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Resumo

A preservacao de encéfalos fetais e perinatais humanos, 6rgaos particularmente frageis
e suscetiveis a autdlise e maceracao, é essencial para o exame anatomopatoldgico, nao
existindo consenso quanto a melhor técnica.

Este estudo pretendeu avaliar trés técnicas de preservacao de encéfalos
fetais/perinatais humanos e selecionar a mais adequada para implementar no diagndstico.

Foram estudados 18 encéfalos (fetos/recém-nascidos com diferentes idades
gestacionais/1 dia de vida) através das técnicas: fixacao em formol-acético (6), fixacao em
formol neutro tamponado a 10% (6) e fixacao em formol-acético e posterior inclusao em
agar (6). A avaliacao foi efetuada nas etapas do exame macroscdpico, microtomia e analise
microscopica das preparacoes histoldgicas coradas pela hematoxilina-eosina, usando
escalas para categorizacao dos parametros selecionados.

A técnica fixacao em formol-acético e inclusao em agar foi a que obteve as melhores
pontuacdes em todas as etapas em estudo, destacando-se a do exame macroscopico por
facilitar a realizacao de sec¢oes, manipulacao das fatias e colheita de fragmentos.

A técnica fixacao em formol-acético e inclusao em agar foi implementada no Servico de
Anatomia Patoldgica da Unidade Local de Saude Santa Maria, tendo sido usada, até a data,
na preservacao de 80 encéfalos fetais e perinatais humanos, mostrando reprodutibilidade

e utilidade diagndstica em neuropatologia.

Palavras-chave: dgar; autépsia; sistema nervoso central; malformac6es congénitas; feto
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Abstract

The preservation of human fetal and perinatal brains, organs that are particularly fragile
and prone to autolysis and maceration, is essential for anatomopathological examination.
However, no consensus has been reached regarding the best technique.

This study aimed to evaluate three preservation techniques for human fetal/perinatal
brains and to select the most appropriate one for diagnostic purposes.

Eighteen brains (fetuses/newborns with different gestational ages/1 day of life) were
examined using the following techniques: acetic formalin fixation (6), 10% neutral buffered
formalin fixation (6), and pre-embedding in agar following fixation in acetic formalin (6). The
evaluation was performed during the stages of macroscopic examination, microtomy, and
microscopic analysis of histological preparations stained with hematoxylin-eosin, using
scoring scales to categorize the selected parameters.

Pre-embedding in agar following fixation in acetic formalin obtained the highest scores
in all stages of the study, particularly in the macroscopic examination, as it facilitated the
sectioning, slice manipulation and sampling.

Pre-embedding in agar following fixation in acetic formalin was subsequently
implemented in the Pathology Department of the Unidade Local de Satde Santa Maria and
has been applied in the preservation of 80 human fetal and perinatal brains to date,

demonstrating reproducibility and diagnostic utility in neuropathology.

Keywords: agar; autopsy; central nervous system; congenital malformations; fetus
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1. Introducao

As anomalias congénitas do Sistema Nervoso Central (SNC) constituem o quarto grupo
mais frequente de malformacgdes congénitas. Na Europa, a sua prevaléncia total é de
aproximadamente 27,5 casos por 10.000 nascimentos, incluindo nados vivos, nados
mortos e interrupcdes médicas da gestacao (IMG), dos quais 14,9 por 10.000 correspondem
a IMG. (1) Em Portugal, um estudo revelou que a prevaléncia de anomalias congénitas do
SNC, no biénio 2018-19, foi de 18,1 casos por 10.000 nascimentos, com IMG em 72,1% dos
casos (correspondendo a 13,1 casos por 10.000 nascimentos). (2) Estas variagdes com os
dados europeus refletem diferencas nas politicas de saude, acesso ao rastreio pré-natal e
praticas legais relativas a interrupcao da gravidez. (3) As anomalias congénitas do SNC tém
um impacto significativo tanto na mortalidade, como na morbilidade. (4,5)

Devido a implementacao do rastreio pré-natal e ao avanco tecnoldgico dos exames
imagioldgicos, o diagndstico destas anomalias tem melhorado significativamente, contudo
a caracterizacao definitiva é efetuada pelo exame anatomopatoldgico do encéfalo
fetal/perinatal humano. (6-8) O exame anatomopatoldgico auxilia na determinagao da
causa da morte e confirma, complementa ou refuta o diagndstico clinico, sendo como um
controlo de qualidade, que audita a acuidade do diagndstico pré-natal. (9,10)
Adicionalmente, 0o exame anatomopatoldgico caracteriza as patologias e descreve achados
nao suspeitos clinicamente, podendo adicionar informacao nao disponibilizada por outros
exames e que poderd ser muito pertinente para o diagndstico, investigacao e melhoria dos
servicos. (11-13) Em casos de patologias com base genética, este tipo de exame permite
ainda estimar o risco de recorréncia, de forma a otimizar o aconselhamento parental e os
cuidados pré-concecionais. (14,15) Para além do exposto, o exame anatomopatoldgico
pode disponibilizar evidéncias para a sustentacao de andlises epidemioldgicas, promocao
da investigacao e orientacao para a elaboracao de diretrizes especificas no ambito da
neuropatologia, o que pode conduzir a alteragcdes na prdtica clinica em neurologia e
neurocirurgia. (13,16)

0 estudo de encéfalos fetais e perinatais humanos deve ser efetuado em tecidos muito
bem preservados de forma a poder-se obter informacoes pertinentes para o diagndstico e
a investigacao. O encéfalo a fresco permite a realizacao de estudos post mortem

especificos, como andlises microbioldgicas, testes enzimaticos e toxicoldgicos. (17)



Contudo, devido a fendmenos naturais de degradacao, como a maceracao e a autolise, é
necessario proceder a fixacao dos encéfalos fetais e perinatais, a fim de preservar a
morfologia, as caracteristicas tintoriais e os marcadores moleculares dos tecidos, para
possibilitar a realizacao de estudos histoldgicos e de técnicas complementares. (17-19)

A maceracao é um processo que ocorre no Utero e que causa a degeneracao do feto,
através da sua exposicao ao liquido amnidtico a temperatura do corpo materno, o que leva
ao amolecimento progressivo e eventual liqguefacao dos tecidos moles. Em casos de
maceracao avancada, o encéfalo encontra-se liquefeito, sendo comprimido através do
foramen magno durante o parto, extravasando para outras cavidades anatémicas, o que
compromete as andlises macro e microscdpicas subsequentes. (20)

A autdlise causada pela atividade das enzimas lisossomais/celulares libertadas no
processo damorte celular, em particular, pode ser retardada através darefrigeracao do feto
a 4°C e, principalmente, pela fixacao imediata do encéfalo, de forma a evitar a isquemia a
frio. (18) Amaceracao, por ser um processo gue se iniciou e ocorreu no ttero, provoca danos
irreversiveis, ndo existindo formas de recuperacao dos tecidos. (20)

0 parénquima cerebral fetal e perinatal apresenta um elevado teor de dgua (cerca de
92% no feto de 22 semanas e 90% no recém-nascido, face aos 77% caracteristicos do
adulto), uma mielinizacao incompleta e auséncia de uma rede de reticulina significativa,
fatores que reduzem a sua resisténcia mecanica. (21-27) Estas caracteristicas do
parénquima cerebral, aliadas a maior susceptibilidade a fendmenos hipdxico-isquémicos,
tornam o encéfalo fetal/perinatal estuturalmente fragil e de consisténcia diminuida, em
relacdo ao encéfalo de adulto ou até a outros 6rgaos fetais/perinatais. (23,28,29)

Os encéfalos fetais/perinatais humanos possuem ainda uma elevada atividade
enzimadtica, resultado dos diversos processos de divisao celular que ocorrem em
simultaneo, o que facilita uma autdlise répida apds a morte. (30,31)

Etapas, consideradas uma tarefa desafiante no registo macroscopico, sao aremocao do
encéfalo do cranio, o exame macroscadpico e a seccao do encéfalo. A dificuldade destas
tarefas aumenta nos fetos comidade gestacional reduzida, devido a encéfalos de pequenas
dimensdes e/ou com anomalias congénitas do SNC que deformam a morfologia cerebral.
(20,32,33) Em adicao, a friabilidade intrinseca do encéfalo fetal/perinatal pode levar a
aderéncia das meninges e consequente rutura do parénquima cerebral durante a remocao

do encéfalo. (34)



Um passo considerado desafiante é a manipulacao do encéfalo, uma vez que o
parénquima pode colapsar causando a sua fragmentacao, comprometendo a orientacao
anatémica e dificultando uma amostragem dirigida. Um fator que pode tornar a remocao do
encéfalo ainda mais complexa é o intervalo que decorre entre a morte e a realizacao da
autdpsia (intervalo post mortem) prolongado, por comprometer a integridade estrutural do
encéfalo. (34-36)

Apesar destas limitacoes macroscopicas, as alteragdes microscopicas podem
permanecer identificdveis mesmo em casos em avancado estado de maceracao, incluindo
encéfalos liquefeitos ou fragmentados, uma vez que a degradacao ao nivel microscopico
pode progredir mais lentamente do que a perda da integridade estrutural e, desta forma, o
detalhe histoldgico encontra-se frequentemente mais bem preservado do que o
expectdvel. (37) Este desfasamento deve-se ao facto da maceracao e autdlise nao
afetarem de forma homogénea todas as estruturas, permitindo a preservacao parcial da
arquitectura celular e/ou tecidular assim como de outros achados patoldgicos relevantes.
(34) Contudo, a amostragem deve ser realizada sempre, independentemente do grau de
maceracao, dado que pode fornecer informacdo diagndstica importante, devendo ser
incluidas as areas menos afetadas. (23)

A avaliacdo dos encéfalos fetais/perinatais humanos deve ser sempre contextualizada
com a idade gestacional (IG), o grau de maceracao e o desfecho obstétrico/perinatal, uma
vez que estes parametros podem influenciar a morfologia do encéfalo e afetar de forma
direta a qualidade das amostras. (38-42) Embora estes parametros nao constituam,
isoladamente, critérios diagndsticos ou de avaliagao, condicionam a interpretacao dos
achados macro e microscaopicos. Neste sentido, em cada caso, é recomendada a descri¢ao
objetiva do grau de maceracao e a sua integracdao com a idade gestacional e o desfecho
obstétrico, pois essa contextualizacao é fundamental para reconhecer limitacoes técnicas
e conferir maior robustez as conclusoes. (43)

O aspeto macroscdpico e o tamanho do encéfalo varia com a idade gestacional: na
auséncia de anomalias congénitas e em IGs mais precoces (1 e 22 trimestres), o encéfalo é
menos desenvolvido, apresenta menor complexidade de giros/sulcos e é mais fridvel, visto
gue o tecido é rico em matriz extracelular e dgua, estando a mielina ausente. (21,22,44,45)
Contrariamente, a consisténcia do encéfalo em IGs avancadas (3° trimestre) € maior devido

auma progressiva neurogénese, migracao neuronal e o inicio da mielinizacao, aumentando



a densidade da matriz extracelular e, consequentemente, a consisténcia do encéfalo.
(22,27,44-46) Nos recém-nascidos (primeiros 28 dias de vida), o encéfalo evidencia sinais
de maturagao com giros e sulcos bem definidos, diferenciacao entre a substancia branca e
cinzenta e maior densidade do parénquima, sendo este mais firme. (47-50) No entanto, a
mielinizacao permanece incompleta e a percentagem de dgua na sua composi¢ao continua
a ser superior a encontrada no adulto. (21,44)

No que concerne a maceracao dos encéfalos, as alteracdes macroscdpicas podem ser
observadas 6 a 8 horas apds o Ghito fetal. (51,52) No geral a maceracao é classificada como
ligeira (6 a 48 horas de retencao), moderada (2 a 7 dias de retencao) e avancada (> 8 dias de
retencao). (51,52) Macroscopicamente, a maceracao manifesta-se por descamacao,
descoloracao, compressao e cavalgamento das suturas cranianas e amolecimento, o que
leva a fragilidade tecidular e fragmentacao dos 6rgaos. (51) Os achados encontrados a nivel
microscopico sao desagregacao celular, perda de definicao citoplasmatica e nuclear,
colapso da matriz extracelular e diminuicao da reactividade a corantes e a marcadores
imuno-histoquimicos. (53) O encéfalo é um 6rgao particularmente afetado pela maceracao,
com perda de consisténcia e liquefacdo cortical. (54) A presenca de maceragao condiciona
a interpretacao dos achados, ou seja, quanto maior o grau de maceracao, menor a
viabilidade diagndstica e maior a dificuldade em distinguir lesoes e alteracdes patoldgicas
das alteracoes post mortem. (55,41)

Em relacao ao desfecho obstétrico/perinatal, nas mortes fetais e IMG, a interrupcao do
aporte de oxigénio e nutrientes, ativa rapidamente as enzimas que degradam as estruturas
neuronais. (56,57) Adicionalmente, o facto dos fetos in utero estarem suijeitos ao contacto
direto com o liquido amniético e a uma temperatura constante também favorece a autdlise.
(43) No caso particular das IMGs, a expulsao do feto é planeada e ocorre num periodo
temporal apds inducao com misoprostol intravaginal, podendo esta ser precedida de
feticidio. (17) Apesar do intervalo entre a administracao do farmaco e a expulsao/parto ser
varidvel, encéfalos resultantes de IMG estao associados comumente a menores graus de
maceracao (ligeira a moderada). Contrariamente, nas mortes fetais, desconhece-se
frequentemente o exato momento da morte, o que faz com que o feto possa permanecer no
utero durante dias até que ocorra a sua expulsao. Assim, estes casos estao comumente
associados a graus de maceracao muito varidveis: desde maceracao ausente a graus de

maceracao superiores (classificados como moderados a avancados). (42) Quando a morte



