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Resumo

O exame histopatoldgico compreende método de auxilio diag-
nostico de grande utilidade no dia a dia do médico veterinario,
podendo ser realizado em tecidos colhidos de animais vivos ou
mortos, provenientes dos diferentes segmentos da profissdo,
incluindo animais de companhia e aqueles destinados a produ-
¢do. Entretanto, para que se possa obter o melhor da técnica e

alcancar resultado fidedigno, é preciso que o profissional veteri-
nario siga um protocolo sistematizado de colheita, conservagdo
e envio das amostras ao laboratério. Dessa forma, este informe
técnico tem como principal objetivo apresentar o passo-a-passo
da colheita de amostras teciduais destinadas a avaliagdo histo-
patoldgica.
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Introducao

Nos diferentes cursos da drea médica, incluindo o de medicina
veterindria, a patologia compreende a ciéncia voltada ao estu-
do e entendimento dos mecanismos que desencadeiam lesdes
e doengas, assim como ao reconhecimento macroscopico e
microscépico das mesmas. Para isso, sdo utilizados inimeros
métodos, dentre os quais destaca-se a analise histopatoldgica.
A partir dessa técnica, em que amostras de tecido sao avalia-
das, é possivel obter informagdes que permitem firmar, confir-
mar ou afastar uma hipétese diagndstica, quer seja de origem
inflamatéria, infecciosa ou neoplasica.

O exame histopatoldgico consiste na analise sistematica de
fragmentos de tecidos colhidos de animais vivos, por meio de
procedimentos de biopsia, ou mortos, obtidos durante o exame
necroscopico. Compreende exame de auxilio diagndstico em
gue, por microscopia Optica, sdo avaliados aspectos cito-histo-
morfoldgicos, especialmente as modificagbes que ocorrem na
forma das células e na estrutura dos tecidos, bem como as con-
sequéncias funcionais decorrentes dessas alteracgoes.
Contudo, para bem usufruir da versatilidade e do auxilio desse
exame, é condigdo limitante que o profissional veterinario rea-

lize adequado procedimento de colheita, conservacdo e envio
das amostras ao laboratdrio especializado. Essa sistematica
inicia-se com a anamnese e o exame clinico detalhado, obten-
do-se dados do proprietario e do animal, bem como aqueles
relacionados aos sinais e sintomas, evolugao e tratamento.
Destaque-se que essas informag¢des devem constar no formu-
lario de requisicdo de exame histopatoldgico, ja que muitas
vezes as alteracGes microscdpicas ndo se autodefinem, sendo
necessaria a interpretacdo do médico veterindrio patologista,
gue a faz em associacdo aos dados fornecidos pelo solicitante
do exame.

Frente a essas consideracdes e a crescente demanda por ser-
vigos especializados na drea médico veterinaria, o que inclui
em grande parte exames de auxilio diagndstico, este informe
técnico tem por principal objetivo descrever a sistematica de
colheita, conservagao e envio de amostras de tecido destina-
das a exame histopatoldgico. Com isso, busca-se auxiliar o pro-
fissional veterindrio em seu desafio constante de estabelecer
o diagndstico, o progndstico e escolher o protocolo de conduta
adequado para cada paciente ou situagao.
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Colheita das amostras

Cabe ao médico veterinario avaliar cada situagdo e decidir pelo tipo
de técnica auxiliar ao diagndstico e proceder com a sistematica per-
tinente ao exame escolhido. A avaliagdo microscopica dos tecidos
compreende opgdo tanto para situagdes in vivo quanto post mor-
tem. No caso de 6bito do animal, a colheita de amostras para exame
histopatoldgico deve ser realizada logo apds a morte. Isso porque
guanto maior o tempo transcorrido entre o ébito e a obten¢do dos
fragmentos, mais avangado serd o processo de autélise tecidual,
condicdo esta que compromete a qualidade do material a ser avalia-
do ou mesmo impede a realizagdo do exame.

