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RESUMEN.

Para la preservacion de la microanatomia en el estudio histopatologico se ha comprobado
que una correcta fijacion es la base esencial para lograr un diagnostico veraz, evitandose asi
diagnosticar falsos negativos ocurridos por una inadecuada fijacion. Objetivo: Sustituir el
uso de la formalina al 10% mediante a la implementacion del formol bufferado como el
liquido fijador. Metodologia: se realizara un estudio de tipo documental, basado en la
recoleccion de datos, en la experiencia y conocimientos obtenidos en el laboratorio de
procesamiento de biopsias y citologia. Recomendaciones: Se sugiere la solucion de formol
bufferado como fijador ideal de tejidos para prevenir los efectos indeseados de fijacion que
pueden producirse fundamentalmente en cambios conformacionales de proteinas y otros
componentes titulares. Conclusion: Hoy en dia tanto patélogos como histotecnologos de
larga trayectoria y experiencia en el campo, sugieren la implementacion del formol
bufferado como liquido fijador ideal de tejido. Es preciso destacar que la utilizacion de la
formalina al 10% como fijador ya no es recomendada, como se demostrd en el cuadro
comparativo, donde se especificaron las desventajas de su utilizacion.

Palabras Claves: Fijador, Formol, Tejido, Muestra.
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ABSTRACT

For the preservation of the microanatomy the study histopathological found that a correct
fixation is the essential basis to achieve a diagnosis truthful, avoiding diagnose false
negatives resulting from an inadequate fixation. Obejtive: replace the use of formalin 10%
through the implementation of the formalin buffer as the liquid fixative. Methodology: a
documentary study, based on data collection, and the experience and knowledge obtaine in
the processing of biopsies and cytology laboratory. Recommendations: The solution of
formalin, buffered as ideal tissue fixative is recommended to prevent the unwanted effects of
fixation that may occur primarily in conformational changes of proteins and other
components of the holders. Conclusion: today both pathologists and histotecnologos of long
history and experience in the field, suggest the implementation of buffered formaldehyde as
ideal tissue fixative liquid. It should be noted that the use of formalin 10% as a fixative
already is not recommended, as demonstrated in the comparative table, where the
disadvantages of use specified.
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INTRODUCCION.

La fijacion es el empleo de sustancias quimicas individuales o mezclas de sustancias, para la
conservacion de la estructura del tejido en forma permanente. Es esencialmente un método
para la preservacion de la morfologia y composicion quimica de la célula. Durante la
fijacion, se detienen los procesos posmortem y las estructuras se conservan con un minimo

de artificios, preparandolas para tratamientos ulteriores.

Magarifios G., hace referencia a la fijacion como un método para la preservacion de la
morfologia, la composicion quimica de las células y los tejidos, que consiste en producir la
muerte de las células, de manera tal que las estructuras que poseian éstas en el estado
viviente se conserven con un minimo de modificaciones a lo largo del tiempo y de los

siguientes pasos que confieren a la técnica histoldgica.

Mediante la fijacion se evitan y se previenen los cambios autoliticos que se producen en los
tejidos, a menudo favorecidos por agentes infecciosos, inflamaciones y por un mal manejo
fisico después de la obtencidn de la muestra. Es importante decir que el proceso de fijacion
no solo preserva los tejidos deteniendo la autolisis sino que también permite que los tejidos
permanezcan sin cambios luego de subsecuentes tratamientos, provocando que se
endurezcan ligeramente pero no se fragmenten permitiendo que las estructuras tisulares no

se encojan y que estén muy cerca del estado in vivo.

Para la preservacion de la microanatomia en el estudio histopatologico se ha comprobado
gue una correcta fijacion es la base esencial para lograr un diagnostico veraz, evitandose asi
diagnosticar falsos negativos ocurridos por una inadecuada fijacion. Ante todo lo expuesto

anteriormente, surge la siguiente interrogante

¢Se puede generar una mala fijacién si no se emplea un correcto fijador?



DESARROLLDO.

