudios publicados en sitios web oficiales.

Segun el cohorte

La secuencia temporal es transversal en vista de que se realizo el analisis en un momento

determinado y con un solo blogque de resultados.

Segun la cronologia de los hechos

Este trabajo fue de tipo retrospectivo ya que este estudio recogié datos de articulos
cientificos, informes, libros actualizados y revistas de hechos que ya sucedieron,

realizandose la busqueda, seleccion y recoleccion de informacion.
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Técnicas de recoleccion de Datos

La técnica utilizada es una revision sistematica utilizandose el método Prisma,
desarrolldndose una preseleccion de articulos hasta la seleccion final de aquellos que se
evaluaron segun los buscadores seleccionados como: Scielo, Pub Med, como resultado se
obtuvo fundamentos del proceso de fijacion tisular, principios generales de la fijacion en

tejidos y clases de agentes fijadores segn su mecanismo de actuacion.
Poblacion

La poblacion en estudio estuvo conformada por un total de 47 articulos cientificos
relacionados con la aplicacion de sustancias fijadoras en tejidos humanos para procesos
histologicos, los cuales aportaron con informacion relevante para la investigacion de
sustancias fijadoras de tejidos humanos en procesos histologicos, fueron publicados en
revistas cientificas y bases de datos que tienen impacto regional y mundial entre las que se
ubican, ProQuest, Elsevier, Scielo, PubMed, Dialnet ademas sitios web como, Organizacion
Mundial de la Salud y repositorios de revistas digitales del periodo 2013 al 2023, facilitaron

informacion ligada al tema de investigacion durante el periodo de investigacion.
Muestra

La muestra de este trabajo investigativo estuvo conformada por 27 fuentes bibliograficas
relacionadas con el tema de estudio, publicadas, entre los 5 y 10 afios anteriores, estos tenian
una estrecha relacion con la parte medular del tema de los cuales destacan Elsevier (1), Scielo
(5), Dialnet (3), ProQuest (3), PubMed (5), OMS (3), Atlas (2), repositorios (5).

Criterios de inclusion y exclusion

Inclusién: Se emplea criterios de inclusion como:

e Articulos con contenido vigente referidos a la aplicacion de sustancias fijadoras en
tejidos humanos para procesos histolégicos.

e Libros con informacion relevante sobre la composicion de sustancias fijadoras.

e Fuentes de primera mano con informacion completa respecto a sustancias fijadoras.
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Exclusion: Se emplea criterios de exclusion como:

e Investigaciones experimentales sobre el tema, pero sin hallazgos concluyentes.

¢ Informacion relevante, pero con mas consistencia en fijacion de necropsias.

e Articulos de anatomia patologica que tienen una gran informacion poco enfocada en

sustancias fijadoras de biopsias y tejidos.

Metodos de analisis, y procesamiento de datos.

Métodos de andlisis
Como proyecto de revision bibliogréfico se aplicé el método tedrico, donde se realizé un
analisis y sintesis de la informacion sobre las sustancias fijadores para los procesos

histoldgicos.

Procesamiento de datos
La presente investigacion se realiz6 mediante el analisis de contenidos relevantes y Utiles
para el desarrollo del tema, esto mediante la recoleccion de informacion de forma

bibliogréfica para ser analizada.

Consideraciones éticas
No es necesario un comité de ética para este proyecto de revision bibliografica porque no se
utilizaran sujetos humanos, animales o plantas y no se efectudé ninguna manipulacion de

muestras bioldgicas.
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Estrategia de busqueda bibliografica

DIAGRAMA DE FLUJO
PARA LA BUSQUEDA

:

Planteamiento del problema a

investigar

/

A

Busqueda de fuentes de

¢Cudl es la utilidad de las sustancias fijadoras en los

tejidos humanos en los procesos histoldgicos?

Identificacién de conceptos: sustancias fijadoras,

procesamiento  de tejidos, piezas anatomo

patoldgicas, autolisis y fijacion

informacion.

.

Base de datos cientificas:

Elsevier

Scielo, Dialnet, ProQuest, revistas en

Eleccion del idioma: revistas en el idioma

esnafiol e inales

inglés como PubMed sitios web como,

OMS, atlas, repositorios

3

Cumple con los criterios de Inclusién 27:

Contiene informacion atil para el desarrollo del
proyecto, Ultimos articulos de entre 5-10 afios de
publicacién tanto en revistas cientificas, sitios web

y libros.