Embora seja possivel colher amostras de boa qualidade até algu-
mas horas apds a morte, é prudente que ndo se estabelega tempo
maximo para esse procedimento, ja que sao muitas as varidveis que
interferem nesse intervalo. Cabe ao médico veterindrio avaliar a
condigdo dos tecidos durante o exame necroscépico e decidir sobre
a viabilidade dos mesmos. Destaque-se que a condigao climdtica, o
tipo de ambiente e a enfermidade que levou o animal ao 6bito in-
terferem diretamente na viabilidade tecidual e, portanto, no tempo
maximo de colheita. Assim, o recomendado é realizar os procedi-
mentos de necropsia, colheita e conservagao das amostras o mais
breve, tanto quanto possivel imediatamente apds a morte. Ja nos
casos em que a obteng¢do dos fragmentos se dd com o animal vivo,
a viabilidade tecidual deve ser considerada do ponto de vista local,
evitando-se a colher fragmentos que contenham apenas tecido ne-
crotico, por exemplo.

Outro ponto de grande importancia em relagdo a obtengao de ma-
terial destinado a analise histopatoldgica refere-se ao tamanho e
numero das amostras. Novamente cabe ao médico veterinario que
realiza o procedimento de colheita, decidir sobre quais e quantos
fragmentos obter. Na avaliagdo post mortem realiza-se a inspeg¢do
macroscoépica dos diferentes drgdos e, quando observadas altera-
¢Oes, estas sdo eleitas para a colheita. Nos casos de fragmentos pro-
venientes de procedimentos de biopsia, estes podem ser obtidos
por métodos incisionais ou excisionais, que sdo executados em am-
biente ambulatorial ou cirurgico. Para isso, sao utilizados instrumen-
tais como bisturis, punches, tesouras, pin¢as e agulhas de biopsia
especificas (Figura 1).

Comumente recomenda-se a remogao de fragmentos medindo até
3 cm?, que contenham drea representativa da alteragdo e do drgdo
ou tecido de referéncia (Figura 2), ja que nos limites da lesdo as
modificagdes costumam ser marcantes, além de viabilizar a corres-
pondéncia com o tecido de origem. Entretanto, quando a lesao se
apresentar de forma difusa, a escolha pode ser aleatdria, desde que
represente o todo. Ressalte-se que em todos os casos o fragmento
deve representar o local de origem e a lesdo. Raras sdo as situagdes
em que é preciso colher grandes segmentos ou o drgdo inteiro, a
exemplo do que ocorre quando se faz necessaria a conservagao do
encéfalo em sua totalidade para a realizagdo de cortes seriados. Nes-
ses casos, regras especificas de conservagao devem ser aplicadas.

Figura 1 - Procedimento de biopsia de pele com punch. A) Escolher a drea em que o fragmento sera colhido, aproximar a extremidade cortante do equipamento a pele, pres-
sionar e girar no sentido horario (seta). B) Aspecto da pele apds a colheita dos fragmentos com o auxilio do punch.

Figura 2 - Procedimento de colheita de fragmento de pulmao bovino. A) Lesdo focal, redonda, medindo 2 cm de didmetro (linha pontilhada). B) Linhas de corte da amostra a
ser colhida para exame histopatoldgico, incluindo segmento da lesdo e do parénquima do 6rgdo de referéncia.
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Conservacgao das amostras

Realizado o procedimento de colheita, o passo imediatamente se-
guinte compreende a conservagao das amostras. Independente do
método utilizado para a obtengdo, todos os fragmentos de tecido
destinados a exame histopatoldgico devem ser fixados em solugdo
especifica, visando a preservagdo. A formalina a 10 % tamponada,
em temperatura ambiente, representa a solugdo fixadora de eleigdo
para amostras teciduais submetidas a avaliacdo histopatoldgica de
rotina, pois interrompe os processos de autélise e heterodlise de for-
ma eficiente e torna difusiveis substancias insoluveis, a exemplo dos
corantes utilizados rotineiramente nas técnicas histoquimicas. Vale
lembrar que, uma vez fixada, a amostra pode ser mantida por tempo
indeterminado, sempre embebida pela solugdo fixadora inicial ou
por outro conservante que a substitua, como o alcool 70°.