Un fijador es aquella sustancia o solucién que es capaz de inmovilizar y estabilizar los
elementos celulares, preservar los tejidos de la putrefaccion y la accion autolitica que se
generan tras la muerte celular, confiriéndole al tejido una leve firmeza que permite su
manipulacion, evitando las alteraciones morfoldgicas y estructurales que pudieran
ocasionarse debido al procesamiento histolégico, manteniendo intacta la cito arquitectura, la

ultra estructura tisular y preservando sus caracteristicas moleculares. (1)
Los fijadores se clasifican generalmente en:

e Fisicos

e Quimicos simples

e Mezclas fijadoras.

Los métodos fisicos empleados para la fijacion son el calor, la desecacion y el
microondeado, aunque el frio se utiliza en ocasiones como alternativa a la fijacion. El calor
produce artificios de retraccion violentos y desnaturaliza severamente la estructura proteica,
por lo cual casi no se lo emplea. La desecacion se emplea para fijar extendidos celulares
realizados directamente sobre los portaobjetos a partir de material fresco (por ejemplo una
gota de sangre). EI microondeado, recientemente incorporado como método de fijacion,

produce agitacion molecular. (2)

Los fijadores quimicos se pueden clasificar segun su estado fisico, segin su accion sobre las
proteinas en coagulantes y no coagulantes y también se pueden clasificar por su
caracteristica oxidante o reductora que le confiere a la célula ciertas condiciones que
posibilitan una mejor aplicacion de la sustancia colorante, por ejemplo: el alcohol etl'lic70
absoluto conserva el glucogeno, el bicloruro de mercurio provoca que las anilinas coloreen
mas brillantes a las fibras colagenas, el bicromato de potasio facilita la coloracion de las
mitocondrias, el acido acético permite una mejor tincion de los nucleos, el cloruro de calcio

conserva y insolubiliza los lipidos.(2)



Los fijadores No Coagulantes: Producen un efecto aditivo con las proteinas; formaldehido,

tetroxido de osmio, acido acético. (3)

Los fijadores coagulantes: Producen grave alteracion de la estructura proteica,
desnaturalizacion y sin embargo hay una buena conservacion de los carbohidratos; etanol,

metanol, acido picrico, cloruro de mercurio. (3)

Las mezclas fijadoras son un conjunto de fijadores que se utilizan a un mismo tiempo para
aprovechar las cualidades mas sobresalientes de cada uno. Por ejemplo el Carnoy combina
al etanol con el acido acético, ambos muy buenos fijadores para cromatina. El Bouin posee
formol, fijador con gran poder de penetracion pero lento para actuar, con el &cido acético de
gran velocidad penetracién y muy buen fijador nuclear, ambos sumados al &cido picrico que
actua principalmente a nivel citoplasmatico. Se lo emplea mucho en biopsias de médula dsea
por ser ademéas un buen descalcificador y en biopsias testiculares por sus resultados

empiricos. (2)

En la actualidad los fijadores mas utilizados para la rutina diaria en los laboratorios de
anatomia patoldgica son los quimicos simples y las mezclas fijadoras. Para la eleccion del
fijador a emplear, se deben tomar algunas consideraciones en cuenta como lo es, el tipo de
muestra que se desea fijar, los efectos a corto y largo plazo del fijador sobre la muestra y

deben poseer ciertas caracteristicas tales como:

e Prevenir la autolisis

e Preparar el tejido para el procesado posterior.
e Prevenir el dafio osmético.

e Preparar al tejido para la tincion posterior.

e Endurecer el tejido para facilitar su facil seccion, sin que se provoque excesiva

retraccion o hacerles quebradizos.

e Hacer que los componentes tisulares resistan la extraccion por el agua y los solventes

organicos.
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e Preservar el tejido en un estado similar al estado vivo. (3)