Revisadas: 47 revistas cientificas
o Elsevier (5)

e Scielo (7)

e Dialnet (6)

o  ProQuest (6)

e PubMed (8)

e OMS (5)

o Atlas (4)

e Repositorios (6)

!

Aplicar criterios de inclusién y exclusiéon para la

seleccion de articulos y libros

Informacidn seleccionados:

Elsevier (1)
Scielo (5)
Dialnet (3)
ProQuest (3)
PubMed (5)
OMS (3)

Atlas (2)
repositorios (5)

\4

Anélisis, parafraseo de la informacién y citado

con normas Vancouver

v

No cumple con los criterios de inclusion: (20)
No contiene informacidn Util para el desarrollo de la
investigacién, no son de base de datos reconocidas,

mas de 10 afios los articulos.

!

Base de datos excluidos: Se encuentran fuera del
limite de tiempo determinado, no tienen respaldo
cientifico, no poseen informacion relevante sobre el

tema.
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CAPITULO IV. RESULTADOS Y DISCUSION

Analisis de resultados

Para desarrollar los resultados se seleccionaron 27 articulos cientificos, aplicandose la
metodologia prisma, con la finalidad de efectuar un analisis comparativo de los hallazgos de
los articulos de estudios experimentales con muestras especificas y revisiones sistematicas
que emplean comparaciones, asi establecer las ventajas y desventajas, beneficios de
aplicacion de sustancias fijadoras alternativas. Las tablas presentan el autor, el afio de
publicacion, nombre de la revista, estudio, muestra, hallazgo y sustancia fijadora utilizada.
Para la presentacion de la informacion se establecieron aspectos que responderan a los

objetivos especificos de la investigacién, mencionados a continuacion:

1. Importancia del manejo adecuado de las sustancias fijadoras y de las piezas

anatomopatoldgicas para procedimientos histoldgicos.
2. Ventajas y desventajas de las sustancias fijadoras.

3. Uso correcto del tiempo de fijacion y poder de penetracion en los tejidos.
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Tabla 1. Importancia del manejo adecuado de las sustancias fijadoras y de las piezas anatomopatologicas para procedimientos histoldgicos

los tejidos que la formalina.

Titulo Autor Tipo de estudio Muestra Resultado

Procesamiento de tejido mediante | Gindisch | Estudio experimental | 50 tumores hepaticos | Se comparo entre la fijacion estandar y la fijacion en frio,

un dispositivo de recoleccion con | et al. 3 L . logrando una conservacion satisfactoria de las proteinas en los

primarios y metastasicos . . . T

temperatura  controlada  para dos métodos. La diferencia no es tan significativa, pero

preservar los  biomarcadores mencionan una tendencia que apunta a una mejor

tumorales. conservacion fijando a 4 °C

Efecto de la fijacion prolongada | Korzhevsk | Estudio experimental | 28 bloques de tejido de la | La fijacién produce una preservacion alta del tejido cerebral

de formalina sobre la expresion | iietal. ® corteza frontal, | humano no se observo contraccion del tejido ni distorsion de

de proteinas en tejidos cerebrales prefrontal prefijados en | la estructura celular, los componentes celulares se retuvieron

humanos. formalina. en sus compartimentos nativos y las células se presentaron con
una apariencia microscopica distinta y detallada.

Método analitico para determinar | Bauer Estudio experimental | 87 muestras de | Desarrollo de un modelo estadistico en tiempo real y un

la fijacion 6ptima de los tejidos en | et al. 3 amigdalas sistema de procesamiento de tejidos modificado a medida que

tiempo real. determina cuando una muestra se difunde lo suficiente como
para producir tinciones de alta calidad a partir de ensayos IHC
posteriores.

Evaluacion integral de la fijacion | Lahiri Estudio experimental | Tejido de la mucosa oral | La tincion con hematoxilina y eosina mostr6 una morfologia

de PAXgene en tejidos | etal. ® y bucal. comparable entre los tejidos fijados con formalina y con

cancerosos orales. PAXgene. Se observé una inmunotincién de buena calidad y
ligeramente superior para las proteinas p53 y CK5/6 asociadas
al cancer en tejidos fijados con PAXgene sin recuperacion de
antigeno que en tejidos fijados con formalina.

fijadores a base de alcohol pueden | Haque Estudio experimental | Tejido de higado, bazoy | Se evaluaron fijadores a base de alcohol y la formalina en

preservar mejor la morfologia de | etal.? corteza cerebral. cuanto a las caracteristicas morfoldgicas, estructuras y

componentes tisulares. La fijacion de EthMeth y metacarn
arrojaron resultados satisfactorios en la morfologia y la
posterior identificacion de las caracteristicas del mismo. los
tejidos fijados con formalina mostraron cierta peculiaridad, tal
como una fijacion inadecuada, disminucién del tamafio y
alteraciones de los componentes del tejido.