€ neonatal a circulacao fetal e as trocas gasosas placentdrias mantém-se in utero até ao
nascimento. (34,58) Apds o parto, a homeostasia é assegurada através da respiracao
pulmonar, da circulacao neonatal e do metabolismo ativo, ndo ocorrendo autdlise. (59,60)
Quando a respiracao pulmonar e circulagao cessam, inicia-se o processo de autdlise, cujo
ritmo e alteracoes dependem de multiplos fatores como o intervalo post mortem, a
temperatura, a humidade e as condices de conservacao. (61-63)

A interacdo entre a IG, o grau de maceracao, o desfecho obstétrico/perinatal e a
fragilidade do parénquima cerebral fetal e perinatal é complexa e multifatorial,
permanecendo objeto de investigacdo. (23,64) Deste modo, foram descritas vdrias
abordagens para efetuar a remocao e o exame macroscopico dos encéfalos
fetais/perinatais humanos, assim como diversas técnicas para preservacao dos encéfalos
como a fixacao in situ, a perfusdo e a imersao (a mais comum), utilizando diferentes
fixadores. (65-70) A maioria dos protocolos para neuropatologia fetal/perinatal baseia-se
em formol neutro tamponado (FNT) a 10%. A adicao de reagentes como merctirio, etanol,
acido acético glacial, zinco ou outros reagentes a solucao fixadora, confere propriedades
especificas as solugdes, como por exemplo maior rigidez, melhor preservacao morfoldgica
ou antigénica. (70,71) Nao obstante, apesar destas solucdes fixadoras conferirem
beneficios a fixacao, nomeadamente, tornar o tecido mais firme, facilitando as etapas
subsequentes como 0 exame macroscopico e a seccao, algumas acarretam limitacoes
como: a desidratacao (agentes desnaturantes, como o etanol) que conduz a retracao do
tecido, tornando-o quebradico e dificultando a microtomia; a degradacao do ADN (por
exemplo, os fixadores acidos); e 0 aumento do volume do tecido. (72-74)

Na rotina histopatoldgica, o FNT a 10% é, atualmente, considerado o fixador de

referéncia. (75) Este fixador consiste numa solucao de formalina diluida em tampao fosfato,
com pH final ajustado entre 7,0 e 7,4. (76) A sua acao fixadora baseia-se na formacao de
ligagdes metilénicas entre os grupos amino das cadeias laterais dos aminoacidos das
proteinas, podendo ocorrer dentro da mesma proteina ou entre proteinas, formando uma
rede que, macroscopicamente, se reflete sob a forma de gelificacao, o que confere alguma
consisténcia ao tecido. Este processo estabiliza e previne a difusao de proteinas soltiveis
intercelulares, ficando estas ligadas ao citoesqueleto da célula. Desta forma, a fixagao com
este fixador aditivo mantém as estruturas proteicas e os dcidos nucleicos, preservando a

morfologia tridimensional dos tecidos. (72) Por esta razao, o formaldeido é caracterizado



como um fixador aditivo, conservando a arquitetura celular e tecidular préxima do estado
nativo in vivo. (72) Todavia, apesar dos beneficios que a fixacao convencional com FNT a
10% proporciona as amostras, devido as caracteristicas inerentes a este tipo de tecido, a
maceracao e a determinadas anomalias do SNC e infecoes congénitas, o encéfalo
fetal/perinatal humano permanece, muitas vezes, com uma consisténcia fridvel. (23,77-
79) De referir que a penetracao do FNT a 10% no tecido cerebral fetal/perinatal é reduzida,
facto que atrasa o processo de fixacao no interior do drgao, o que dificulta o seu exame
macroscopico e a realizacao de sec¢oes de espessura uniforme, sem que ocorra a sua
fragmentacao. (80)

Pelo exposto, na pratica laboratorial em Embriofetopatologia, utiliza-se como fixador de
encéfalos o formol-acético (FA), constituido por uma mistura de formol neutro tamponado
a 10% e acido acético glacial, geralmente numa proporcao de 90:10 % volume/volume,
respetivamente. (71) Esta solucao fixadora tem um pH baixo, entre 3 e 5. (81) O FA alia a
acao do FNT a10% ao efeito coagulante/desnaturante do acido acético glacial. (72) O efeito
coagulante do acido acético favorece a precipitacao de proteinas e possui afinidade por
componentes nucleares, estabilizando os acidos nucleicos. (72,82) Nesta mistura, o dcido
acético também facilita a difusao do formaldeido no tecido, o que permite melhor
penetracao do fixador e a sua acao nos tecidos. (72) No entanto, o facto do acido acético
aumentar a permeabilidade celular, aumentando a turgescéncia, pode, por vezes, distorcer
a arquitetura do tecido. Paralelamente, o FA é um bom fixador dos lipidos do parénquima
nervoso fetal e promove o endurecimento tecidual, facilitando a sua manipulacao. (72) O
equilibrio entre os dois reagentes do FA é crucial, uma vez que solucdes fixadoras com um
pH muito dcido (<4), causam hidrdlise e oxidacao do formaldeido, a acido férmico, que nao
possui propriedades fixadoras, além de provocar degradacao do tecido. (83,84)

0 tempo de fixacao é um parametro importante para a obtencao de umaboafixagao dos
encéfalos. Uma fixacao por periodos superiores a trés semanas, tem demonstrado ser
benéfica para a preservacao morfoldgica, permitindo uma penetracao mais homogénea do
fixador e estabilizacao da estrutura tecidular, o que otimiza a qualidade dos exames macro
e microscapico. (80)

Outro fator que pode afetar a avaliacao dos encéfalos é o seu acondicionamento
inadequado durante a fixacao, como por exemplo a sua colocacao num recipiente que nao

respeita o seu tamanho e anatomia, que podera dificultar a sua avaliacao, pela deformacao.



Uma das estratégias descritas na literatura é a dissolucao de cloreto de sddio na solucao
FNT a10% até que o encéfalo flutue de forma aminimizar este efeito. (85) Como alternativa,
para estabilizar o encéfalo durante a fixacao, pode-se utilizar uma rede descartdvel, gaze
ou fio de sisal para suporte fisico. No entanto, estes materiais podem pressionar ou
comprimir o encéfalo, causando artefactos tipicos, como deformacoes, dreas de
compactacao ou até pequenas laceracdoes no parénquima cerebral. Assim, de forma
complementar, todos os danos iatrogénicos devem ser documentados, de modo a permitir
a distincao entre artefactos técnicos e eventuais alterac6es neuropatoldgicas. (20)

A rotina histoldgica dos encéfalos também apresenta desafios, especialmente na etapa
de inclusao, dado que o tecido se pode fragmentar devido a pressao aplicada para o
fragmento ficar no mesmo plano. Além disso, a etapa da microtomia requer pericia, devido
a delicadeza do tecido cerebral. Por este motivo, o processo de extensao dos cortes
histoldgicos deve ser efetuado em banho maria a 37°C, num periodo de tempo curto, para
evitar a desintegracao do corte ou alteracoes na morfologia do tecido. (86) A temperaturaa
que é efetuada a secagem dos cortes histoldgicos e o tempo de incubacao devem ser
controlados para evitar danos nos cortes histoldgicos. (72)

Uma das estratégias utilizadas para a preservacao da morfologia do tecido desde o
exame macroscopico até a sua inclusao, é a inclusao do encéfalo em dgar apds a fixacgao.
(87-89) 0 dgar é um hidrocoloide proveniente de algas marinhas que, misturado com dgua,
forma um gel que solidifica entre os 32 e 37°C, sendo a sua temperatura de fusao
aproximadamente 85°C. (90) O dgar € utilizado em vdrias areas, como por exemplo na
inddstria alimentar, na drea da satide e/ou investigacao, quer seja na microbiologia (como
meio de cultura), na hiologia molecular (nos géis de eletroforese), em campos de patologia
experimental e na histopatologia (na execucao de citoblocos e orientacao de hidpsias). (91-
96) O facto da sua temperatura de fusdo nao exceder a temperatura de nenhuma das
etapas do processamento histoldgico torna o dgar um excelente meio de inclusao. (20)

No Servico de Anatomia Patoldgica da Unidade Local de Satde de Santa Maria realizam-
se, em média, cerca de 140 exames de encéfalos fetais/perinatais por ano, dos quais mais
de 100 correspondem a amostras maceradas, autolisadas e de elevada friabilidade. Neste
sentido reconhece-se a necessidade de avaliar e implementar, uma técnica que permita
ultrapassar as limitacdes prdticas associadas a realizacao do exame macroscopico e

seccao de encéfalos fetais/perinatais humanos.
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Narotina hospitalar, ndo existe um consenso sobre amelhor formade preservar e avaliar
macroscopicamente encéfalos fetais e perinatais humanos, um problema amplamente
reconhecido, mas pouco explorado, apesar de sua extrema relevancia. A literatura
disponivel sobre este tema é escassa e o tdpico é geralmente abordado de forma

superficial.

Para colmatar esta lacuna e responder as dificuldades inerentes a remocao,
manipulagao, exame macroscopico, seccao e colheita de fragmentos, surge a necessidade
de padronizar os procedimentos que integram o estudo de encéfalos fetais e perinatais

humanos, sobretudo na presenc¢a de anomalias congénitas do SNC.
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2. Objetivos

O presente trabalho visa o estudo e a selecao de uma técnica de preservacao de
encéfalos fetais/perinatais humanos que confira uma melhoria na qualidade dos servicos,
principalmente que facilite e melhore 0o exame macroscdpico, em particular a realizagao de
seccoes, sem comprometer a acuidade diagndstica e os tempos de resposta da autdpsia
e/ou exame neuropatoldgico.

Para o efeito foram avaliadas trés técnicas de preservacao de encéfalos
fetais/perinatais humanos com o objetivo de determinar qual é a mais adequada para
implementacao no Servico de Anatomia Patoldgica da Unidade Local de Saude de Santa

Maria.
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3. Material e métodos

3.1. Amostra

No presente estudo, foram utilizados 18 encéfalos fetais/perinatais humanos
resultantes de IMG e de mortes fetais entre as 17 semanas de idade gestacional e mortes
neonatais precoces (recém-nascidos com um dia de vida) provenientes do Servico de
Obstetricia da Unidade Local de Sadde de Santa Maria e rececionados no Servico de
Anatomia Patoldgica entre 1 de junho e 31 de julho de 2024. Os critérios de exclusao
abrangeram casos de IMG por patologia do SNC e encéfalos fragmentados ou liquefeitos.

0 presente estudo foi submetido & Comissao de Etica do Centro Académico de Medicina
de Lishoa, nao tendo sido obtida uma resposta até ao momento. Contudo, o estudo foi
conduzido com base nas consideracées éticas aplicaveis a investigacao em Anatomia
Patoldgica, nomeadamente nao houve comprometimento do diagndstico
anatomopatoldgico das amostras em estudo e todos os dados obtidos em cada caso foram
anonimizados de forma a manter a confidencialidade.

Todas as autdpsias foram realizadas no dia de rececao do feto ou até 24 horas apos a
mesma, de acordo com o protocolo aprovado pelo Royal College of Pathologists. (97-99)
Para cada caso, foram registados dados essenciais para a analise e interpretacao dos
achados encontrados, nomeadamente: a idade gestacional, o grau de maceracao e o
desfecho obstétrico/perinatal.

O grau de maceracao do feto foi classificado de acordo com uma adaptacdo da
classificacao de Bain et al. (1974) em: i) ausente, quando nao apresenta alteracdes
macroscapicas; ii) ligeiro, quando se observa descamacao ligeira a extensa da pele, sem
outras alteracoes; iii) moderado, quando o abdémen apresenta coloracao castanha, se
observa descamacao generalizada, sem alteracdes compressivas significativas e com
derrames sero-hemdticos; e iv) avancado, quando sao observadas alteracdes
compressivas, com cavalgamento das suturas cranianas, mumificacao e liquefacao dos
6rgaos internos. (100)

A execucao da autdpsia, nomeadamente do exame neuropatoldgico, foi efetuada por
Anatomopatologistas, Internos de Formacao Especifica em Anatomia Patoldgica e de um
Técnico Superior de Diagndstico e Terapéutica (TSDT) de Anatomia Patoldgica, Citoldgica e

Tanatoldgica (APCT) com formacao especifica em Patologia Fetoplacentar.
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3.2. Remocao do encéfalo fetal/perinatal humano

Antes da remocao do encéfalo (Figura 1) efetuou-se uma inspecao do couro cabeludo e
do formato do cranio, com o objetivo de identificar assimetrias, deformacoes ou alteracoes
estruturais que possam refletir malformacdes congénitas, traumatismos obstétricos ou
compressoes associadas ao parto e/ou ao intervalo post mortem (Figura 1A). De seguida,
realizou-se uma incisao bimastoide na pele (através do plano coronal), de modo a permitir
o rebate cutaneo (Figura 1B). Com o fim de facilitar esta tarefa, separou-se manualmente o
couro cabeludo da gélea aponevrdtica (Figura 1C). Depois, cortou-se e dobrou-se e 05 0S50S
como as “pétalas de uma flor’, com o propdsito de expor o encéfalo (Figura 1D e 1E).
Posteriormente, realizou-se uma avaliacdo macroscépica da dura-mater. (18)

Removeu-se os encéfalos através de uma adaptacao da técnica de imersao descrita por
Prahlow et al.. (67) Imergiu-se a cabeca e parte do corpo em dgua a temperatura ambiente,
de modo a que o encéfalo permanecesse suspenso (Figura 1F). (20) Por conseguinte,
inclinou-se o cranio para trds, identificaram-se os nervos cranianos e procedeu-se a sua
seccao, 0 mais proximo possivel do 0sso, de anterior para posterior. Na fossa posterior,
cortou-se o tentdrio ao longo da sua insercao no cranio e, em seguida, transseccionou-se a
foice cerebral imediatamente acima deste (Figura 1E). De seguida, cortou-se, o mais

distalmente possivel, a medula espinhal cervical. Aps aremocao do encéfalo examinou-se

a superficie interna da calvdria e a base do cranio. (18)

Figura 1. Técnica de remocao do encéfalo de um feto de 26 semanas de idade gestacional por interrupgao
médica da gestacao. A. Inspecao do couro cabeludo. B. Realizagao de umaincisao bimastoide na pele (através
do plano coronal). C. Rebate cutaneo. D. Corte das fontanelas e suturas com ajuda de uma tesoura e dobragem
dos o0ssos do cranio como as “pétalas de uma flor". E. Exposicao do encéfalo. F. Imersao da cabeca dentro de
agua atemperatura ambiente para remocao do encéfalo. G. Inclinacao da cabeca paratrds, seccao dos nervos
cranianos, corte do tentdrio e da foice cerebral. Encéfalo descaido e seccdao da medula espinhal cervical o mais
distal possivel. H. Encéfalo imerso em dgua.