Dentre as vantagens da solugdo de formalina a 10% como fixador
tecidual padrdo destacam-se o baixo custo, a acessibilidade, a fa-
cilidade na preparacdo e a funcionalidade. E preparada a partir da
mistura simples de formaldeido comercial liquido (37%), agua filtra-
da ou destilada e os sais fosfato de sédio monobdsico e dibasico
(Quadro 1). Entretanto, por se tratar de conteido potencialmente
irritante e cancerigeno, é importante evitar o contato direto e a ina-
lagdo. Por isso, quando for necessario preparar a solugdo, procure
fazé-la em ambiente laboratorial e utilizando equipamentos basicos
de protecdo individual (EPI), como jaleco, luvas, 6culos de protecdo

e mascara.
Quadro 1 - Itens para o preparo da solugao de

formalina a 10% tamponada*

Item Quantidade

Formol comercial (37%) 100 ml

Agua filtrada ou destilada 900 ml

Fosfato de sédio monobdsico 4g

Fosfato de sddio dibasico 6,5g

*Misturar todos os itens até a completa dissolugdo dos sais e obtengdo de liquido
homogéneo e transparente. Recomenda-se corrigir o pH em 7,0. O tempo médio de
fixagdo para amostras de até 3 cm? é de 24 horas.

Para que a penetragdo da solugdo fixadora no tecido seja eficaz, a
proporgao entre o volume da amostra e do fixador deve estar entre
1:10 e 1:20. O tamanho do fragmento também interfere na velocida-
de da fixacdo, por isso, para evitar falhas de fixacdo e conservacao,
recomenda-se que as amostras ndo ultrapassem 3 cm?3. O tempo de
fixagdo varia de acordo com o tamanho e a quantidade das amos-
tras. Contudo, seguindo as recomendagles de colheita e conser-
vacdo, esse periodo é de, no maximo, 48 horas. Os fragmentos de
biopsia, por exemplo, costumam ser diminutos e sdo completamen-
te fixados em até seis horas. Ja varios fragmentos de até 3 cm® em
um mesmo frasco estardo fixados em 24 a 48 horas.

O recipiente ideal para o armazenamento dos fragmentos deve pos-
suir caracteristicas como abertura larga e tampa que proporcione
boa a excelente vedagdo. Isso permite a inser¢do e a remogao do
material sem causar danos ao mesmo e ao técnico que ird manipular
as amostras no laboratério. Também evita vazamentos indesejaveis
da solugdo fixadora, que costuma causar reagdes irritantes median-
te ainalagdo e o contato direto. Além disso, a perda da solugao fixa-
dora por evaporagdo pode limitar a qualidade da fixagdo e interferir
no resultado final do exame.

Comumente sdo utilizados recipientes confeccionados em vidro
ou plastico duro, de tamanhos variados, a depender da quantida-
de de amostras a ser armazenada. A identificagdo do recipiente
deve realizada com etiqueta externa, contendo os dados bdsicos
do proprietério, do animal e a origem dos fragmentos colhidos. E
pertinente lembrar que todo material encaminhado para exame his-
topatolégico deve conter identificagdo no recipiente das amostras
e ser acompanhado de informages complementares referentes ao
proprietario, animal, histdrico clinico e achados macroscdpicos, com

descricdo pormenorizada das lesdes. A figura 3 ilustra o recipiente
de armazenamento, a propor¢do entre o tamanho da amostra e o
volume da solugdo fixadora e a identificacdo do frasco.

Figura 3 - Procedimento de conservagdo da amostra para exame histopatolégico. A)
Frasco de boca larga, permitindo adequada inser¢do e remogdo do(s) fragmento(s).
B) Proporg¢do adequada entre o volume da amostra e da solugdo fixadora, assim
como tampa que permite boa vedagdo. C) Identificagdo do frasco com uma ou mais
amostras. Etiqueta externa contendo os dados basicos do proprietario, do animal e
do fragmento.