La tabla 1 presenta la importancia del manejo adecuado de las sustancias fijadoras y la fijacién de las piezas anatomopatoldgicas para

procedimientos histologicos. La fijacion con formol tiene hallazgos significativos y muestran que es la opcion més adecuada ya que ayuda a la

conservacion del tejido, pero es necesario establecer el tiempo entre otras variables.
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Discusion

De acuerdo al autor Giindisch et al.* el examen histolégico mostré un patron uniforme de
carcinomas invasivos que crecian como nudos solidos y grupos de células cancerosas con
una citologia mondétona. La fijacion en CF, a diferencia de FE, permitié una conservacion
satisfactoria de las proteinas. Mientras Haque etal. !, muestra resultados morfol6gicos y de
identificacion de tejido satisfactorios, con buena conservacion de los detalles celulares

utilizando los fijadores a base de alcohal,

De la misma forma que Korzhevskii et al. %, menciona que la fijacion prolongada en tejido
cerebral humano no presenta contraccion ni distorsion de la estructura celular, los
componentes celulares se retuvieron en sus compartimentos nativos y las células se

presentaron con una apariencia microscopica optima para los estudios en el laboratorio.

De acuerdo a los estudios anteriores la falta de estandarizacion del manejo y procesamiento
de tejidos dificulta el desarrollo y validacién de nuevos biomarcadores en entornos clinicos
y de investigacion. En este sentido, la estandarizacion y optimizacién de los procedimientos
preanaliticos y el procesamiento de tejidos son requisitos basicos para obtener datos
confiables y reproducibles. Los estudios presentan informacién acerca de los mismos, pero
se menciona la necesidad de mejores aplicaciones, sumado a ello, la mayor parte son
efectuados a nivel internacional. En Latinoamericana y Ecuador son escasos las

investigaciones, sin un enfoque de la necesidad de su aplicacién en la préactica clinica.

El autor Bauer et al. *® explica que encontr una correlacion entre las propiedades de difusion
de cada tejido y los tiempos de difusién determinados empiricamente necesarios para
producir una tincion posterior ideal. Mientras Lahiri et al. 3 encontr6 que los tejidos fijados

con PAXgene mostraron una caida de tejido significativamente menor de los portaobjetos.

Estos estudios demuestran que el manejo adecuado requiere de contar con todas las
sustancias fijadoras, pero algunos estudios muestran que se requiere de otras opciones por
diferentes emergencias incluso hasta disponibilidad. Pero al no ser adecuado el retraso en la
fijacion presenta algunos inconvenientes como cambios en la estructura del tejido,

afectandose los resultados. Los estudios usaron el muestro no probabilistico por
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conveniencia porque los investigadores usaron las muestras que tenian a la mano, sin

considerarse otros criterios, porque se deseaba establecer la fijacion en el tejido.

Las investigaciones han utilizado una serie de nuevas opciones, por ejemplo, Paxgene en
general trabajandose en estudios comparativos con el Formol Bufferado, estas sustancias
ayudan a la conservacion de tejido. Las técnicas que se apliquen deben ser adecuadas y
basadas en el conocimiento de la anatomia. La fijacion con Formol Bufferado entre el 5% al
10% tienen hallazgos significativos y muestran que es la opcion méas adecuada, pero es

necesario establecer el tiempo y otras variables, segun los fines establecidos.
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Tabla 2. Ventajas de las sustancias fijadoras

Titulo

Autor

Tipo de estudio

Muestra

Ventajas

El propdleo como posible

Bugshan et al. %

Estudio experimental

70 muestras de tejido de lenguas

La fijacion de muestras de tejido colocadas en

sistema nervioso central.

nuevo fijador de tejidos propéleo al 6,6% fue estadisticamente
histolégicos. significativamente mejor que la de las muestras
colocadas en Formol Bufferado Neutro al 10% vy
solucidn salina al 0,9% en diferentes momentos.
Fijadores naturales | Yee etal. 3 Revision sisteméatica | 15 estudios, 9 estudios utilizaron | La tincion nuclear y citoplasmatica revelé una
alternativos al formol en un fijador natural con diferentes | demostracion similar a la de los fijados con Formol
histopatologia. diluciones, 6 utilizaron varios | Bufferado Neutro al 10%.
fijadores naturales.
KINFix: un fijador no | Stefanitsetal. !> | Estudio experimental | 15 muestras diferentes de tumores | RCL2 y KINFix ofrecen una histomorfologia
comercial sin  formalina cerebrales primarios, evaluacion | semejante a la del Formol Bufferado Neutro, por la
optimizado para anélisis segin los criterios de la | combinacién del bajo precio, facil manipulaciony
histolégicos clasificacion de tumores del | disponibilidad.