M
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Removeu-se o tronco cerebral e cerebelo do encéfalo, com um bisturi, cortando o

mesencéfalo perpendicularmente ao maior eixo do encéfalo (Figura 2). (18) O tronco

cerebral e cerebelo também podem ser incluidos em dgar.

Figura 2. Remocao dotronco cerebral e cerebelo. A. Tronco cerebral e cerebelo removidos do encéfalo através
da seccao do mesencéfalo perpendicularmente ao maior eixo com recurso a um histuri. B. Cérebro. C. Tronco
cerebral e cerebelo.

3.3. Preservacao do encéfalo para exame macroscopico

As técnicas utilizadas para a preservacao dos encéfalos foram: i) Fixacao dos encéfalos
fetais/perinatais humanos em formol-acético (TFA); i) Seccdao dos encéfalos
fetais/perinatais humanos a fresco em fatias com 0,3-0,5 cm de espessura, colheita de
fragmentos e sua fixacdo em formol neutro tamponado a 10% (TFNT); e iii) Fixacdo dos
encéfalos fetais/perinatais humanos em formol-acético e posterior inclusdao em agar
(TFAA). Dos 18 encéfalos incluidos na amostra, seis encéfalos foram submetidos a TFA,
seis submetidos a TFNT e seis submetidos a TFAA.

A fixagao dos encéfalos inteiros (TFA e TFAA) ocorreu através de imersao em formol-
acético a 4% (uma solugao composta por formol neutro tamponado a 10% e dcido acético
glacial) durante um periodo de 20 dias num recipiente com volume de fixador cerca de dez
vezes superior ao volume do encéfalo. Os fragmentos dos encéfalos seccionados a fresco

foram fixados em FNT a10% (TFNT) durante 24 horas.

3.4. Exame macroscopico do encéfalo

Os passos do exame macroscépico do encéfalo fetal/perinatal humano compreendem:
exame da dura-méter e das leptomeninges (registar a existéncia de hemorragias, a sua
localizacao e extensao); descricao do tamanho e da forma do encéfalo; inspecao dos
hemisférios e do seu padrao de giros e sulcos (correlacionar com a idade gestacional na
tentativa de avaliar o desenvolvimento); avaliacao do corpo caloso (presente/sem ou com

alteracdes/ausente); referéncia a malformacoes (ex. holoprosencefalia, lisencefalia, etc);
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exame do poligono de Willis, do quiasma ético e de outros nervos cranianos; descricao de
lesdes superficiais macroscadpicas, incluindo dreas palpaveis de reducao ou aumento da
consisténcia do tecido cerebral e documentacao de herniacdes. (17,18) Apds a seccao do
encéfalo realizou-se a descricao do parénquima. No presente estudo, o exame
macroscopico do encéfalo foi efetuado em encéfalos fixados naTFA e TFAA e em encéfalos
a fresco na TFNT. Fotografaram-se todos os encéfalos em diferentes orientacoes,
conforme ilustrado na Figura 3, com o objetivo de registar de forma sistematica todas as
superficies e estruturas relevantes, hem como documentar eventuais alteracoes

morfoldgicas.

Figura 3. Encéfalo de um feto de 21 semanas e 6 dias de idade gestacional por interrupgao médica da
gestacao. A. Vista superior. B. Vista inferior. C. Vista lateral esquerda. D. Vista lateral direita. E. Vista sagital
medial. F. Tronco cerebral e cerebelo. Estas fotos permitem registar de forma sistematica todas as superficies
e estruturas relevantes (por exemplo, o corpo caloso), bem como eventuais alteragdes morfoldgicas ou
patoldgicas.

3.5. Inclusao do encéfalo em agar

Depois do exame macroscopico, realizou-se uma inclusao em agar dos encéfalos
fixados em formol-acético (TFAA), procedimento adaptado da técnica criada por van Dijk et
al.. (20)

Neste estudo, utilizou-se uma solu¢do aquosa extemporanea de agar a 2% (Prévida®,
Sintra, Portugal) (Figura 4A). Para dissolucao do dgar, agueceu-se a solucao no micro-
ondas (a 800 W), homogeneizando-se o contetido em intervalos de 30 segundos, durante
3 a 4 minutos. De seguida, num recipiente apropriado ao tamanho do encéfalo (cerca de 5-
15 cm de didmetro), verteu-se dgar até formar uma camada com aproximadamente 1cm de

altura. Colocou-se o recipiente a 4°C durante 10 minutos de forma ao dgar solidificar (Figura
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4B). Removeu-se o dgar restante do microondas, deixou-se a arrefecer até atingir os 40-
50°C e verteu-se sobre a camada de dgar previamente solidificada. Imergiu-se o encéfalo
no dgar e colocou-se a 4°C, durante 1 a 2 horas, para que solidificasse (Figura 4C). Apds
solidificacao, com auxilio de uma faca, removeu-se o bloco, que foi aparado de forma a
deixar uma margem de 1 cm de dgar a cobrir o encéfalo de todos lados (Figura 4D e 4E).
Antes de seccionar, verificou-se se este mantinha a orientacao pretendida. Depois,
efetuaram-se seccdes coronais com espessura compreendida entre 0,3 a 0,5 cm (Figura
4F). 0 nimero de fatias dependeu do tamanho do encéfalo, assim como da espessura das

fatias, que deve ser uniforme e reprodutivel em cada amostra (Figura 4G). A Figura 4 ilustra,

de forma esquematizada, as etapas da técnica de inclusao em dgar apds afixacao em FA.

Figura 4. llustracao da técnica de inclusao em dgar apés a fixacao em formol-acético. A. Preparacao da
solucao de dgar a 2%. B. Solidificacdo da camada basal de gar (1cm de espessura) durante 10 minutos a 4°C.
C. Restante dgar a 40°C vertido sobre a camada basal eimersao do encéfalo. D. Solidificacao do agar durante
2 horas a 4°C e remocao do dgar em bloco do recipiente. E. Remogao do excesso de dgar do bloco deixando
uma margem de 1 cm a cobrir todos os lados do encéfalo. F. Execugao de secgdes coronais (de frontal para
occipital). G, Encéfalo secionado em fatias com 0,5 cm de espessura. H. Realizagao da colheita de fragmentos.
. Colocacao das fatias preservando a sua disposicao original, num recipiente contendo fixador, de modo a
manter a orientagao, caso seja necessario colher fragmentos adicionais.
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3.6. Colheita de fragmentos do encéfalo

A colheita de fragmentos dos encéfalos fetais/perinatais humanos (Figura 5), para
posterior avaliacao histoldgica, incidiu sobre o tronco cerebral (mesencéfalo, ponte e bulbo),
cerebelo (vérmis e nicleo dentado), medula espinhal, hipocampo, corpo caloso, cértex e
substancia branca, nucleos da base, plexos coroides e meninges. Apés a colheita,
transferiram-se os fragmentos para megacassetes e/ou cassetes histoldgicas padrao.
Realizou-se a colheita de fragmentos de acordo com os protocolos descritos na literatura.
(17,18) Na técnica que envolveu inclusdo em dagar, as fatias do encéfalo foram

acondicionadas no recipiente com o respetivo fixador, preservando a anatomia original.

Figura 5. Esquematizacao do protocolo de colheita de fragmentos em encéfalos
fetais/perinatais humanos: hipocampo esquerdo (A) e direito (B); corpo caloso (C);
cortex e substancia branca (D); nicleos da base (E), plexos coroides, meninges,
mesencéfalo (1), cerebelo [medula, ponte (2), vérmis (3) e nicleo dentado (4)] e medula

espinhal.

3.7. Obtencao de preparacoes histoldgicas

Para obtencao das preparacdes histoldgicas as cassetes foram colocados no
processador HistoCore PELORIS 3 Premium Tissue Processing System (Leica Biosystems,
lllinois, Estados Unidos da América) para serem desidratadas, diafanizadas e impregnadas
em parafina, tendo sido os fragmentos posteriormente incluidos em parafina (HistoStarTM
Embedding Workstation, ThermoFisher, Massachusetts, Estados Unidos da América). De
seguida foi efetuado o desbaste dos blocos, no HistoCore AUTOCUT (Leica Biosystems,
lllinois, Estados Unidos da Amércia), tendo sido os blocos cortados a uma espessura de 6
um. Com o auxilio de um banho de dgua a temperatura ambiente e outro com dgua a

temperatura de 37°C, estenderam-se os cortes em laminas de vidro, tendo sido estas
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colocadas em suportes apropriados, para posterior secagem e coloracao pela

hematoxilina-eosina (HE). De referir que nao houve necessidade de remocao do dgar antes
das etapas do processamento, da inclusao, do corte ou da coloracao.

Depois de efetuada a coloracao de HE, procedeu-se a montagem automdtica das
laminas no Leica CV5030 Coverslipper (Leica Biosystems, lllinois, Estados Unidos da
América) ou manual, no caso das laminas obtidas a partir dos fragmentos processados em

megacassetes, tendo sido efetuado posteriormente o controlo de qualidade (Figura 6).

D & Rotina Histopatoldgica
- Processamento
. , - "
\ 1. Desidratagdo " - 5
| [— i FACE(  — ( ﬁ —_—
L 5 Tpregnacic - 5
7" . - ‘-—/
Qe & " Inclusdo Microtomia
== == =i~ —» Hematoxilina-eosina (6 pm) =—p T’
ad as W oa . = Montagem e
Coloragéo Controlo de Qualidade

Figura 6. Esquematizacao das fases para obtencao de preparacoes histoldgicas: fixacao, processamento dos
tecidos, inclusao, microtomia, coloracao (hematoxilina-eosina), controlo de qualidade e entrega das laminas,
para posterior avaliacao.

As preparacoes histoldgicas foram submetidas a uma avaliagao microscdpica,

consoante os parametros referidos em 3.8.

3.8. Avaliacao das técnicas de preservacao dos encéfalos fetais e perinatais humanos

A avaliacao das diferentes técnicas de preservacao dos encéfalos fetais e perinatais
humanos foi efetuada nas etapas do exame macroscépico, da microtomia e da andlise
microscdpica das preparacdes histoldgicas coradas pela HE.

A avaliacao do exame macroscapico, seccao e colheita de fragmentos dos encéfalos foi
efetuada pela pessoa que realizou o exame neuropatoldgico (Patologistas/Internos de
AP/TSDT APCT) e a microtomia foi avaliada por um TSDT APCT. A andlise microscépica
das preparacdes histoldgicas coradas pela HE foi efetuada por trés avaliadores
independentes: Patologistas especialistas em Patologia Fetoplacentar.

De forma a garantir uma avaliacao sistematica de todas as etapas, cada parametro foi

avaliado através de uma escala de pontuacao, tendo sido efetuado o somatdrio de todas as
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pontuacoes atribuidas em cada parametro de uma dada etapa, para cada caso. Essa
pontuacao, designada por pontuacao parcial, obtida para cada etapa avaliada (exame
macroscopico, microtomia e andlise microscépica das preparacoes histoldgicas coradas
pela HE) foi utilizada para o calculo da pontuacao final de cada caso. Deste modo, a
pontuacao final reflete a qualidade da técnica, podendo esse valor ser tratado para efetuar
comparacoes entre as diferentes técnicas em estudo. A escolha deste método baseou-se
no facto de ser um método simples e rapido, ser objetivo, reprodutivel e flexivel.

Os parametros avaliados no exame macroscopico dos encéfalos submetidos as
diferentes técnicas de preservacao dos encéfalos fetais/perinatais foram a facilidade de: i)
seccao dos encéfalos para obtencao de fatias; ii) identificacao das diferentes estruturas
cerebrais em superficie de seccao; eiii) manipulacao das fatias de encéfalo. Para a avaliacao
destes parametros foram usadas escalas categorizadas pontuadas. A avaliacao geral do
exame macroscopico para um dado encéfalo corresponde ao somatdrio da pontuacao
atribuida a cada parametro de avaliacao, podendo a pontuacao parcial variar entre 3 a 11

pontos (Tabela 1).