A pesar de estas caracteristicas que son utilizadas a nivel mundial, no existe un fijador que
cumpla con todos estos requerimiento, pero si se ha establecido un fijador denominado
como “universal” por su capacidad de fijar una gran variedad de tejidos, por su féacil
manipulacion, sus caracteristicas aportadas cuando se emplea en conjunto con otros
fijadores y por acarrear menos artificios al tejido, este fijador es conocido con el nombre de
Formalina o formol (nombre comercial). Es utilizado en casi todos los laboratorios de
Espafia, Hispano América, el Reino Unido y Rusia, en otros paises es el fijador de

preferencia en cerca del 67%. (4)

Con el nombre de formol se conoce la solucion acuosa al 40% de formldehido. Esta solucion
se diluye al 10% en agua para su utilizacion y recibe el nombre de formalina o formalina al
10%, en esta solucion el formldehido se encuentra al 4%. El formaldehido se utiliza en esta
disolucion porque en condiciones normales es un gas. La soluciéon de formalina al 10%
tiene un extraordinario poder de penetracion a los tejidos, pudiendose fijar con ella piezas
relativamente grandes, pero su velocidad de penetracion y de fijacion es lenta, demorando

para ello no menos de 8 horas y siendo lo optimo entre 12 y 24 horas. (2)

Su uso se inicié durante la Gltima década del siglo XIX, Primero como antiséptico al 10%
v/v de concentracion de formaldehido, sin embargo ninguna formula de fijadores publicadas
entre 1841-1879 contenia formol, entre 1880-1899 aparece en 25 de 159 férmulas de
fijadores publicadas, Entre 1900-1954 el formol forma parte de 193 de 413 formulas de
fijadores publicadas, en total entre 1841-1954 se publicaron 585 férmulas de fijadores y el

formol aparece en 217 de ellas. (4)

Desde el punto de vista quimico el formol posee dos cualidades esenciales, la primera es de
ser una pequefia molécula de modo de poder “acomodarse” entre las moléculas de la materia
viviente. El formol actla sobre el tejido formando puentes cruzados con los grupos amino,
carboxilo e indol de las proteinas y dando lugar a fuertes uniones entre moléculas proteicas,
y se produce entonces uniones de metileno no solo en una misma proteina sino que ademas

lo hace con otras moléculas proteicas adyacentes, este efecto se conoce como cross-linking
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( por su nombre en ingles), por esta caracteristica es llamado fijador formador de puentes

cruzados o fijador no coagulante. (3)

El Formaldehido corresponde a la formula > HCHO constituida por 1
carbono, 1 grupo aldehido. La solucién fijadora de formaldehido actia sobre la célula

cuando una unién entre su grupo aldehido y los grupos NH2 de las proteinas.

R-CH,-CH.-N ",
il oy R-CH,~CH,~NH-CH -OH

Reaction 1;
Initial addition + ﬁ g m

Amine Formaldehyde N-hydroxymethyl adduct

RCH-CH-AH-CH-OH ~ HN-CH-CH-R'  R-CH,CH,  -NH-CH-NH-CH-CH-R'  HO

Reaclion 2: .
Crosslinking ¥ Hpf— :
Nehydroxymethyl adduct Amine | Vethylene bridge Water

¥ B un
£U_AY MUY P o._rd_rud

=]
Fig. 1: Interaccion de la molécula de formol con los grupos amino de la célula.
EL formol Coagula las proteinas en la célula pero no perimete que estas se precipiten.

La solucion de formalina al 10% corresponde a ser una degradacion de formol puro (37-
40% Formaldehido) en agua destilada, es muy utilizada en los laboratorios de anatomia
patolégica como solucion fijadora de rutina, por los amplios beneficios que el formaldehido

aporta al tejido, entre los cuales estan:
e Su penetracion en el tejido es 1 mm por hora.
e Es bactericida y fungicida.
e No produce endurecimiento ni retraccion tisular.
e Esun fijador y conservador.
e Compatible con la mayoria de tinciones.