Histologia formol Buesa 38 Revision sistemética | 57 articulos cientificos que | Formol Bufferado se puede utilizar de forma
comparan las  ventajas y | segura es mas rapida a temperatura superior al
desventajas. ambiente.

Evaluacion histomorfologica
de fijadores en patologia

Kubalady et al.
39

Estudio experimental

90 tejidos de higado y mdsculo
esquelético obtenidos durante las

Los tejidos conservados con formol tienen una
fijacion rapida y mejor preservacion a largo plazo

quirdrgica diagndstica autopsias. en comparacién con la acetona y el alcohol.
Caracterizacion de Fijadores | Farzaneh et al. | Blsqueda 20 articulos y publicaciones | El formaldehido tiene propiedades como facil uso,
y su aplicacion  en bibliografica sobre la | cientificas que describen las | rentabilidad, conservacion y rapida permeabilidad
histopatologia. caracterizacion de | sustancias fijadoras a los tejidos.

fijadores y su

aplicacion en

histopatologia en

bases de  datos

inglesas.
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Tabla 3. Desventajas de las sustancias fijadoras

Titulo

Autor

Tipo de estudio

Muestra

Desventajas

El propdleo como posible

Bugshan et al. %

Estudio experimental

70 muestras de tejido de lenguas

Formol Bufferado (10%), se considera la solucion

prolongada del  Formol
Bufferado sobre la expresion
de proteinas en los tejidos
cerebrales humanos.

frontal prefrontal media de

cerebros humanos.

nuevo fijador de tejidos fijadora estandar de oro por sus atributos. Sin

histolégicos. embargo, tiene efectos secundarios preocupantes,
como propiedades cancerigenas y potencialmente
irritantes.

El efecto de la fijacion | Wuetal. % Estudio experimental | 28 bloques de tejido de la corteza | Los tejidos fijados con Formol Bufferado durante

mucho tiempo mostraron cambios proteicos
dependientes del tiempo y de la molécula. Se
recomienda un tiempo corto de fijacion de Formol
Bufferado Neutro al 10% cuando se utilizan tejidos
cerebrales PPFE.

Fijacion con formol como
preprocesamiento de tejidos
para espectroscopia Optica

multimodal utilizando el
ejemplo de secciones
transversales de tumores

cerebrales humanos

Stefanakis et al.
27

Estudio experimental

Se extirparon ocho tumores
cerebrales humanos malignos y
tipos de tejido y se transfirieron
inmediatamente a  nitrégeno
liquido.

El preprocesamiento de tejido con Formol
Bufferado estda ampliamente establecido. Sin
embargo, la fijacion produce alteraciones de la
quimica y morfologia del tejido, por ejemplo,
mediante entrecruzamiento de proteinas.

Fijacion de tejidos

Howat & Wilson
18

Estudio experimental

10 muestras de testiculos

El fijado de Bouin no es apto para biopsias renales
por que provoca una severa distorsion.

La tabla 2 y 3 hace referencia a las ventajas y desventajas de las sustancias fijadoras. Entre las ventajas tenemos que es de un féacil uso y se

integran facilmente en la estructura de la muestra. En cambio, en las desventajas es que el Formol Bufferado Neutro al 10% tiene efectos tdxicos

y cancerigenos.
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Discusion

El autor Bugshan et al. 2° explica que la fijacion de muestras de tejido colocadas en propdleo
al 6,6% fue estadisticamente significativamente mejor que la de las muestras colocadas en
Formol Bufferado Neutro al 10% y solucion salina al 0,9% en diferentes momentos.
Mientras que el autor Yee et al. ®21a tincion nuclear y citoplasmatica revel6 una demostracion
similar a la de los fijados con Formol Bufferado Neutro al 10%. De la misma forma que
Stefanits et al. 2 KINFix como fijador disponible gratuitamente podria superar algunas de

38 ¢| Formol

las dificultades relacionadas con los agentes comerciales. Y el autor Buesa
Bufferado se puede utilizar de forma segura, y cuando las presiones diagnosticas resulten
en pruebas de diagndstico molecular méas frecuentes y variadas, es seguro que se necesitaran
algunos instrumentos automatizados especiales.