Tabela 1. Parametros utilizados para avaliacao das técnicas de preservacao dos encéfalos fetais/perinatais
humanos na etapa do exame macroscépico.

Parametros Escala de avaliacao

1-Mau/2 - Fraco/3 - Razoavel/
4 - Bom/5 - Muito bom

Facilidade de seccao

Facilidade de identificacao das estruturas

cerebrais em superficie de seccio 1- Dificil/2 - Facil

1 - Dificil /2 - Moderadamente facil /

Facilidade de manipulacao das fatias 3 - FAcil/4 - Muito facil

Avaliacao geral

. A . 3 a1l pontos
(somatorlo da pontuagdo atribuida em cada parametro)

Na etapa de microtomia a avaliacdo foi efetuada segundo os seguintes critérios: i)
facilidade de obtencao de um corte histoldgico e ii) qualidade do corte histoldgico. Para a
avaliacao destes dois parametros foram usadas escalas categorizadas pontuadas (Tabela
2). A avaliagao dafacilidade do corte teve em consideragao a resisténcia do bloco/tecido a
faca ao efetuar o corte e aformacao de uma fita de cortes. A avaliacao da qualidade do corte
histoldgico teve em consideracao a espessura com que foi possivel efetuar um bom corte

histoldgico, adesao do corte a lamina e a auséncia de pregas/sulcos/estrias. A avaliacao
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geral efetuada na etapa de microtomia corresponde ao somatdrio da pontuacao atribuida a

cada parametro de avaliacao, podendo a pontuacao parcial variar entre 2 a10 pontos.

Tabela 2. Parametros utilizados para avaliagao das técnicas de preservacgao dos encéfalos fetais/perinatais
humanos na etapa de microtomia.

Parametros Escala de avaliacao

1-Mau/2 - Fraco/3 - Razoavel/
4 - Bom/5 - Muito bom

1-Mau/2 - Fraco/3 - Razoavel/
4 - Bom/5 - Muito bom

Facilidade de corte

Qualidade do corte

Avaliacao geral

2 a10 pontos
(somatdrio da pontuacao atribuida em cada parametro) P

Por ultimo, a avaliacao microscopica das preparacdes histoldgicas coradas pela HE foi
efetuada atendendo a: i) qualidade do corte histoldgico - artefactos da microtomia e
processamento; i) coloracao do tecido pela HE (1 - Heterogénea ou 2 - Homogénea); iii)
coloracdo pela hematoxilina; iv) coloracdo pela eosina; e v) morfologia do tecido. Para a

avaliacao destes parametros foram usadas escalas categorizadas pontuadas (Tabela 3).

Tabela 3. Parametros utilizados para avaliacao das técnicas de preservacao dos encéfalos fetais/perinatais
humanos na etapa de avaliagao microscépica das preparagdes histoldgicas coradas pela hematoxilina-
eosina.

Parametros Escala de avaliacao
Qualidade do corte histoldgico - Artefactos da 1- Muito frequentes/2 - Pouco frequentes/3
microtomia e processamento - Ausentes
Coloracao Geral 1- Heterogénea/2 - Homogénea

1- Insatisfatdria/2 - Razodvel/ 3 - Boa/4 -
Muito boa
1- Insatisfatdria/2 - Razodvel/ 3 - Boa/4 -
Muito boa
1- Mal preservada/2 - Razoavelmente

Morfologia do tecido preservada/ 3 - Bem preservada/4 - Muito
bem preservada

Coloragao pela hematoxilina (nticleos)

Coloragao pela eosina (citoplasma)

Avaliacao geral
(somatério da pontuacdo atribuida em cada parametro)

5a17 pontos

A avaliacao da qualidade do corte histoldgico teve em consideracao a presenca de
artefactos causados pela microtomia e processamento, onde a categoria pouco frequente

corresponde a raros artefactos que nao comprometem a andlise e a categoria muito
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frequente quando os artefactos sao comuns, podendo ter impacto na andlise microscdpica
e, consequentemente, no diagnastico.

A avaliacao da coloracao pela Hematoxilina teve em consideracao a coloragao nuclear.
Assim, a categoria insatisfatdria corresponde a nticleos com cromatina pouco definida e
turva; a categoria razoavel, quando a definicao da cromatina é moderada com algumas
areas sobrecoradas; a categoria satisfatdria, quando os nucleos estao bem contrastados
com uma cromatina percetivel; e a categoria excelente, quando se observam nucleos
nitidos, cromatina muito bem definida e homogénea.

A avaliacao da coloracao pela Eosina foi categorizada como: insatisfatdria quando o
citoplasma se encontrava palido e irreqgular ou ausente, com algumas zonas pouco
diferenciadas/sem contraste; razoavel, quando o citoplasma apresentava uma coloracao
moderada e algumas areas com pouca definicao ou sobrecoradas; boa, quando o
citoplasma apresentava uma boa intensidade, fibras extracelulares visiveis e bom
contraste geral entre substancia branca e cinzenta; e muito boa, quando o citoplasma era
homogéneo com uma coloracdo intensa, uniforme e apresentava um 6timo contraste.

A morfologia foi classificada em quatro categorias: i) mal preservada, quando havia
perda da arquitetura, falta da definicao das camadas corticais, extensa autdlise e retracdes
teciduais; ii) parcialmente preservada, quando a arquitetura geral era visivel, mas com
retracoes focais ou difusas, perda parcial da definicao das camadas corticais e artefactos;
iii) bem preservada, quando a arquitetura geral estava preservada com camadas corticais
reconheciveis e poucos artefactos; e iv) 6tima preservacao, quando se verificava a
arquitetura geral e morfologia/células integras e preservadas, com zonas bem
diferenciadas e uma distin¢ao 6tima entre substancia cinzenta e branca. (101)(102)

A avaliacao efetuada na etapa da andlise microscdpica das preparacoes histoldgicas
coradas pela HE baseou-se no somatdrio das pontuacdes atribuidas a cada parametro,
podendo a pontuacdo de cada caso variar entre 5 a 17 pontos. Uma vez que, foram avaliados
18 casos e cada um foi analisado por trés avaliadores independentes, no total foram
efetuadas 54 observacoes. Assim, para a interpretacao dos resultados da analise
microscopica, considerou-se a soma das pontuacoes dos trés avaliadores em cada caso,
uma vez que o objetivo do estudo foi avaliar as técnicas de preservacao e nao a
concordancia interobservador. Desta forma, a avaliacao geral da andlise microscoépica de

cada caso apresenta uma pontuacao parcial que pode variar entre 15 e 54 pontos.
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3.9. Anadlise estatistica

Neste trabalho, a andlise estatistica incluiu duas abordagens complementares:
descritiva e inferencial. Na andlise descritiva, para as varidveis quantitativas, calcularam-
se amédia, o desvio-padrao (DP) e os valores minimo e maximo. Por outro lado, as varidveis
qualitativas foram expressas através de frequéncias absolutas (n) e frequéncias relativas
(%), representadas sob a forma de gréficos de barras.

A avaliacao geral das técnicas de preservacao de encéfalos fetais e perinatais humanos
correspondeu ao somatdrio das pontuacoes atribuidas nos parametros avaliados em cada
etapa em estudo: exame macroscopico, microtomia e andlise microscopica. A avaliacao
global resultou do somatdrio das pontuacdes obtidas nas avaliacdes gerais destas trés
etapas, permitindo calcular para cada técnicaem estudo (TFA, TFNT e TFAA), o valor médio
e orespetivo DP.

Na anadlise inferencial, a normalidade da distribuicao das varidveis quantitativas foi
verificada através do teste de Shapiro-Wilk. Como algumas varidveis nao apresentaram
distribuicao normal, optou-se pela aplicacdo de testes nao paramétricos. Deste modo,
recorreu-se ao teste de Kruskal-Wallis, adequado para amostras pequenas, independentes
e que nao cumprem o pressuposto de normalidade. Consideraram-se diferencas entre
grupos estatisticamente significativas quando se obteve um valor de p< 0,05.

O tratamento de dados e a analise estatistica dos resultados obtidos foram realizados
com recurso ao programa International Business Machines® - Statistical Package for the

Social Sciences® (SPSS Inc., Chicago, lllinois, EUA), versao 29 para a andlise estatistica.
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4. Resultados

4.1. Caracterizacao das amostras

A caracterizacao inicial da amostra é fundamental para contextualizar os resultados,
dado que aidade gestacional, o grau de maceracao e o desfecho obstétrico/perinatal sao
fatores que podem influenciar diretamente a avaliacao das técnicas de preservacao dos
encéfalos.

No presente estudo, foi efetuada uma distribuigdo equitativa dos casos entre as trés
técnicas em avaliacao, tendo sido efetuada cada técnica em 6 casos, perfazendo um total
de 18 encéfalos. Relativamente a IG por técnica em estudo (Tabela 4), esta apresenta
amplitude de 17,29 a 41,14 semanas, com uma |G média de 30,92 + 6,98 semanas. O DP, de
cerca de 7 semanas, sugere uma dispersao moderada, indicando estimativa precisa da
média. A andlise dos resultados evidencia que as técnicas foram aplicadas em grupos de
encéfalos com IG distintas: observa-se que os encéfalos onde foi aplicada a TFA possuiam
IG mais avancada, enquanto os encéfalos onde foi aplicada a TFNT possuiam maior
variacao da IG, incluindo 1G intermédias e tardias. Os encéfalos onde foi aplicada a TFAA

possuiam as G mais precoces.

Tabela 4. Nimero de amostras e idade gestacional dos casos utilizados no estudo de cada técnica de
preservacao dos encéfalos fetais/perinatais humanos. Valores de idade gestacional minimo e maximo
(Iminimo, maximo]) e médio com respetivo desvio-padrao (Média + DP), expressos em semanas.

Idade Gestacional

Numero de amostras

Técnica (n) Média + DP Minimo e maximo
(S) (S)

TFA 6 35,60+4,.98 [26,29: 41,00]
TFNT 6 32,45+571 [24,.29. 4114]
TFAA 6 2472+574 [17,29; 32,00]
Total 18 30,92+698 [17,29; 41,14]

Legenda: n — Nimero de amostras; TFA — Fixacao em formol-acético; TENT — Seccao a fresco, colheita de fragmentos e, posterior,
fixagao em formol neutro tamponado a 10%; TFAA — Fixacao em formol-acético e posterior inclusao em dgar; DP — desvio-padrao; S —
Semanas.

Em relacao a IG dos encéfalos, sequndo o desfecho obstétrico/perinatal, a Tabela 5
evidencia que a morte fetal foi o desfecho mais frequente (61,1%; n = 11), sequida da morte
neonatal (22,2%; n = 4) e da IMG (16,7%; n = 3). Globalmente, as IMG apresentaram IG
precoces, correspondentes ao periodo pré-viabilidade, enquanto as mortes fetais refletem

maioritariamente perdas em fases tardias da gestacao, proximas do termo.

Contrariamente, as mortes neonatais, apresentaram maior dispersao da IG, refletindo
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desde situagdes de grande prematuridade até recém-nascidos de termo, o que demonstra

maior variabilidade e, consequente, desvio-padrao mais elevado neste grupo.

Tabela 5. Nimero de amostras e idade gestacional dos casos utilizados no presente estudo, sequndo o
desfecho obstétrico/perinatal. Valores de idade gestacional minimo e maximo ([minimo, maximo]) e médio
com respetivo desvio-padrao (Média + DP), expressos em semanas.

Idade Gestacional

’De.zsfecho' Nimero de amostras Média £+ DP Minimo e maximo
obstétrico/perinatal (n) (s) (s)
Morte fetal 1 33,44+460 [2429.4100]
IMG 3 20,76 + 3,36 [17,29.24,00]
Morte neonatal 4 3161+8,42 [23,00: 41,14]
Total 18 30,92+6,98 [17,29. 4114]

Legenda: n — Numero de amostras; IMG — Interrupcdo Médica da Gestacao; DP — desvio-padrdo; S — Semanas.

A andlise do desfecho obstétrico/perinatal em relacdo as diferentes técnicas de
preservacao revelou que, na TFA, a maioria dos encéfalos provinha de casos de morte fetal
(h = 4), ndo incluindo casos de IMG. Os encéfalos onde se aplicou a TFNT foram
predominantemente procedentes de casos de morte fetal (83%), sendo um caso
proveniente de morte neonatal. Por sua vez, a TFAA foi aplicada a encéfalos provenientes
de casos com varios desfechos, sendo o0 mais frequente a IMG (50%), sequida da morte fetal

(33%) e morte neonatal (17%) (Figura 7).

5 Desfecho
obstétrico/perinatal

EmF

W IMG

EMN

~ w IS

Numero de amostras

TFA TENT TFAA
Técnica

Figura 7. Distribuicdo dos casos pelo desfecho obstétrico/perinatal,

segundo as técnicas de preservacao em estudo. (MF - Morte fetal; IMG -
Interrupcao Médica da gestacao; MN — Morte neonatal; TFA — Fixacao em formol-acético;
TENT - Seccdo a fresco, colheita de fragmentos e, posterior, fixacao em formol neutro
tamponado a 10%; TFAA — Fixacao em formol-acético e posterior inclusao em dgar)

Relativamente a maceracao, a maioria das amostras apresentou graus de maceracao
ligeiros (33%) e moderados (33%). Uma analise atenta da Figura 8 revela que o grau de
maceracao das amostras nao apresenta uma distribuicao semelhante emtodas as técnicas

de preservacao estudadas. Assim, a TFAA revelou maior frequéncia de amostras com
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maceracao moderada (67%). A TFA foi efetuada apenas em amostras com maceracao
ausente (50%) ou ligeira (50%), contudo a TFNT revelou maior variabilidade de amostras
consoante o grau de maceracao, apresentando amostras com todos os graus de

maceracao.