A pratica de se conservar mais de uma amostra em um unico frasco
é comum em procedimentos de necropsia, em que frequentemente
se colhe um fragmento de cada érgdo que apresente lesdo. Como se
tratam de tecidos distintos, ndo é necessario conserva-los em fras-
cos diferentes, mas devem ser mantidas as recomendac¢des quanto
ao tamanho maximo da amostra e o volume proporcional da solugdo
fixadora.

Por outro lado, muitas vezes, quando se colhe mais de uma amos-
tra de um drgdo ou tecido do mesmo animal, pode ser importante
alocar os fragmentos em frascos separados, com suas respectivas
identificagBes, a fim de que se proceda a andlise identificada de cada
amostra. Por exemplo, uma cadela adulta que apresente multiplos
aumentos de volume na cadeia mamdria. Ndo é incomum que cada
um desses aumentos represente diagndsticos distintos. Assim, re-
comenda-se que os fragmentos sejam conservados individualmente
em frascos com a respectiva identificacdo anatomica (Figura 4). O
mesmo deve ser realizado no caso de amostras de pele colhidas de
diferentes sitios anatomicos de um animal ou em qualquer outra
situagdo em que a andlise identificada seja um requisito.
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Figura 4 - Procedimento de conservagdo de amostra identificada para exame histo-
patoldgico. Exemplo: Uma cadela com trés aumentos de volume distribuidos pela
cadeia mamaria. Apds o procedimento de biopsia, alocar as amostras em frascos
individuais com sua respectiva identificagdo. Frasco 1 - Proprietério: Claudio Araujo;
Teka, canino, fémea, SRD, 9 anos; aumento de volume na mama toracica cranial
esquerda. Frasco 2 - Proprietério: Claudio Araujo; Teka, canino, fémea, SRD, 9 anos;
aumento de volume na mama abdominal cranial direita. Frasco 3 - Proprietario:
Claudio Araujo; Teka, canino, fémea, SRD, 9 anos; aumento de volume na mama
inguinal esquerda. Informagd&es referentes ao proprietario, animal, histérico, evolu-
¢do e descrigdo macroscdpica das lesGes devem ser detalhadas no documento de
solicitagdo de exame.

Amostras que retém grande quantidade de sangue acabam por es-
curecer demasiadamente a solugdo fixadora. Nesses casos, reco-
menda-se a troca da solucgdo fixadora apds as primeiras 24 horas de
fixagdo.
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Particularidades de conservacao das amostras de acordo com
o tipo de tecido

Certos tipos de tecido possuem singularidades ao modo de fixa¢do
da amostra. Tecidos que naturalmente possuem grande reserva de
volume sanguineo, a exemplo do figado, se colhidos em tamanho que
ultrapassem o recomendado, apresentardo processo de fixagdo com-
prometido. Nesses casos, devido ao tamanho da amostra, o agente
fixador leva mais tempo para penetrar as regioes mais profundas do
fragmento, conservando somente areas periféricas, o que ocasiona,
no interior do tecido, aspecto de carne cozida. Isso limita e até mesmo
inviabiliza a analise microscdpica.

Outra particularidade refere-se aos 6rgdos de morfologia tubular
ou com lumen, como es6fago, estbmago, intestino, bexiga, vesicula
biliar e outras superficies mucosas. Esse tipo de tecido pode sofrer
alteracOes iatrogénicas quando submetidos a manipulagdo excessiva
ou raspagem com o instrumental de necropsia, impedindo a avalicdo
microscopica fidedigna. Assim, recomenda-se que esses 6rgdos, em
especial os que compdem o tubo digestivo, sejam colhidos fechados,
em cortes transversais, evitando-se a abertura longitudinal. Contudo,
se optar pela abertura, manipule o minimo possivel. Em ambos os
casos, para os procedimentos de fixacdo e conservacgao utilize uma
superficie plana, como uma placa de isopor fina ou papeldo, para es-
tender e estabilizar a amostra e, em seguida, coloque a superficie mu-
cosa em contato direto com a solugdo fixadora (Figura 5).