e Su velocidad de penetracion esta en relacién-temperatura.
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Hoy en dia esta solucion esta pasando a un plano inferior en lo que respecta a su utilizacion
ya que a pesar de sus amplias caracteristicas positivas sobre el tejido, el formol puro o
diluido es un mal fijador pues acarrea ciertas consecuencias que producen que el tejido o
muestra posterior a la fijacion sean inadecuadas para el estudio diagnostico, las principales

consecuencias que con lleva la fijacion con de solo formalina al 10% son:
e Produce hinchamiento de los tejidos
e En d6rganos muy vascularizados el formol produce pigmentos formolicos.
e Degrada en acido formico, el cual actla en el tejido de forma negativa

e Al estar las muestras sumergidas en formalina durante tiempo prolongado hace

imposible la recuperacion antigéenica.
e Vacuoliza las células o bien les da una apariencia de sobre fijacion.
e Disminuye los contrastes entre citoplasma y nucleo.
e Produce cambio osmotico.

e Es de tendencia acidofila por lo que no todos los colorantes se expresan en su
totalidad. (5)

A pesar de estas consecuencias la formalina al 10% es el fijador de rutina mas utilizado en
los centros publicos de salud del estado Carabobo, ya que es un fijador de bajo costo, de
facil manipulacion y su preparacion es sencilla. Seguir usando este fijador para las piezas
patolégicas no es recomendable, ya que las consecuencias que acarrea consigo no son

favorables para el tejido y por consiguiente para un buen diagnostico.

Para solventar estas deficiencias de la formalina al 10% era sugerible acompafiar su uso con
carbonato de calcio, que neutraliza su degradacion en acido formico. Esta solucion es
conocida con el nombre de formol neutro, a pesar de obtenerse mejores resultado que con
solo formalina al 10%, poseia un gran inconveniente que era el de formar pequefio depositos

de calcio los cuales constituian un grave problema en su procesamiento.
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Hoy en dia se propone con este proyecto dar a conocer de la solucion de formol bufferado
para su implementacion en los centros de salud del estado Carabobo en comparacion a
formalina al 10%, con la principal finalidad de mejorar la calidad del procesamiento de la
muestra y asi de esta manera evitar falsos negativos producido esencialmente por la mala

eleccion del agente fijador.

El formol bufferado es una solucion que corresponde de igual manera que la formalina al
10% a una degradacion de formol puro, con una diferencia en este caso que va presente el
agregado de las sales monobasicas y dibasicas para neutralizar y poder asi estabilizar el pH
alcalino de formol consiguiéndose con ello una solucion de formol bufferado de pH
equivalente entre 6.7 a 7.2 en la escala pH.

El formol bufferado es adoptado casi universalmente en los laboratorios, siendo reconocido
por instituciones de alto prestigio en patologia como el AFIP (Armed Forces Institute of

Pathology) quienes recomiendan su uso.
La formula de preparacion del formol bufferado para una solucién de 1.000 ml es:
e Formol Puro (37% a 40 %) 100 ml.
e Agua corriente 900ml.
e [Fosfato de sodio monobasico 4g.
e Fosfato de sodio dibasico 6,59.

Tanto para los patologos como para los histotecnologos la solucion de formol bufferado es
de preferencia por sus caracteristicas aportadas al tejido en comparacion con la formalina al

10%. En el siguiente cuadro se pueden observar claramente estas diferencias:
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Cuadro 1: cuadro comparativo, formol buffer- formalina.

Formol Buffer Formalina al 10%
Ventajas. Desventajas. Ventajas. Desventajas.
e Penetracion rapida. |e Pigmentacion e Penetracion e Degrada en acido
) formolica en | rapida. formico.

e Facil 6rganos muy
manipulacion. vascularizados. e Fécil e pH alcalino.

manipulacion.

e No produce |e Toxico. e Produce
retraccion 0 e NO produce | pigmentacion
endurecimiento. retraccion o| formolica y

endurecimiento. apariencia de

* pH neutro. sobre fijacion.

e Mejor e Produce
conservacion a alteraciones
largo plazo. osmoéticas.

e Proporciona al e Disminuye el
tejido una mayor contraste nucleo-
afinidad con los citoplasma.
reactivos
colorantes. e Los elementos

acidofilos son

*No  produce resaltados, ~ mas
cambios coloreados.
osmoticos.

e Toxico.

e Mejora el contraste
nucleo-citoplasma.

e Garantiza una
correcta fijacion.