Maceragao

B Ausente
Ligeira

[ Moderada

W Avangada

Numero de amostras

TFA TENT TFAA
Técnica
Figura 8. Grau de maceracao dos encéfalos preservados pelas técnicas

em estudo. (TFA - Fixacdo em formol-acético; TFNT — Seccdo a fresco, colheita de
fragmentos e, posterior, fixacdo em formol neutro tamponado a 10%; TFAA — Fixacao em
formol-acético e posterior inclusao em dgar)

Ainfluéncia do desfecho obstétrico/perinatal foi avaliada com o intuito de determinar se
este influenciou o grau de maceracao, procurando compreender se as circunstancias da
morte afetaram a qualidade da amostra e, consequentemente, a avaliacao das técnicas de
preservacao. Uma andlise da Figura 9, revela que as 11 amostras provenientes de mortes
fetais apresentaram graus de maceracao variados, desde maceracao ausente até
avancada, tendo cerca de 45% das amostras maceracdao moderada e 36% maceracao
ligeira. Em contraste, as amostras provenientes de IMG mostraram graus mais
homogéneos, predominantemente moderados (67%). Nas mortes neonatais, nao se

observaram sinais de maceracao.
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Figura 9. Grau de maceracao dos encéfalos preservados pelas técnicas

em estudo, sequndo o desfecho obstétrico/perinatal. (MF — Morte fetal; IMG
— Interrupgdo Médica da gestacdo; MN — Morte neonatal)

4.2. Avaliacao das técnicas de preservacao dos encéfalos fetais e perinatais humanos

A preservacao de encéfalos fetais e perinatais humanos constitui um desafio devido a
sua fragilidade, suscetibilidade a maceracao e a autdlise, o que compromete os exames
macro e microscopicos. Para contornar estas limitacdes, foram avaliadas trés técnicas de
preservacao:i) fixacdo em FA (TFA); ii) seccao afresco, colheita de fragmentos e suafixacao
em FNT a10% (TFNT) eiii) fixacdo em FA e posterior inclusao em agar (TFAA).

A avaliacao das técnicas de preservacao dos encéfalos fetais e perinatais foi realizada
em trés etapas: no exame macroscopico, na microtomia e na analise microscopica. No
exame macroscopico, os parametros avaliados foram a facilidade de seccao, aidentificacao
das estruturas cerebrais e a manipulacao das fatias obtidas. Na microtomia, os parametros
avaliados foram afacilidade de obtencao dos cortes histoldgicos e a qualidade dos mesmos.
Por fim, na avaliagao microscdpica das preparacoes histoldgicas coradas pela HE, foram
considerados parametros relacionados com a qualidade do corte histoldgico, uniformidade

e intensidade da coloracao, bem como a preservacao da morfologia dos tecidos.

4.2.1. Avaliacao no exame macroscopico

A avaliagao macroscadpica constitui a primeira etapa do exame neuropatoldgico e é
determinante na obtencao de seccoes representativas dos encéfalos. Nesta etapa, a
avaliacao foi efetuada, aplicando a escala atribuida a cada parametro (ver Material e

métodos).
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Quanto ao parametro facilidade de seccao, a TFAA mostrou melhores resultados, tendo
sido a maioria das amostras classificada como muito boa (83%), enquanto a TFA mostrou
resultados intermédios, com a maioria das amostras classificadas como razodveis (67%). A
TENT foi a técnica que obteve piores resultados, tendo sido a maioria das amostras
classificada como fraca (83%) ou mas (17%) (Figura 10). Estes dados mostram que a
inclusao em dgar facilita significativamente a seccao dos encéfalos.

Sobre a facilidade de identificacao das estruturas cerebrais em superficie de seccao, as
técnicas TFA e TFAA permitiram identificar facilmente as estruturas cerebrais em todas as
amostras (100%) (Figura 10). Em contraste, na maioria das amostras submetidas a TFNT, a
identificacao das estruturas cerebrais foi dificil (83%), evidenciando que a seccao a fresco
(TFNT) compromete a identificacao das estruturas em superficie de seccao, devido a maior
friabilidade e deformacao/colapso do tecido nao fixado.

Relativamente a facilidade de manipulacao das fatias, a TFAA foi a que proporcionou
maior facilidade de manipulacao, tendo sido a maioria das amostras (83%) classificadas
como muito faceis de manipular. A TFA apresentou resultados moderados, tendo sido a
maior parte dos casos classificados como moderadamente fécil (50%), enquanto a TENT
levou a que a manipulacao fosse dificil em todas as amostras (100%) (Figura 10). Estes
achados demonstram que a TFAA fornece maior consisténcia as amostras, o que se reflete

numa maior facilidade de manipulacao das fatias.
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Figura10. Comparacao da facilidade de seccao, identificacao de estruturas cerebrais em superficie de seccao

emanipulacao de fatias no exame macroscdpico, segundo as técnicas de preservagao em estudo. (TFA - Fixagao
em formol-acético; TFNT — Seccdo a fresco, colheita de fragmentos e, posterior, fixacdo em formol neutro tamponado a 10%; TFAA —
Fixagdo em formol-acético e posterior inclusdo em dgar)

Namero de amostras
Numero de amostras

No que diz respeito a avaliacao geral no exame macroscopico, a TFAA obteve a maior
pontuacao média (10,67 + 0,82 pontos), enquanto a TFNT foi a que apresentou menor
(4,00 + 0,63 pontos), numa escala maxima de 11 pontos. A TFA situou-se num valor
intermédio (7,33 +1,51 pontos). As diferencas na pontuacao geral para cada uma das
técnicas revelam uma grande discrepancia entre as técnicas em estudo. Ao aplicar-se o
teste de Kruskal-Wallis, verificou-se que as diferencas entre as técnicas de preservacao

em estudo sdo estatisticamente significativas (p = 0,0005) (Tabela 6).

Tabela 6. Avaliacao da etapa do exame macroscépico, segundo a técnica de preservacao de encéfalos
fetais/perinatais humanos em estudo. Pontuagdes minima e maxima ([minimo, maximo]) e pontuagao média
com respetivo desvio-padrao (Média + DP), expressas em pontos, e o nivel de significancia pelo teste de
Kruskal-Wallis.

Técnica Numero de amostras Média + DP Minimo e mdaximo Valor de p
(n) (P) (P)
TFA 6 733+151 [6,00.10,00]
TENT 6 400+0,63 [3,00.5,00] 00005
TFAA 6 10,67 +0,82 9,00; 11,00 J
Total 18 733+297 3,00;11,00

Legenda: n — Nimero de amostras; TFA — Fixacao em formol-acético; TFNT — Seccao a fresco, colheita de fragmentos e, posterior,
fixagao em formol neutro tamponado a 10%; TFAA — Fixagao em formol-acético e posterior inclusao em agar; DP — desvio-padrao; P —
pontos. O nivel de significancia do teste de Kruskal-Wallis é para p<0,05; H=15,25; df = 2.

A Figura 11 fornece uma visao geral do exame macroscépico das amostras efetuadas

pelas trés técnicas de preservacao. As imagens evidenciam diferencas significativas na
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integridade do tecido, na definicao das estruturas cerebrais, na espessura das secgoes e na

facilidade de manipulacao das fatias, refletindo o impacto da técnica na qualidade da

avaliacao macroscdpica do encéfalo fetal/perinatal humano.

Figura 11. Preservacao dos encéfalos de acordo com as técnicas em estudo. A e D. Encéfalo de um feto com
41 semanas de idade gestacional por morte fetal. As seccoes de encéfalo pés-fixacao em formol-acético
permitem a visualizacao das estruturas cerebrais, mas apresentam espessura irregular e fragilidade do
parénquima, dificultando a manipulacao e colheita. B e E. Encéfalo de feto com 41 semanas de idade
gestacional por morte fetal. Nos fragmentos colhidos a fresco e fixados em formol neutro tamponado a10%,
verifica-se perda da integridade do parénquima e muita dificuldade na identificacao das estruturas. C e F.
Encéfalo de recém-nascido com 1 dia de vida e 23 semanas de idade gestacional por morte neonatal. As
secc¢oes uniformes de encéfalo moderadamente macerado, incluidas em agar pés-fixacao em formol-acético,
revelam excelente preservagao das relagoes entre estruturas cerebrais, facilidade na avaliagao macroscépica
e na manipulacao das secgoes.

Os resultados obtidos mostram que a TFAA foi a técnica que obteve melhores
resultados em todos os parametros avaliados no exame macroscépico, assegurando maior
facilidade de seccao, estabilidade na manipulacao e identificacao mais facil de estruturas
cerebrais em superficie de seccao, fatores criticos para a avaliagao macroscdpica. A TFA
proporcionou um desempenho aceitavel, embora inferior a TFAA, enquanto a TFNT
evidenciou limitacGes significativas, nomeadamente maior fragilidade na seccao dos
encéfalos e maior dificuldade na identificacao das estruturas e na manipulacao das fatias,
comprometendo a analise. No conjunto, estes achados sugerem que a TFAA oferece
vantagens praticas significativas no exame macroscdpico, principalmente na seccao e na

manipulacao de fatias de encéfalos fetais e perinatais humanos.
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4.2.2. Avaliacao namicrotomia

A avaliacao na etapa da microtomia pretendeu averiguar o impacto das técnicas de
preservacao na obtencao de cortes histoldgicos, considerando a facilidade e qualidade de
corte.

No que se refere ao parametro facilidade de corte, observou-se que a TFAA permitiu a
obtencao de cortes histoldgicos muito facilmente (50% das amostras) ou facilmente (50%
das amostras), enquanto que nas amostras submetidas a TFA a obtencao de cortes foi facil
(50% das amostras) ou de facilidade razoavel (50% das amostras). Pela TFNT a facilidade
de corte foi razodvel para a maioria das amostras (67%) (Figura 12).

Quanto a qualidade de corte, a TFAA destacou-se novamente, sendo a tUnica técnica que
proporcionou cortes histoldgicos com muito boa qualidade (33% das amostras), sendo os
cortes das restantes amostras de boa qualidade (67%). A TFA apresentou desempenho
globalmente bom (67%), mas inferior ao obtido com a TFAA, uma vez que se obtiveram
cortes de qualidade razodvel em 33% das amostras. A TENT apresentou performance
intermédia, com 0 mesmo ndmero de amostras classificadas como boas (50%) e razodveis
(50%). Os dados indicam variagdes significativas no desempenho das diferentes técnicas
de preservacao que se refletem na qualidade da microtomia, mostrando que a TFAA é a
técnica que permite a obtencao de cortes histoldgicos com maior facilidade e de melhor

qualidade (Figura 12).

Facilidade N Qualidade
de corte de corte

[ Razodvel @Razodvel
Wsom

B Muito bom EMuito bom

Numero de amostras
Numero de amostras

]
TFA TFNT TFAA ’ TFA TFNT TFAA

Técnica Técnica

Figura 12. Comparacao da facilidade e da qualidade de corte em microtomia entre as técnicas de preservacao

em estudo. (TFA - Fixacdo em formol-acético; TENT — Seccao a fresco, colheita de fragmentos e, posterior, fixagdo em formol neutro
tamponado a 10%; TFAA — Fixacao em formol-acético e posterior inclusdo em agar)

Na avaliacao global da microtomia, verifica-se que a TFAA foi a técnica que obteve a
pontuacao mais elevada (8,83 + 0,98 pontos), contrastando coma TFA (7,17 + 0,98 pontos)
e a TFNT (6,83 + 0,98 pontos), numa escala maxima de 10 pontos (Tabela 7). A pontuacao
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madxima obtida pela TFA e TFNT correspondem a pontuacao minima obtida pela TFAA, o
que reforga a sua vantagem na obtencao de cortes histoldgicos.

Para avaliar diferencas entre as avaliaces gerais da microtomia das trés técnicas em
estudo, aplicou-se o teste de Kruskal-Wallis que revelou diferencas estatisticamente
significativas entre as técnicas de preservacao em estudo (p = 0,016) (Tabela 7). Estes
resultados indicam que a TFAA proporcionou melhor desempenho na avaliacao da

microtomia, enquanto TFNT registou os valores mais baixos.

Tabela 7. Avaliacao da etapada microtomia, segundo a técnica de preservacao de encéfalos fetais/perinatais
em estudo. Pontuacdes minima e maxima ([minimo, maximo]) e pontuacao média com respetivo desvio-
padrao (Média + DP), expressas em pontos, e o nivel de significancia pelo teste de Kruskal-Wallis.

Numero de amostras Média = DP Minimo e maximo

Técnica (n) P) P) Valorde p
TFA 6 717+£0,.98 [6,00; 8,00]
TFNT 6 6,83+098 [6,00; 8,00] 0016
TFAA 6 8,83+0,98 [8,00;10,00] !
Total 18 761+1.29 [6,00;10,00]

Legenda: n — Ndmero de amostras; TFA — Fixacdo dos encéfalos fetais/perinatais humanos em formol-acético; TFNT - Seccdo dos
encéfalos fetais/perinatais humanos a fresco, colheita de fragmentos e, posterior, fixagdo em formol neutro tamponado a 10%; TFAA —
Fixacdo dos encéfalos fetais/perinatais humanos em formol-acético e posterior inclusdo em dgar; DP — desvio-padrao; P — pontos. O
nivel de significancia do teste de Kruskal-Wallis é <0,05; H = 8,24 df = 2.