De la misma forma que coincide con Kubalady et al. % en su estudio encontro que la
arquitectura del tejido y las caracteristicas de los bordes celulares del alcohol y la acetona

resultaron satisfactorias en comparacion con fijadores: formol (10%),

Los estudios anteriores demuestran que los nuevos fijadores tienen una variedad de ventajas
por su facil uso, se integran facilmente en la infraestructura actual para la recoleccion y el
procesamiento de muestras, y realiz6 una evaluacion histoldgica del tejido de manera
comparable. Pero la seleccion de la técnica adecuada ayudara a la calidad de los procesos.
Los resultados mejoran la calidad de la preservacion y fijacién del tejido con Formol
Bufferado. Por ejemplo, el propoleo se puede utilizar como medio provisional para preservar

biopsias de tejido antes de la fijacion con Formol Bufferado.

Es asi que Farzaneh et al. 2 explica que el formaldehido tiene propiedades como facil uso,
rentabilidad, conservacion y rapida permeabilidad a los tejidos. Mientras que Bugshan et al.
26 ¢l formaldehido se considera la solucion fijadora estandar de oro por sus atributos. Sin
embargo, tiene efectos secundarios preocupantes, como propiedades cancerigenas y

potencialmente irritantes.
Los estudios anteriores demuestran que, por las desventajas de formaldehido, que es la

mayormente citada por los autores, muestran la concentracion de esfuerzos en encontrar

fijadores alternativos del formol. Una de esas opciones son los fijadores a base de alcohol se
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encuentran entre las opciones mas adecuadas. También se han desarrollado estudios de
fijadores naturales, pero hay limitada informacion por lo cual se usard formol de manera
habitual hasta obtener mejores evidencias.

Wu et al. * explica que los tiempos de fijacion constituyen un parametro critico en términos
de preservacion de los tejidos de manera Optima, por lo cual son variables entre si, los
hallazgos presentan diferencias por lo cual se adecuada planificacion, presentan tiempos

cortos e incluso largo, aunque se sugiere tiempos cortos en el caso de la Formol Bufferado

Stefanakis et al. 2" explica que las preocupaciones sobre la seguridad de los efectos toxicos
y cancerigenos de la exposicion a la formol han atraido cada vez mas atencién a la basqueda
de fijadores alternativos de bajo riesgo para el procesamiento de muestras de tejido. Ademas
el autor Howat & Wilson 8 nos menciona que el fijador Bouin no (til para biopsias renales
ya que provoca distorsion, asi mismo endurece la muestra la muestra dificultando el corte

histolégico.

El formaldehido es un fijador ampliamente utilizado, pero la exposicion conlleva riesgos
potenciales que constituye una de las desventajas mas criticas, por lo cual se buscan nuevas
opciones. Los estados muestran opciones para brindar entornos mas seguros y opciones

alternativas, pero que necesitan evaluarse en futuras investigaciones.
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Tabla 4. Uso correcto del tiempo de fijacion

Titulo

Autor

Tipo de estudio

Muestra

Tiempo de fijacién

Fijadores: un estudio innovador.

Rajanikanth et al. 4

Estudio experimental

El estudio se llevé a cabo
utilizando tejido lenguas

El Formol Bufferado Neutro al 10%.
puede fijar tejidos 1 mm por hora es decir
en un tiempo de 12 — 24 horas.

Preparacion de hemisferios cerebrales
para Diseccion de Tractos.

Guerrero et al. &7

Revision bibliogréfica y
sistematica

Del total de hemisferios
cerebrales analizados fue de
410

El tiempo de fijacion con formol vario de
10 a 180 dias, con una temperatura y
tiempo de congelacion de -10°C y -20 °C
durante 8 a 30 dias.

Evaluaciones histomorfologicas vy
moleculares de los tiempos de fijacion
comparando fijadores.

Chung et al. 4

Estudio experimental

Los rifiones y el bazo de se
fijaron como 0rganos
completos. El higado se
disecciono hasta un espesor de
2 a 3 mm antes de la fijacion.

El fijador Zenker posee un tiempo de
penetracion entre 2 y 4 horas en tejidos
pequefios y en tejidos grandes tiene un
méaximo de 24 horas.

Efectos de la fijacion a corto y largo
plazo en tejidos.