Hechas estas comparaciones, se pueden observar en el anexo 1, algunos de los efectos que se
obtienen mediante la fijacion con formol buffer en comparacion con la fijacion en formalina
al 10%.
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CONCLUCION.

Para la Histotecnologia poder visualizar las imagenes de los tejidos al microscopio con la
mayor similitud entre la imagen real e imagen equivalente es el objetivo mas importante en
su funcion. En la actualidad la solucidn fijadora mas utilizada para la rutina de trabajo en la
mayoria de los centros publicos de salud en el estado Carabobo es la formalina al 10%,
empledndose sin conocerse las consecuencias y desventajas que conlleva su
implementacion, la formalina es denominada como fijador “universal” por su bajo costo, su

facil manipulacion y las caracteristicas que aporta al tejido.

A nivel mundial la formalina al 10% ya no es de preferencia como liquido fijador debido a
gue son mayores los inconvenientes que acarrea que las ventajas aportadas al tejido para su

estudio y diagnostico.

Hoy en dia tanto patélogos como histotecnologos de larga trayectoria y experiencia en el
campo, sugieren la implementacion del formol bufferado como liquido fijador ideal de
tejido. Es preciso destacar que la utilizacion de la formalina al 10% como fijador ya no es
recomendada, como se demostré en el cuadro comparativo, donde se especificaron las

desventajas de su utilizacién.
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RECOMENCACIONES.

Se sugiere la solucion de formol bufferado como fijador ideal de tejidos para prevenir los
efectos indeseados de fijacion que pueden producirse fundamentalmente en cambios
conformacionales de proteinas y otros componentes titulares o con resultados infructuosos

en técnicas tales como hibridacion in situ, PCR o enzimo e inmunohistoquimica.
Para lograr una mejor fijacion en formol bufferado se sugiere:

e El volumen del fijador debe ser de quince a veinte veces el de la muestra, recordando

que primero se coloca el fijador y luego la muestra.

e EIl tamafio ideal de la muestra a fijar debe ser de 1 x 1 cm, para obtener mejores
resultados, ya que el formol en si penetra el tejido 1mm por hora.

e En el caso de neoplasias de gran tamafio se recomienda realizar cortes transversales
separados por una distancia de 1cm y paralelos entre si para no retardar el tiempo de
fijacion.

e EIl tiempo minimo de fijacion es de 24 horas y para muestras milimétricas de
urgencia en el diagnostico el tiempo puede reducirse a 12 horas.

e Si ha de conservarse la muestra por un tiempo prolongado se recomienda cambiar

periddicamente el fijador.

e Como recipiente para el envio de muestras se sugiere frascos de boca ancha,

plasticos con tapa de rosca. ( véase anexo 2 )
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ANEXOS.

Anexo 1: Mucosa nasal, fijacion formol buffer y fijacion en formalina al 10%.

B

F 4

Y

A B
Fotografia: Marin L. 2013

Mucosa nasal, Buffer-
Formalina

Anexo 2: Envases para Muestras.

B

Fotografia: Marin L. 2013
Mucosa nasal, Buffer-
Formalina

Comparacion macroscopica de
los efectos de la fijacion con
formol bufferado (A) en
comparacién con fijacion en

formalina al 10% (B).

Fotografia tomada Viernes
11/10/13, con teléfono
celular Blackberry 9360, en
el laboratorio de
procesamiento de biopsia y

citologias. (6)

Sugerencias de envases de
boca ancha, con tapa rosada
para el envio de muestras ha

estudio.

Fotografia tomada Viernes
11/10/13, con  teléfono
celular Blackberry 9360, en
el laboratorio de
procesamiento de biopsia y
citologias. (6)
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