Os resultados evidenciam que as técnicas baseadas em fixacao com FA, sobretudo
quando combinada com a inclusdo em agar, favoreceram a realizacao do corte histoldgico
e apresentaram melhor qualidade, otimizando a microtomia. Contrariamente, a TFNT
revelou limitacoes significativas, dificultando a obtencao de cortes e resultando em

preparacoes histoldgicas de qualidade inferior.

4.2.3. Avaliacao na andlise microscopica das preparacoes histolégicas coradas pela

hematoxilina-eosina

A avaliacao das técnicas de preservacao em estudo na andlise microscépica das
preparacoes histoldgicas coradas pela coloracao HE foi efetuada tendo em consideracao os
parametros qualidade do corte histoldgico, coloracao geral, coloracao pela hematoxilina,
coloracao pela eosina e a morfologia do tecido. Os parametros microscépicos foram
avaliados por observadores independentes e, por isso, os resultados apresentados
resultam do somatdrio das frequéncias absolutas das avaliacdes dos trés avaliadores.

Em relacao a qualidade dos cortes histoldgicos obtidos das amostras efetuadas por dada

técnica de preservacao (Figura 13), com base nos artefactos da microtomia e do
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processamento, observam-se diferencas entre as técnicas de preservacao. A TFAA
apresentou os melhores resultados, com predominancia de amostras sem artefactos (67%)
e um ndmero consideravel de cortes histoldgicos com artefactos pouco frequentes (33%),
nao tendo sido registada nenhuma amostra com artefactos moderados ou muito
frequentes. A TFA apresentou distribuicao equilibrada entre cortes com artefactos
moderados (22% das amostras) e pouco frequentes (22% das amostras), apresentando um
ndmero significativo de amostras em que se obtiveram cortes sem artefactos (56%),
indicando boa qualidade geral. A TENT revelou maior variabilidade, incluindo cortes com
artefactos ausentes, pouco frequentes, moderados e muito frequentes (33%), sendo a
técnicaem que se observou mais casos com a pior classificacao, refletindo um desempenho
menos consistente. Estes dados sugerem que a TFAA é a técnica de preservacao de
amostras mais eficaz para obtencao de cortes histoldgicos de elevada qualidade, seguida
da TFA, enquanto a TFNT apresenta desempenho inferior, com maior suscetibilidade a

ocorréncia de artefactos.

Qualidade do
corte
histolégico -~
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M Ausentes
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TFA TFNT TFAA
Técnica

Figura 13. Avaliacao da qualidade do corte histoldgico em funcao da
técnica de preservagao, tendo em conta a frequéncia de artefactos da
microtomia e do processamento. (TFA - Fixacao em formol-acético; TFNT -

Seccao a fresco, colheita de fragmentos e, posterior, fixacao em formol neutro tamponado
a10%; TFAA — Fixacao em formol-acético e posterior inclusao em agar)

De acordo com a coloracao geral em funcao da técnica de preservacao (Figura 14), a
TFAA foi a que permitiu a obtencao de uma coloracao homogénea em quase todas as
amostras (94%; n = 17). De forma semelhante, a TFA também apresentou bons resultados,
com maior parte das amostras com coloracao homogénea (89%) e apenas algumas com
coloracao heterogénea (11%). Ja a TFNT, embora mantenha a maioria das amostras com
coloracdo homogénea (67%), evidenciou maior variabilidade, com um ndmero

relativamente superior de amostras com coloracao heterogénea (33%). Assim, conclui-se
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que TFA e, sobretudo, TFAA se destacam na qualidade da coloracao geral, enquantoa TENT

apresenta maior diversidade nos resultados.
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Figura 14. Avaliacao da coloracao geral em funcao da técnica de

preservacao em estudo. (TFA - Fixacdo em formol-acético; TFNT - Seccao a fresco,
colheita de fragmentos e, posterior, fixacao em formol neutro tamponado a 10%; TFAA -
Fixacdo em formol-acético e posterior inclusdo em &gar)

Relativamente a coloracao pela hematoxilina em funcao da técnica de preservacao
(Figura 15), observaram-se diferencas entre as trés técnicas. A TFAA destacou-se pela
consisténcia, apresentando coloragao nuclear excelente em todas as amostras (100%). Ja
a TFA e a TENT apresentaram resultados ligeiramente inferiores, uma vez que algumas
amostras submetidas a estas técnicas de preservacao apresentaram coloracao nuclear

satisfatdria, tendo a TFA apresentado mais amostras com esta classificacao (22%).
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20
M Excelente
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Figura 15. Avaliacao da qualidade do corante hematoxilina em funcao da

técnica de preservacao em estudo. (TFA - Fixagdo em formol-acético; TFNT -
Seccao a fresco, colheita de fragmentos e, posterior, fixagdo em formol neutro tamponado
a10%; TFAA — Fixacao em formol-acético e posterior inclusao em agar)

No que se refere a coloracao pela eosina (Figura 16), a TFAA destacou-se como a mais

Numero de amostras

w

consistente e reprodutivel, apresentando o maior nimero de amostras com classificacao
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excelente (94%), sendo a técnica mais indicada entre as avaliadas. A TFA também revelou
resultados fidveis, com amostras com coloracao citoplasmdtica excelente (89%), mas um
ndmero maior de amostras com coloracao satisfatdria (11%). Em contraste, a TFNT revelou
maior variabilidade, incluindo classificacdes excelentes (72%), satisfatdrias (17%) e
razodvel (5%). Em suma, todas as técnicas mostraram viabilidade, mas a TFAA e TFA
demonstraram maior robustez e reprodutibilidade, enquanto a TENT evidenciou limitagdes

que requerem maior cuidado na sua execucao.

Eosina

M Razoivel
| Satisfatéria

M Excelente

20

g

TFA TFNT TFAA
Técnica

Numero de amostras
H A

w

Figura 16. Avaliacao da qualidade do corante eosina em funcgao da técnica

de preservagéo. (TFA - Fixacao em formol-acético; TFNT — Seccdo a fresco, colheita de
fragmentos e, posterior, fixacdo em formol neutro tamponado a 10%; TFAA — Fixacao em
formol-acético e posterior inclusao em dgar)

A Figura 17 apresenta diferencas na morfologia do tecido em funcao da técnica de
preservacao. A TFAA demonstrou o melhor desempenho, com maior parte das amostras
com morfologia bem preservada (61%; n = 11), mantendo a integridade dos tecidos de forma
consistente. A TFA apresentou um desempenho intermédio, com predominancia de
amostras com histologia parcialmente preservada (50%; n = 9), indicando preservacao
razoavel, mas com algumas alteracdes morfoldgicas. No entanto, a TFA foi a técnica com
mais amostras com dtima preservacao da morfologia (33%, n = 6). Em contraste, a TFNT
revelou menor eficdcia, com amostras com morfologia severamente alterada (44%; n = 8),
associando-se a maior incidéncia de alteracoes graves e comprometimento da
preservacao morfoldgica. De forma geral, os resultados sugerem que a TFAA é a técnica
mais eficiente na preservacao da morfologia, sequida da TFA, enquanto a TENT apresenta

pior desempenho (Figura17).
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Figura 17. Avaliacao da preservacao da morfologia tecidular em funcao
datécnica de preservagao em estudo. (TFA - Fixagdo em formol-acético; TFNT -

Seccdo a fresco, colheita de fragmentos e, posterior, fixacao em formol neutro tamponado
a10%; TFAA — Fixacdo em formol-acético e posterior inclusao em agar)
Adicionalmente, foi analisada a associacao entre a preservacao da morfologia do tecido
e a qualidade do corte histoldgico, tendo em consideracao a frequéncia de artefactos da
microtomia e processamento (Figura 18). Os resultados demonstram que a qualidade
histoldgica dos cortes depende diretamente da preservacao da morfologia: amostras com
melhor preservacao apresentam menor frequéncia (11% das amostras) ou auséncia (89%
das amostras) de artefactos, confirmando a relagdo entre boa preservagao da morfologia e
a qualidade do corte histoldgico. Por outro lado, amostras com morfologia parcial ou
severamente alterada associam-se a maior frequéncia de artefactos, com artefactos muito

frequentes em 75% das amostras, podendo comprometer o diagndstico.
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Figura 18. Avaliacao da preservacao da morfologia do tecido em funcao
da qualidade do corte histoldgico, considerando a frequéncia de
artefactos da microtomia e do processamento.
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No que serefere aavaliacao dos diferentes graus de preservacao morfoldgicaem funcao
do grau de maceracao, a Figura 19 evidencia a associacao entre ambas as varidveis.
Observa-se que tecidos com preservacao 6tima ocorrem exclusivamente em amostras
sem maceracao (100%). Além disso, tecidos bem ou parcialmente preservados
apresentaram, predominantemente, maceracao moderada (57%) ou ligeira (15%),
sugerindo que niveis intermédios de maceracao ainda permitem manutencao parcial da
morfologia. Por outro lado, amostras com morfologia severamente alterada estiveram
maioritariamente associadas a maceracao ligeira (75%), com alguns casos de maceracao
moderada (25%). Estes resultados sugerem que a progressao da maceracao compromete
a preservacao da morfologia, sendo um fator determinante da integridade histoldgica,
embora outros fatores também possam influenciar este processo.
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Figura 19. Avaliacao do grau de maceracao das amostras em funcao da
preservacao da morfologia do tecido.

Em relacao a avaliagao geral da analise microscdpica de preparacdes histoldgicas
coradas pela coloragao de HE (Tabela 8), numa escala maxima de 54 pontos, observou-se
que a TFAA apresentou a pontuacao média mais elevada (49,50 + 3,27 pontos), associada
aumamenor dispersao e aumintervalo restrito de variacao [44,00-54,00]. A TFA registou
igualmente pontuacdo média elevada (47,50 + 5,09 pontos), embora com maior
variabilidade, ainda que ligeira. Em contrapartida, a TENT evidenciou a pontuacao média
mais baixa (39,28 + 6,18 pontos) e a maior amplitude de valores [30,00-46,00], refletindo
maior heterogeneidade entre as amostras e indicando pior desempenho, enquanto as
técnicas TFAA e TFA, apresentaram resultados superiores.

Para comparar a avaliacao geral da andlise microscdpica das trés técnicas, aplicou-se o
teste de Kruskal-Wallis, que revelou diferencas estatisticamente significativas entre as

trés técnicas de preservacao em estudo (p = 0,017) (Tabela 8).
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Tabela 8. Avaliacao da etapa da andlise microscopica das preparacoes histoldgicas coradas pela
hematoxilina-eosina. Pontuacdes minima e maxima ([minimo, mdximo]) e pontuagao média com respetivo
desvio-padrao (Média + DP), expressas em pontos, e o nivel de significancia pelo teste de Kruskal-Wallis.

Numero de amostras Média + DP Minimo e maximo

Técnica ) ) ) Valorde p
TFA 6 4750+5,09 [39,00;54,00]
TENT 6 39,83+6,18 [30,00; 46,00] 0017
TFAA 6 4950327 [44,00,54,00] '
Total 18 4561+636 [30,00;54]

Legenda: n — Nimero de amostras; TFA — Fixacdo em formol-acético; TFNT — Seccao a fresco em fatias com 0,3-0,5 cm de espessura,
colheita de fragmentos e, posterior, fixagdo em formol neutro tamponado a 10%; TFAA - Fixacdo em formol-acético e posterior inclusdo
em dgar; DP — desvio-padrao; P - pontos. O nivel de significancia do teste de Kruskal-Wallis é p<0,05;H=8,12; df = 2.

Uma andlise das preparacdes histolégicas das amostras submetidas as diferentes
técnicas de preservacao evidencia as principais diferencas entre as técnicas, permitindo a

avaliacao dos seus respetivos desempenhos. A Figura 20 ilustra de forma sintética essa

comparacao, apresentando uma visao geral das amostras submetidas a cada técnica.