Panzacchi et al. %3

Estudio experimental

En necropsia se recogieron
bazo, higado y rifibn de
catorce humanos

La fijacién con alcohol a corto y largo
plazo, la morfologia del tejido y los
detalles celulares de los tejidos, se
conservaron de manera Optima en
comparacion con la fijacion con Formol

Bufferado Neutro al 10%. La
inmunorreactividad de las proteinas
mostrando  resultados  satisfactorios

cuando el periodo de fijacion no superé 1
afio.
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Tabla 5. Poder de penetracion de los tejidos

Titulo

Autor

Tipo de estudio

Muestra

Poder de penetracién

Fijadores con formol para la fijacion de
tejido testicular

Cabrera etal.

Estudio experimental

Para el ensayo de penetracion,
se cortaron 84 cubos de tejido
testicular

Los fijadores a base de etanol mostraron
buenas tasas de penetracion, baja
contraccion del tejido y conservaron una
morfologia suficiente para permitir la
identificacion de las etapas del ciclo del
epitelio seminifero.

Efectos de la fijacion vy
almacenamiento de

muestras de tejido humano

Nam et al. 46

Estudio experimental

Muestra del tejido canceroso
gastrointestinal

Todas las muestras fijadas con Formol
Bufferado Neutro al 10% tiene una
velocidad cerca de 1 mm X hora.

La fijacion de tejidos con Formol
Bufferado

Berrino et al. 2

Estudio comparativo de
cohorte y disefio
experimental

27 muestras de tejido (10 de
normales, 17 de lesiones
tumorales de pulmén, mama,
colon, pancreas, rifién y tejido
adiposo.

Se observo que la penetracion es estable
en el tejido fijado en comparacion con los
tejidos fijados con formalina.

Fijacion con fijadores con formol

Rahman et al. ¢

Estudio experimental

Se recogieron muestras de
tejido fresco del higado
(16bulo derecho) y del cerebro
(corteza cerebral).

Los resultados de la fijacién con fijadores
que poseen formol tienen una rapida
penetracién de los tejidos, y se fijo
idealmente tan pronto como a las 8 h de la
fijacion.

En la tabla 4 y 5 ostenta el uso correcto del tiempo de fijacion y poder de penetracién en los tejidos. La sustancia fijadora mas utilizada es el

Formol Bufferado Neutro ya que posee tiempo y capacidad de penetracion eficiente y rapida, asi mismo depende de las caracteristicas y el

tamano de la muestra.
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Discusion

Rajanikanth et al. %! explica que los tejidos fijados con Formol Bufferado e incluidos en
parafina (FFPE) se han utilizado ampliamente en las investigaciones. Al igual que el autor
Guerrero et al. ¥, en su estudio el tiempo de fijacion vario de 12- 24, con una temperatura y
tiempo de congelacion de -10 °C y -20 °C durante 8 a 30 dias. Mientras que Chung et al. 4?
indica que el fijador Zenker posee un tiempo de fijacion entre 2 y 4 horas en piezas de

pequefio tamafo y en los tejidos de méas tamafio un maximo de 24 horas.

Ademas, el autor Panzacchi et al. 3 explica que depende del tipo de tejido, la sustancia y la
estandarizacion de los procedimientos utilizados y su aplicacion. Los tres estudios explican
que se encontrd que un tiempo prolongado de fijacion de Formol Bufferado es un factor
limitante para la deteccion exitosa de proteinas o acidos nucleicos, probablemente debido a

la actividad de entrecruzamiento del Formol Bufferado entre proteinas, ARN y ADN.

Cabrera et al. *° explica que la necesidad de estandarizar los métodos sin Formol Bufferado
y armonizar el diagndéstico en los departamentos de patologia de todo el mundo. Los estudios
revisados se centran en desarrollar un analisis comparativo de los rendimientos,
estableciéndose diferentes opciones, pero todavia existe mayor preferencia por Formol
Bufferado. Nam et al. *® en cambio indica que el formaldehido es el fijador de mayor
preferencia por su rendimiento en las tasas de penetracion tiene una velocidad cerca de 1
mm X hora, aungue se han probado nuevas opciones por sus desventajas. Por ejemplo, EMA
es una alternativa potencial porque los resultados de la fijacion fueron satisfactorios y
preservan los tejidos.