Ainda, quando da colheita de érgdos encapsulados, como linfonodos

inteiros, realizar cortes na superficie capsular ou infundir a solucdo
fixadora no tecido a fim de facilitar a penetragdo da mesma no parén-
quima. No caso de amostras de 6rgdos que possam flutuar na solugao
fixadora, a exemplo do pulmao, recomenda-se cobri-las com algod3do
ou papel toalha para manté-las imersas no liquido fixador.

Figura 5 - Procedimento de conservagdo de fragmento de 6rgdo de morfologia tubu-
lar ou com limen. A) Fragmento de estdmago grampeado em uma superficie plana
e firme (isopor), tendo exposta sua face mucosa. B) Fragmento de estdmago com a
face mucosa em contato com a solugdo fixadora. C) Frasco identificado, com frag-
mento preso a superficie plana e em contato direto com o liquido fixador. Informa-
¢Oes referentes ao proprietario, animal, histérico, evolugdo e descricdo macroscopica
das lesdes devem ser detalhadas no documento de solicitagdo de exame.

Envio das amostras ao laboratorio

Ap0s os procedimentos de colheita, armazenamento, fixagdo e iden-
tificagdo das amostras, € momento de encaminhar o material ao la-
boratério especializado. Essa etapa pode ser realizada na sequéncia
das demais ou em ocasido oportuna ao profissional veterinario res-
ponsavel pela solicitagdo do exame, pois uma vez imersas em forma-
lina a 10% tamponada, as amostras podem ser mantidas por tempo
indeterminado, sempre em local seco e arejado.

O encaminhamento das amostras ao laboratdério pode ser via pos-
tal, quando o laboratério se localiza a grande distancia, ou em maos,
pelo profissional ou o proprietario. Em ambas as situa¢des, reco-
menda-se que os recipientes com as amostras (embalagem primdria)
sejam lacrados em sacos plasticos (embalagem secundaria) e aloca-
dos em uma embalagem tercidria, como uma caixa de papeldo, to-
mando-se o cuidado de preencher os espagos vazios com papel ou
plastico, para evitar o deslocamento dos frascos dentro da caixa. No

caso da via postal, indicar com uma seta o lado da caixa que deve
ficar para cima, destacar o aviso de conteudo fragil na embalagem,
inserir o simbolo de material bioldgico das Na¢gdes Unidas e descre-
ver informagdes sobre destinatdrio e remetente, incluindo telefones
para contato.

Independente da via, é de grande importancia que os frascos com
amostras cheguem ao laboratério acompanhados de um documento
de solicitagdo de exame contendo os dados do proprietério e do ani-
mal ou da propriedade, o histérico detalhado, a evolugdo e a descri-
¢do das lesdes, incluindo localizagdo e aspectos morfoldgicos (tama-
nho, superficie, consisténcia, cor, nimero, etc). E valido lembrar que
o resultado final do exame pode sofrer interferéncia negativa devido
a falta de informacgdes por parte do solicitante. Em casos de davidas
e para acesso ao formulario especifico de solicitagdo de exame, entre
em contato com o laboratdrio para o qual a amostra sera enviada.

Consideracgoes finais

E de conhecimento de todo médico veterindrio a importancia dos
exames de auxilio diagndstico em suas atividades de rotina, especial-
mente nos dias atuais. Isso se deve, em grande parte, pelo avanco
das técnicas, muitas dessas acessiveis em todo o territério nacional,
e pela crescente demanda por qualidade e especificidade no diag-
nostico por parte dos proprietarios. Entretanto, para obter o melhor
de cada uma dessas técnicas auxiliares, o profissional veterinario que
solicita a andlise e muitas vezes participa ativamente de alguma eta-
pa do exame, precisa estar atento aos protocolos de procedimento
descritos para cada técnica, como no caso do exame histopatoldgico.
Ao proceder de forma sistematizada e preocupar-se com questdes
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