Figura 20. Preparacoes histoldgicas de amostras ligeiramente maceradas coradas pela coloracao de
hematoxilina-eosina. A e D. Encéfalo de feto com 41 semanas de |G fixado com formol-acético. Em pequena
ampliacao, observa-se a interface entre as substancias cinzenta e a branca, com boa defini¢ao da arquitetura
e da estrutura celular (Ampliagdo 20X). Em maior ampliacdo, observam-se neurénios com nticleos
arredondados a ovalados assim como células da glia dispostas no neurdpilo e pequenos vasos capilares com
discreto artefacto de retragao (Ampliagao 400X). A morfologia encontra-se bem preservada, sendo possivel
ohservar o detalhe nuclear, com uma hoa definicao da cromatina e dos nucléolos. B e E. Encéfalo de feto com
35 semanas de |G fixado com formol neutro tamponado a 10%. Observa-se cdrtex cerebral e substancia
branca com limites bem definidos e a arquitetura encontra-se bem preservada, apesar das dreas de retracao
dispersas pela substancia cinzenta (Ampliacao 20X). Em maior ampliagao, observam-se neurénios no
neurdpilo, comligeiros artefactos. Apesar disto a morfologia encontra-se globalmente bem preservada, sendo
possivel observar o detalhe nuclear, com uma hoa definigao da cromatina e dos nucléolos (Ampliagao 400X).
C e F. Encéfalo de feto de 22 semanas incluido em agar pds-fixacdao em formol-acético. As diferentes
camadas do cértex e da substancia branca estao bem definidas e a arquitetura encontra-se bem preservada
(Ampliacdo 20X). Em maior ampliacao, observam-se neurdnios em maturagao dispostos no neurdpilo.
Observa-se alguma descoesao, mas a morfologia encontra-se globalmente bem preservada, sendo possivel
observar o detalhe nuclear, com uma boa definicao da cromatina e dos nucléolos (Ampliacao 400X).
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Os resultados da andlise microscdpica confirmaram que as técnicas baseadas em
fixacao com FA apresentaram melhor desempenho, embora a técnica baseada em fixacao
em FNT a10% produza preparacoes vidveis paradiagnadstico. Ainclusao em agar destacou-
se por permitir maior uniformidade nos cortes histoldgicos e reduzir a ocorréncia de
artefactos. Neste contexto, a TFAA apresentou o melhor equilibrio entre preservacao
estrutural, qualidade de coloracdao e menor frequéncia de artefactos, possibilitando clara
diferenciacao entre substancia cinzenta e branca, preservacao da arquitetura e definicao
nuclear adequada. A TFA evidenciou bons resultados, mas inferiores aos da TFAA. Ja a
TENT revelou limitacoes significativas, associadas a maior frequéncia de artefactos e pior
preservacao morfoldgica. Assim, a TFAA demonstrou ser a técnica mais adequada para a

analise microscadpica de preparacoes histoldgicas coradas pela coloracao de HE.

4.2.4. Avaliacao global das técnicas de preservacao em estudo

A avaliagdo global dos 18 casos foi realizada pelo somatdrio das trés etapas em estudo:
0 exame macroscopico, a microtomia e a anadlise microscopica das preparacoes
histoldgicas coradas pela HE. A Tabela 9 evidencia diferencas no desempenho das técnicas
de preservacao de encéfalos fetais e perinatais, expressas em pontos. A TFAA apresentou
a maior pontuagao média (69,00 + 4,52 pontos), refletindo melhor desempenho e menor
variabilidade. A TFA registou valores intermédios (62,00 + 6,07 pontos). Por outro lado, a
TFNT obteve a menor média (50,67 + 6,44 pontos), indicando pior performance. No
conjunto das 18 amostras, amédiafoide 60,56 + 9,46 pontos. Estes resultados evidenciam
diferencas entre as técnicas, com a TFAA consistentemente proxima dos valores maximos
e a TFENT concentrada em valores mais baixos.

Para avaliar a distribuicao dos dados da avaliacao global de cada técnica, aplicou-se o
teste de Kruskal-Wallis, que revelou diferencas estatisticamente significativas (p =

0,00004) (Tabela 9).

36



P.PORTO [

Tabela 9. Avaliacao global das técnicas de preservacao de encéfalos fetais/perinatais humanos em estudo.
Pontuagao maxima e minima ([minimo, mdximo]), pontuacao média com respetivo desvio-padrao (Média +
DP), expressos em pontos, e o nivel de significancia pelo teste de Kruskal-Wallis.

- Numero de amostras Média + DP Minimo e maximo
Técnica Valorde p
(n) (P) (P)
TFA 6 62,00+6,07 [53,00:69,00]
TFNT 6 50,67 +6,44 [40,00.57,00] 000004
TFAA 6 69,00 +4,52 [61,00.75,00] !
Total 18 60,56 +9,46 [40,00.75,00]

Legenda: n — Nimero de amostras; TFA — Fixacdo dos encéfalos fetais/perinatais humanos em formol-acético; TFNT - Seccdo dos
encéfalos fetais/perinatais humanos a fresco em fatias com 0,3-0,5 cm de espessura, colheita de fragmentos e, posterior, fixacdo em
formol neutro tamponado a 10%; TFAA — Fixacdo dos encéfalos fetais/perinatais humanos em formol-acético e posterior inclusdo em
agar; DP — desvio-padrao; P — pontos. O nivel de significancia do teste de Kruskal-Wallis é p< 0,05;H=20,74; df = 2.

Em sintese, a andlise integrada dos resultados gerais indica que as técnicas baseadas na
fixacao em FA sao as melhores, particularmente quando associada a inclusao em dgar, que
revelou o melhor desempenho nas trés etapas avaliadas - exame macroscopico,
microtomia e andlise microscopica de preparacoes histoldgicas coradas pela HE. Estes
dados sustentam a selecao da técnica mais viavel para implementacao na rotina
laboratorial, a TFAA.
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5. Discussao

No presente estudo compararam-se trés técnicas de preservacao de encéfalos
fetais/perinatais humanos, com o objetivo de avaliar o seu desempenho em trés etapas da
rotina histoldgica, nomeadamente no exame macroscopico, na microtomia e na analise
microscépica das preparacdes histoldgicas coradas pela HE.

Este estudo visou averiguar qual das trés técnicas seria a mais adequada para o
diagndstico neuropatoldgico fetal e perinatal com o intuito de implementar a mais eficaz na
rotina do Servico de Anatomia Patoldgica da Unidade Local de Saude de Santa Maria e,
assim, melhorar a qualidade dos servicos prestados na drea da neuropatologia fetal.

As técnicas de preservacao alvo de avaliagao foram: a fixacao em formol-acético (TFA);
seccao dos encéfalos fetais/perinatais humanos a fresco, colheita de fragmentos e sua
fixacdo em formol neutro tamponado a 10% (TFNT); e fixacao em formol-acético sequida
de inclusao em dgar (TFAA). Estas trés abordagens foram escolhidas porque combinam
fixadores com ampla validacao na literatura cientifica e reconhecida aplicabilidade na
prdtica laboratorial (0 FNT a 10% e o FA) com uma estratégia adicional (a inclusao em dgar
apos afixacao).

A consulta de bibliografia na area revelou que embora existam investigacoes que
exploram métodos de preservacao e técnicas de exame macroscopico em neuropatologia,
sao escassos os estudos dedicados a encéfalos fetais/perinatais humanos. (23,103) Os
poucos trabalhos publicados sobre esta tematica apresentam, em geral, caracter histdrico,
descrevendo protocolos dispendiosos ou tecnicamente muito complexos, frequentemente
baseados em fixadores hoje considerados obsoletos ou descontinuados devido a sua
toxicidade e riscos associados, como € o caso de solucoes a base de mercrio ou a solugao
de Zamboni utilizadas por Nicholls (1988) e Bass et al. (1993), respetivamente. (66,68) Em
adicao, estes artigos omitem ou descrevem de forma muito limitada o exame macroscépico
e a seccao subsequente dos encéfalos, impossibilitando a definicao de protocolos
aplicdveis a pratica contemporanea.

Nesta conjuntura, destaca-se a originalidade e relevancia do artigo de van Dijk et al.
(2021), que constitui uma das poucas referéncias atuais verdadeiramente direcionadas a
neuropatologia fetal/perinatal humana. (20) Embora ndo se trate de uma revisao

sistematica, este apresenta uma revisao critica das técnicas disponiveis, acompanhada de

38



descricao detalhada, o que representa um contributo fundamental para a atualizacao e
uniformizacao metodoldgica nesta area.

Relativamente aos resultados do presente estudo, a andlise das caracteristicas das
amostras (idade gestacional, grau de maceracao e desfechos obstétrico/perinatais) sugere
uma associacao entre estas e o desempenho nas fases subsequentes.

No que concerne a idade gestacional, verificou-se que a IG mais elevada e os valores
com maior dispersao se associaram sobretudo as mortes fetais, enquanto as IMG
ocorreram em idades mais precoces, o que é compativel com a literatura. Tal distribuicao
esta de acordo com o enquadramento legal portugués, uma vez que, de acordo coma Lein.2
16/2007, aIMG é permitida até as 24 semanas em casos de malformacdo congénita grave
ou doenca fetal incurdvel, sendo permitida em qualquer idade gestacional quando existe
risco vital para a mae ou inviabilidade fetal. (104) Estes limites justificam que a maioria das
IMG se concentre em idades gestacionais mais baixas, ao passo que as mortes fetais
ocorrem frequentemente em idades mais avancadas.

Relativamente a maceracao, esta mostrou-se moderada nas IMG, o que é coerente com
o facto de nestas situacoes o intervalo entre a morte do feto e a expulsao ser geralmente
mais curto, dado o contexto clinico programado. Contrariamente, nos casos de morte fetal,
o grau de maceracao é variavel, o que é compativel com o descrito por Gold et al. (2014), que
também destaca o facto desta varidvel depender de mdiltiplos fatores. (42) Em contraste, a
maceracao foi ausente nas mortes neonatais, como esperado, dado que o 6hito ocorreufora
do ambiente intrauterino, nao havendo exposicao ao liquido amnidtico e as condi¢oes que
desencadeiam a maceracao. (38)

A diversidade observada entre as amostras confirma a heterogeneidade das amostras
e evidencia a influéncia das circunstancias do 6bito na integridade do encéfalo, refletindo a
variahilidade dos casos analisados. Este enquadramento reforca a necessidade de técnicas
de preservacao robustas e versateis, capazes de preservar a qualidade em contextos
muitos distintos e de serem adaptdveis a diferentes condi¢oes, dado que na pratica
laboratorial se analisam rotineiramente amostras de diferentes IG, com graus de
maceracao muito distintos e provenientes de diversos desfechos obstétricos/perinatais.
De igual forma, os dados refletem que a eficdcia das técnicas de preservacao deve ser
interpretada, tendo em conta a condicao inicial do tecido, destacando a importancia de

considerar a natureza da amostra na escolha e otimizacao dos protocolos laboratoriais.
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Relativamente ao exame macroscoépico e tendo em conta os resultados obtidos,
verificou-se uma tendéncia para considerar que as técnicas baseadas em fixagcao com FA,
designadamente TFA e TFAA, apresentaram desempenho superior. Em contraste, na
TFNT, técnica cujo exame macroscopico foi realizado a fresco, as amostras apresentaram
resultados insatisfatdrios, com dificuldade na seccao, na identificacao das estruturas
cerebrais e na manipulacao das fatias devido a friabilidade. Estes achados estao em
consonancia com Nardi et al. (2023) que enfatiza a necessidade de fixacao adequada para
garantir uma avaliagao macroscdpica fiavel. (80)

Por outro lado, a utilizacao do dcido acético conferiu maior consisténcia aos encéfalos,
facilitando a sua manipulacao, a seccao e a colheita de fragmentos. (72,105) Para além
disso, o FA apresenta, em comparacao com o FNT a 10%, menor osmolaridade e pH mais
acido, o que favorece a precipitacao de proteinas em tecidos com elevado conteudo hidrico,
caracteristica tipica dos encéfalos fetais e perinatais humanos. (106) Estas propriedades
também promovem a penetracao do fixador, resultando numa preservacao mais rapida,
eficaz e uniforme, sem provocar desidratacdo excessiva das amostras. (72,107,108)

Tal como previamente descrito por Herbert et al. (1961), primeiro autor a reportar a
utilizacao de dgar como meio de inclusao pds-fixacao para orientacao de bidpsias, o
presente estudo confirma que o agar preserva a integridade das amostras. Neste trabalho,
optou-se pela utilizacao de uma solucao de agar a 2%, uma vez que se considerou que a
esta concentracao apresenta a melhor relacao entre a consisténcia e a transparéncia, dado
que a opacidade do dgar dificulta a visualizacao da amostra e, por conseguinte, a precisao
das secc¢oes. Realca-se ainda que pode ser utilizado qualquer tipo de dgar, ainda que a
transparéncia do mesmo varie.

De referir que, devido ao dgar ser inerte, ndao é necessdria a sua remocao antes do
processamento, inclusao, microtomia ou coloracgao, pois este nao compromete nenhuma
das etapas. (20) De forma semelhante ao descrito por van Dijk et al. (2021), verificou-se que
o0 dgar é anfdfilo, o que significa que cora com corantes dcidos e hdsicos, nao condicionado
a coloracao de HE. (20)

Além destes achados, este estudo revelou que a técnica de inclusao em agar apds a
fixacao em FA é inovadora e vantajosa para o exame macroscaopico. Ao fornecer suporte

estrutural durante a seccao, reduz significativamente o tempo de dissec¢ao e favorece a

uniformizacao da espessura das fatias (entre 0,3 a 0,5 cm), possibilitando uma avaliagao
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macroscépica detalhada, dado que aumenta a superficie de corte. Da mesma forma,
preserva as relagoes espaciais e minimiza a fragmentacao durante o exame macroscépico,
a manipulacao das fatias, a colheita de fragmentos e posterior transferéncia dos mesmos
para as cassetes histoldgicas.