De acuerdo a los estudios anteriores, se han usado diferentes opciones en la revision
sistematica se menciona los fijadores naturales que mostraron resultados prometedores en la
fijacion de tejidos. Sin embargo, optimizar las concentraciones y condiciones de los fijadores
naturales es dificil debido a los diferentes componentes quimicos y pasos de produccion. Se
necesitan estudios mas completos para su aplicacion®?. También se indican otras alternativas,
por ejemplo, la fijacion a base de alcohol es la alternativa superior a Formol Bufferado para
la preservacion de la morfologia del tejido. Sin embargo, es necesario estandarizar los
métodos sin Formol Bufferado y armonizar el diagndstico en el laboratorio en todo el

mundo?!
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Los alcoholes son fijadores répidos, pero siempre producen cierta contraccion y
endurecimiento del tejido, actian mediante la coagulacion de proteinas y colapsan los &cidos
nucleicos que sustancialmente revierten a su tamafio original cuando se rehidratan; Ademas,
la inclusion de metanol y acido acético en cualquier férmula fijadora permitira la fijacion de
muestras mas grandes. La utilizacion segura puede garantizar buenos resultados . Los
estudios han sugerido que no se puede utilizar un solo tipo de fijador para la conservacion

de tejidos para evaluar todos los biomarcadores 2.
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CAPITULO V. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Conclusiones

Las diferentes bases de datos cientificas analizadas de las publicaciones evaluadas
determinan que es importante la estandarizacién para el manejo adecuado de la
fijacion de las piezas anatomopatoldgicas para procedimientos histoldgicos, la mayor
parte de estudios reflejan comparacion entre Formol Bufferado y otras sustancias, la
primera tiene mayor preferencia por su utilizacion frecuente y la comprobacion de
sus resultados. Los hallazgos muestran que algunos tejidos requieren un manejo
especial para que la sustancia fijadora llegue a los componentes. Ademas, muestra
la necesidad de evaluar la calidad de la fijacion en tiempo real, los protocolos de
fijacion deben disefiar con base las técnicas de fijacion estandar, asi garantizar una
tincion estandarizada. En general, es necesario garantizar la calidad del proceso de
manipulacion y procesamiento del tejido, se recomienda la fijacién por Formol
Bufferado en un 10%, pero en los estudios se aplicado en un 80%, pero dependera
de la concentracion, el tipo de sustancia, el tiempo y la temperatura.

Las ventajas y desventajas de las sustancias que se emplean en la fijacion de tejidos
en los procesos histolégico dependen de las caracteristicas de la muestra y sustancia
fijadora. Cabe indicar que la fijaciéon de tejido en Formol Bufferado representa el
método ampliamente favorecido para el procesamiento de muestras de tejido
quirdrgico en patologia diagndstica, entre las ventajas, tiene mejor calidad de
preservacion y conservacion optima en la fijacion del tejido y las desventajas son los
efectos toxicos y cancerigenos de la exposicion al Formol Bufferado. Los fijadores
con formol y sin formol han surgido como alternativas, la ventaja es que posee una
fijacion mas rapida, pero su lenta adopcion no ha permitido mejores evidencias de su
capacidad de fijacion.

Los estudios indican que es necesario considerar de manera adecuada el uso correcto
del tiempo de fijacion, su poder de penetracién en los tejidos manteniendo intactas
las estructuras en procedimientos histoldgicos, pero que varia segun el tipo de tejido
y deben ser adaptado a las necesidades de los estudios experimentales. El tiempo de
fijacion fue variable entre 10 a 180 dias, se usaron tiempos prolongados. Cada fijador

tiene su propio tiempo de fijacion segun los estandares establecidos adaptados a las
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necesidades de procedimientos histologicos. Los tiempos de fijacion son un

pardmetro critico, en el caso del Formol Bufferado se sugieren tiempos cortos.
Recomendaciones

Los profesionales que incursionan en esta area se recomienda realizar estudios de campo
porque tienen un aspecto importante en la investigacion y permite analizar la calidad de la
sustancia fijadora con los tejidos a trabajar, asi mismo se verificara la eficiencia del fijador

en condiciones reales.

Para los futuros profesionales, se recomienda crear lineas de investigacion relacionadas con
las caracteristicas de mejorar el mecanismo de fijacion utilizando enfoques analiticos
adicionales a través de estudios de metaandlisis para establecer la eficiencia entre las
investigaciones, pero con la intervencion de un equipo multidisciplinario y la seleccion de

publicaciones de caracter experimental desarrollados en la Gltima década.

Para las instituciones hospitalarias, se recomienda desarrollar un andlisis bibliografico
comparativo sobre la aplicacion del Formol Bufferado y la tendencia de aplicacion de uso
de los nuevos fijadores alternativos, su finalidad comparar ventajas y desventajas, pero con

modelos estadisticos.
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ANEXOS

Anexo 1. Fijacion de tejidos

FIJACION DE LA MUESTRA

Este proceso se refiere ol tratamiento del tefido
con sustancias quimicas que tienen varias -
finalidades:

Conservar los tefidos de forma que muestren el
mayor parecido posible a su estado in vivo.

Aumentar la dureza del tejido para facilitar la
preparacion de finas peliculas de éste.

Destruir bacterias y gérmenes que pudieran
encontrarse en ellos,

Interrumpir los procesos celulares dinamicos que
ocurren a la muerte de la célula.

Figura 1: Proceso de fijacion en biopsia

Anexos 2. Fijacion con formol

90 cc
Formol| de

40% | 1O

' Real= Formol al 4% - 48 hs.

Figura 2. Sustancia fijadora con formaldehido

Fuente: Tamayo 2021: https://prezi.com/p/ix5skak2tr4o/tecnica-histologica-fijacion/
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Anexo 3. Sustancias que componen de KINFix

lustracion 2. Componentes de KINFix

Ingrediente  Cantidad  Costos Producto Almacenamient Declaraciones de
0 peligro

ddH20 2,463 mL N/A Produccién interna RT Ninguno
Acido 537 mL 2140 € VWR, BDH, RT H226, H303, H312,
acético productos quimicos H314, H317,
100% Prolabo #20104.298 H331.H402
trehalosa 480 ¢ 471.40 € Roth #5151.3 RT H303
Etanol 5,000 mL 106.80 € VWR, BDH, RT H225, H315, H320,
100% productos quimicos H335, H401

Prolabo #20821.330
Total 8,000 mL  599.60 €

Nota. Componentes de KINFix. Costos de las alicuotas utilizadas para 8.000 mL de solucién de trabajo (en

base al precio del producto utilizado en nuestro laboratorio). Declaraciones de peligro segln el Sistema

Globalmente Armonizado de Clasificacion y Etiquetado de Productos Quimicos.

Anexo 4. Recopilacion de muestras de tejidos

Figura 3: Recopilacion de muestras tanto para muestras de tejido fresco como fijadas con

Formol Bufferado
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Anexo 5. Fijacion de tejidos

Figura 4. Fijacién de tejido

Nota: Fijacion de tejido, los contenedores A y B tienen una solucion fijadora inadecuada, mientras que el contenedor C
tiene el volumen apreciado de fijador, mientras que el contenedor D tiene la proporcion perfecta de volumen de fijador a
tejido.

Anexo 6. Diferencias entre tejido fijo y fresco de higado

Figura 5. Fijacion de tejidos y diferencias

Nota: Fijacion de tejidos: las diferencias entre fijo y tejidos frescos del higado.
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Anexo 7. Muestras de tejidos fijados en Formol Bufferado

AEF LR

Figura 6. Muestras de tejidos fijados en Formol Bufferado

Nota. Muestras de cancer de mama fijadas alternativamente en formalina fria (a, c) o en formalina tamponada neutra a
temperatura ambiente y tefiidas con hematoxilina y eosina. Figuras a y b: cancer de mama de ratones BALB-neuT. (a)
Muestras de tiempo 0, fijadas en formalina fria. (b) Muestra con tiempo de isquemia fria de 5 h a temperatura ambiente,
seguido de fijacion estandar con formalina tamponada neutra a temperatura ambiente. Tenga en cuenta que la morfologia
es similar mientras que, como se muestra en la Figura 3, la conservacion de los marcadores de fosfoproteinas es
draméticamente diferente. (c y d) Carcinoma de mama humano (mismo caso), fijado alternativamente en formalina fria (c)
o en formalina a temperatura ambiente (d). Las caracteristicas histolégicas no se ven afectadas por la temperatura del fijador
(aumento: 200 x; recuadros en las figuras a'y b: 400 x)

Anexo 8. Cerebelo observado al microscopio 6ptico

Figura 7. Cerebelo observado al microscopio 6ptico

Nota. Cerebelo observado al microscopio 6ptico con 400 aumentos, tincién HE. A. 10% BF; B. 50 % de etanol (1. Célula
de Purkinje, considerando membrana celular y nlcleo, 2. Neutrdfilo).
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Anexo 9. Comparacion en diferentes soluciones de fijacion

‘.

0.9% Saline 10% Formalin 6.6% Propolis 6.6% Propolis+10%Formalin

Figura 8. Bloques incluidos en cera de parafina

Nota. Bloques incluidos en cera de parafina que muestran una coloracién marrén oscura en
los tejidos colocados en propdleo al 6,6% en comparacion con los colocados en otras
soluciones.
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