Estudos recentes confirmam que a maceracao reduz significativamente o rendimento
diagnéstico da autdpsia fetal/perinatal, sobretudo no exame neuropatoldgico, e
recomendam o recurso a técnicas complementares como a ressonancia magnética post
mortem em fetos com maceracao avancada, dado que os exames imagioldgicos
conseguem identificar alteragcdes anatémicas que se perdem na avaliagao macroscopica
deste tipo de encéfalos. (40,41) Estes dados corroboram, em parte, os resultados obtidos,
que mostram que as amostras com graus mais avancados de maceracao se associaram a
pontuacao mais baixas no exame macroscopico. Todavia, verificou-se que, apesar da TFAA
ter sido aplicada em mais amostras com grau de maceracdao moderado, esta apresentou um
desempenho notavel em todos os parametros avaliados, inclusive na manutencao da
integridade dos encéfalos com consisténcia reduzida. A inclusao em agar conferiu suporte
fisico ao tecido, facilitando a obtencao de seccoes representativas em encéfalos friaveis e
macerados. Este achado é particularmente relevante, pois demonstra que, embora a
condicao inicial do tecido seja um fator limitante, a escolha da técnica de preservacgao
robusta pode atenuar de forma significativa esses constrangimentos, garantindo
resultados diagndsticos fidveis em situacoes adversas. Posto isto, estes resultados
reforcam que ainclusao em agar apos a fixacao em FA revelou ser a abordagem mais eficaz
para o exame macroscopico e seccao de encéfalos fetais e perinatais humanos o que vai ao
encontro do descrito por Van Dijk et al.. (20)

No presente estudo constatou-se que a TFAA facilita, ainda, a inclusao em parafina, pois
a amostra pode ser transferida para o molde de inclusao segurando no dgar e pode ser
exercida mais pressao na inclusao, dado que o fragmento se encontra num suporte (a
pressao é feita de forma uniforme e distribuida), o que faz com que a superficie de corte do
fragmento fique toda no mesmo plano e, desta forma, exija um menor deshaste na etapade
microtomia.

No que concerne a microtomia, etapa particularmente exigente neste tipo de amostras,
os resultados evidenciam que as amostras fixadas em FA apresentam desempenho

superior as fixadas em FNT a10%, corroborando os dados obtidos no exame macroscépico.
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A anadlise sugere que a TFAA, em particular, facilita a microtomia, na medida que permite
com facilidade a formacao de fitas de corte. Para além disso, apresenta uma facilidade de
extensao no banho histoldgico e permite a obtencao de cortes histoldgicos uniformes e de
elevada qualidade. Assim, a TFAA destacou-se, tanto no exame macroscadpico, quanto na
microtomia.

Relativamente a analise microscdpica de preparacoes histoldgicas coradas pela HE,
importa salientar que a avaliacao foi realizada “as cegas”, de forma areduzir a subjetividade
dos observadores, utilizando tabelas numéricas com os diferentes critérios a avaliar. Em
relacao a coloracao de HE, as técnicas que envolviam a fixacao em FA, demonstraram, de
forma consistente, melhores resultados refletindo maior uniformidade na coloracao e
preservacao da morfologia. Por outro lado, observou-se que a inclusao em agar pds-
fixacao em FA é eficaz na preservacao das caracteristicas histoldgicas, apresentando
melhores resultados na coloracao geral, bem como na eosina, na hematoxilina e na
avaliacao geral da coloragao, apesar de apresentar alguns artefactos da microtomia e do
processamento, que refletem a sensibilidade deste tipo de amostras. Contrariamente, a
TFENT, revelou maior variabilidade, com amostras em ambos os extremos dos diferentes
parametros avaliados. Esta técnica esteve associada a maior frequéncia de artefactos e a
preservacao morfoldgica comprometida, alinhando-se com Bancroft et al. (2012), que
destaca a dificuldade em obter cortes histoldgicos consistentes em tecidos subfixados,
devido a friabilidade e alteracdes post mortem. (72) Adicionalmente, evidenciaram-se
achados compativeis com o descrito em revisdes da literatura, como por exemplo a
penetracdo limitada do FNT a 10% neste tipo de tecido, resultando numa fixacao
incompleta, autdlise e consequente perda da integridade com fragmentacao dos encéfalos.
(80,109) Além disso, 0 FNT a10% provoca retracao, o que resultou na deformacao e colapso
do parénquima cerebral, observacao confirmada no presente estudo. (110)

Tal como descrito por Shelmerdine et al. (2020), tambhém no presente estudo, niveis
mais elevados de maceracgao estao associados a um aumento da frequéncia de artefactos
e alteracdes na preservacao da morfologia. (111) No entanto, algumas amostras com graus
de maceracao avancados estavam mais bem preservadas do que o expectavel, podendo
fornecer informacdes diagndsticas uteis. Estes achados refletem a complexidade do

processo de maceracao, o que coincide com o descrito por Gold et al. (2014). (42)
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Apesar de nao terem sido realizadas técnicas complementares no nosso estudo, Yan et
al. (2007) e Ridolfi et al. (2019) descreveram que o dgar tem como vantagem a preservacao
das propriedades cito e histoquimicas e da imunorreatividade. (89,112) Posto isto, o
principal desafio podera residir no fixador utilizado.

A nivel da compatibilidade dos fixadores com a realizacao de imuno-histoquimica, a
maioria dos protocolos esta otimizado para o FNT a 10%, sendo apenas necessario fazer
uma recuperacao antigénica, uma vez que, o crossliking mascara os epitopos. (71,113) No
que concerne a técnicas de hiologia molecular, apesar do FNT a 10% possibilitar estudos
desta indole, cria ligacGes irreversiveis por formacao de reacoes cruzadas levando a
fragmentacao dos nucleétidos. (72,105) Portanto, extrair ADN/ARN de amostras fixadas
em FNT a 10% é um desafio, visto que trabalhamos com fragmentos menores,
necessitando de kits com caracteristicas particulares. Quanto maior for o periodo de fixacao
(superior a 48-72 horas), piores os resultados obtidos. (83,114) J& o FA pode desnaturar os
antigénios através do excesso de coagulacdo, tornando a recuperacao antigénica menos
eficaz, exigindo tempos de fixacao mais curtos (maximo 24 horas). (82) Para além do mais,
degrada ainda mais o ADN/ARN do que o FNT a 10%, pois fa-lo através das reagdes
cruzadas e da coagulacao, dificultando estudos de biologia molecular, visto que condiciona
a integridade dos dcidos nucleicos. (71) Também o pH acido pode causar degradacao dos
acidos nucleicos. (84)

A nivel de técnicas histoquimicas, o impacto dos fixadores FNT a 10% e FA é variavel,
dependendo da coloracao em causa. Tendo em conta que o protocolo que seguimos implica
20 dias de fixacao em FA, a realizacao de técnicas complementares como a imuno-
histoquimica e biologia molecular, neste tipo de amostra, fica amplamente comprometida.
No entanto, na pratica didria raramente € necessdria a realizacao de técnicas
complementares em encéfalos fetais e perinatais humanos.

Para contornar estas limitacoes, sugere-se o estudo de fixadores alternativos, como a
formalina-zinco ou o glioxal, conforme recomendam artigos recentes. (115,116) Embora
ainda nao existam trabalhos publicados sobre o uso de formalina-zinco na neuropatologia,
nem evidéncias sobre a aplicacdo do glioxal em encéfalos fetais/perinatais, estas
abordagens surgem como opg¢oes promissoras.

A nivel de limitacoes metodoldgicas identificadas na TFAA, devem considerar-se os

custos adicionais (ainda que reduzidos), o acréscimo de etapas nos protocolos e a
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necessidade de formacao técnica. Estas limitacées nao anulam a utilidade pratica da sua
realizacao, mas sublinham a importancia da otimizacao para maior eficiéncia dos fluxos de
trabalho e tempos de resposta mais rdpidos e a necessidade de formacao continua.

Assim, apesar de todas as técnicas permitirem a obtencao de preparacoes histoldgicas
vidveis, a nossa analise qualitativa e quantitativa evidencia que a inclusao em agar pés-
fixacao em FA podera mudar o paradigma na area pois facilita significativamente o exame
macroscopico, a microtomia e a andlise microscopica de preparacoes histoldgicas coradas
pela HE. Esta apresenta vantagens como a facilidade de execucao e a reprodutibilidade
interoperador. Além disso, acarreta custos monetdrios reduzidos, nao exige muitos
recursos humanos e materiais, permite a padronizacao do procedimento e, principalmente,
a manutencao da integridade dos fragmentos durante as diversas etapas. Adicionalmente,
a TFAA é a unica metodologia que permite manter a orientacao das fatias de encéfalo,
preservando a sua disposicao original, o que é crucial caso seja necessario colher
fragmentos adicionais. Ademais, apesar da inclusao em agar exigir um tempo extra de 15
minutos de preparacao, com cerca de 2 horas de espera, este investimento é compativel
com as exigéncias da rotina laboratorial e os tempos de resposta para diagndstico em
Anatomia Patoldgica. Posto isto, propde-se a implementacao da técnica de inclusao em
agar apos a fixacao em formol-acético para o exame macroscaopico de encéfalos fetais e

perinatais humanos.

5.1. Limitacoes do estudo e perspetivas futuras

Neste estudo, identificaram-se diversos efeitos confundidores que deverao ser
eliminados em investigacdes futuras. Em primeiro lugar, o tamanho reduzido da amostra e
a impossibilidade de submeter o mesmo encéfalo as trés técnicas em estudo restringiram
a generalizacdo dos resultados, reforcando a necessidade de aumentar substancialmente
o tamanho da amostra.

Para além disto, a variacao das idades gestacionais, dos graus de maceracao e do
desfecho obstétrico/perinatal dos encéfalos avaliados pode ter influenciado a
interpretacao dos resultados, motivo pelo qual se propde, em estudos futuros, a selecao
rigorosa de encéfalos com idades gestacionais e graus de maceracao uniformes,

possibilitando a formacao de grupos equiparaveis.
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Destaca-se também o facto da colheita de fragmentos ter sido efetuada para cassetes
histoldgicas padrao e/ou megacassetes. Os fragmentos colhidos para megacassetes
exigem um tempo de processamento superior, sendo necessarios mais estudos para
verificar se existem alteracdes associadas a este fator, contudo os resultados obtidos
foram promissores.

Pretende-se ainda continuar o estudo com a realizacao da técnica de inclusao em agar
pos-fixacao em FA em encéfalos com patologia do SNC, a realizacao de perfusao
interventricular com dgar em casos de ventriculomegalias e/ou quistos, bem como a
investigacao da aplicabilidade de técnicas de histoquimica, imuno-histoquimica e biologia
molecular em encéfalos preservados com recurso a esta técnica.

Pelo exposto, propGe-se a elaboracao de um protocolo a partir do presente estudo e a
realizacao de um estudo inter-hospitalar com esse protocolo, de forma a este ser avaliado
em diferentes contextos, considerando niveis de recursos e nimero de amostras distintos.
Desta forma, com o feedback das outras instituicoes podera ser possivel efetuar um
protocolo padronizado. A adocao de protocolos padronizados beneficia nao sé a formacao
de profissionais, como a qualidade do diagndstico, para além de permitir a criacao de redes

colaborativas e promover o desenvolvimento de iniciativas multicéntricas.
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6. Conclusao

A preservacao dos encéfalos fetais e perinatais humanos é crucial para estudos post
mortem, sobretudo no ambito do diagndstico anatomopatoldgico, visto que o exame
neuropatoldgico continua a ser uma ferramenta indispensdvel no controlo de qualidade e
na avaliacao da acuidade do diagndstico pré-natal. Tendo em conta que 0s processos
naturais de maceracado e autdlise podem comprometer significativamente a integridade dos
tecidos, a fixacao torna-se uma etapa indispensavel.

Adicionalmente, o desenvolvimento do SNC é marcado pela fragilidade, que reflete um
elevado conteudo hidrico, quantidade reduzida de mielina e suscetibilidade a eventos
hipdxico-isquémicos. Posto isto, sao necessarios métodos de preservacao robustos,
especialmente em contextos desafiadores como a presenca de maceracao, intervalos
prolongados entre a morte e a realizacao da autdpsia/exame neuropatoldgico e encéfalos
de tamanho reduzido/idades gestacionais precoces e/ou afetados por anomalias
congeénitas.

Embora todas as técnicas permitam a obtencao de preparacoes histoldgicas vidveis, o
presente estudo mostra que a inclusao em dgar apos a fixacao em FA constitui a melhor
abordagem para o exame macroscaopico de encéfalos fetais e perinatais humanos, pois
facilita esta etapa, permitindo a realizacao de secc6es representativas e de qualidade.

A TFAA facilita a preservacao do encéfalo durante o exame macroscadpico, sec¢ao e
colheita de fragmentos, mas também facilita toda a rotina histoldgica subsequente,
exigindo um tempo adicional de 15 minutos de preparacao e um intervalo de espera de
aproximadamente 2 horas. Entre as suas vantagens destacam-se a facilidade de execucao
e reprodutibilidade interoperador, custos monetdrios reduzidos, nao exigir muitos recursos
humanos e materiais e permitir a padronizacao do procedimento. Além disso, verifica-se
que a inclusao em dgar é a unica técnica que permite manter a orientacao das fatias dos
encéfalos fetais/perinatais humanos, preservando a sua disposicao original, facilitando a
colheita de fragmentos adicionais, se necessario.

Dado os resultados promissores, e ainda que sejam necessdrios estudos adicionais, esta
técnica ja foiimplementada no Servico de Anatomia Patoldgica da Unidade Local de Satde
de Santa Maria, tendo sido aplicada, até a data, a cerca de 80 encéfalos fetais e perinatais

humanos. Considerando que nesta instituicao se realizam, em média, cerca de 140 exames

46



- EscoLa
seanor (8
deste tipo por ano, a adocao desta técnica revelou-se particularmente vantajosa, por ser
uma solucao tempo-efetiva, econdmica e reprodutivel, sem comprometer os exames
macro e microscopico.
O presente estudo é um ponto de partida robusto para a implementacao desta técnica
por outras instituicdes, visando a elaboracao de um protocolo que padronize os

procedimentos laboratoriais no ambito da neuropatologia fetal.
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