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Resumo

O trabalho do patologista tem como objetivo a realizagdo do diagnéstico de uma doenga (patologia) através da analise
de fragmentos de tecido ou 6rgéo retirados por procedimentos de bidpsia ou cirurgia. Trabalho este que € dificultado
pela frequente aparicdo de artefatos durante a interpretacdo de lIaminas histoldgicas, que muitas vezes podem levar ao
erro de diagnostico da doenca investigada. Desta forma, foi realizada uma revisdo integrativa, norteada pela pergunta
“O que ha na literatura referente a formagao, interpretago e prevencao do surgimento de artefatos?”. A coleta de dados
foi realizada em 12 de agosto de 2021, nos portais Biblioteca Virtual em Saude (LILACS e Medline) e National Center
for Biotechnology Information (Pubmed). Ao todo 26 artigos foram selecionados. Identificou-se que a origem de
artefatos pode ocorrer nas mais diversas etapas durante o processo de confeccdo de Iaminas. Desta forma, foram
apresentados multiplos cenérios onde hé a possibilidade de incorporagdo de artefatos nas Iaminas, tais como: durante a
colheita das amostras, fixacdo dos tecidos, preparagdo dos blocos, coloracdo dos tecidos, armazenamento das amostras
assim como contaminacdo da lamina durante o seu processo de montagem. Assim, facilitando o reconhecimento de
artefatos durante a leitura de laminas histoldgicas, evitando possiveis erros diagnosticos.

Palavras-chave: Artefatos; Histologia; Patologia; Laminas.

Abstract
The pathologist's work aims to diagnose a disease (pathology) through the analysis of tissue or organ fragments removed

by biopsy procedures or surgery. This work is hampered by the frequent appearance of artifacts during the interpretation
of histological slides, which can often lead to misdiagnosis of the investigated disease. Thus, an integrative review was
carried out, guided by the question “What is there in the literature regarding the formation, interpretation and prevention
of the appearance of artifacts?”. Data collection was performed on August 12, 2021, at the Virtual Health Library
(LILACS and Medline) and National Center for Biotechnology Information (Pubmed) portals. A total of 26 articles
were selected, where it was identified that the origin of artifacts can occur in the most diverse stages during the process
of making histological slides. Therefore, it was shown that several are the steps that can lead in incorporating artifacts
in the slides, such as: during the collection of the previous ones, tissue correction, preparation of blocks, tissue coloring,
storage of the before as well as contamination of the slide during its process of assembly. Thus, facilitating the
recognition of artifacts when reading histological slides, avoiding possible diagnostic errors.

Keywords: Artifacts; Histology; Pathology; Slides.

Resumen
El trabajo del patélogo tiene como objetivo diagnosticar una enfermedad (patologia) mediante el andlisis de fragmentos

de tejidos u érganos extraidos mediante procedimientos de biopsia o cirugia. Este trabajo se ve obstaculizado por la
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aparicion frecuente de artefactos durante la interpretacion de los portaobjetos histolégicos, que a menudo pueden
conducir a un diagnostico erréneo de la enfermedad investigada. Asi, se realiz6 una revision integradora, guiada por la
pregunta “;Qué hay en la literatura sobre la formacion, interpretacion y prevencion de la aparicion de artefactos?”. La
recoleccion de datos se realizo el 12 de agosto de 2021 en los portales de la Biblioteca Virtual en Salud (LILACS y
Medline) y del Centro Nacional de Informacion Biotecnol6gica (Pubmed). Se seleccionaron un total de 26 articulos,
donde se identificé que el origen de los artefactos puede darse en las mas diversas etapas durante el proceso de
elaboracion de los portaobjetos histoldgicos. Por lo tanto, se demostré que varios son los pasos que pueden conducir a
la incorporacion de artefactos en los portaobjetos, tales como: durante la recoleccién de los anteriores, correccion de
tejidos, preparacion de bloques, coloracion de tejidos, almacenamiento del antes asi como contaminacién de la
diapositiva durante su proceso de montaje. Asi, facilitando el reconocimiento de artefactos al leer los portaobjetos
histolégicos, evitando posibles errores diagnosticos.

Palabras clave: Artefactos; Histologia; Patologia; Laminas.

1. Introducéo

Nos diferentes cursos da area médica a patologia compreende a ciéncia voltada ao estudo e entendimento dos
mecanismos que originam lesdes e doengas, assim como ao reconhecimento macroscépico e microscdpico das mesmas (Klatt e
colab., 2010). Para isso, sdo utilizados inGmeros métodos, dentre os quais destaca-se a andlise histopatoldgica, que consiste na
anélise sistematica de fragmentos de tecidos colhidos de seres vivos, por meio de procedimentos de bidpsia, ou mortos, obtidos
durante 0 exame necroscopico.

Durante a andlise histopatologica o procedimento mais utilizado é a microscopia éptica (microscopia de luz), em que a
imagem ¢é originada a partir de raios luminosos de um feixe de luz que atravessa uma estrutura. Para a producdo de Iaminas a
serem analisadas ha quatro passos bem definidos: coleta (coleta-se amostra tecidual de algum organismo), fixag&o (a amostra é
embebida em liquido fixador), inclusdo (apds fixada, a amostra € imersa em parafina, facilitando sua seccdo com micrétomo) e
coloracdo (nessa etapa, a amostra € corada) (Correia, L.L, 2021).

Desta forma, o diagndstico preciso de varias lesdes ao microscopio requer a preparacdo de cortes de tecido, geralmente
corados, que representam o mais proximo possivel suas estruturas em vida. Assim como a preparacao de sec¢Ges de alta qualidade
requer habilidade e experiéncia no campo da disciplina de laboratério. Porém, na maioria das vezes, os patologistas encontram
laminas que sdo fixadas ou manuseadas incorretamente durante o processamento do tecido, resultando em alterac6es nos detalhes
do teste. Tais altera¢des encontradas no tecido durante a interpretagdo de laminas histologicas sdo denominadas de “artefatos” e
costumam ser uma das principais causas de erros de diagnostico (Seoane, 2004).

Um artefato pode ser definido como uma estrutura artificial ou alteracdo de tecido em uma lamina microscépica
preparada como resultado de um fator estranho (Chatterjee, 2014). Em geral, os artefatos originados nas laminas histolégicas
estdo relacionados com imperfei¢bes na execucdo da metodologia, equipamentos mal calibrados, ou ainda em relagdo aos
reagentes utilizados durante o processamento (Ross, 2016).

Neste contexto, o presente artigo tem como objetivo realizar um levantamento cientifico referente a obras que apontam

para identificacdo de artefatos durante o procedimento de leitura e interpretacdo de laminas histolégicas.

2. Metodologia

Trata-se de uma revisdo integrativa da literatura, contemplando 6 etapas: (1) formulacdo de uma questdo de pesquisa, (2)
estabelecimento de critérios para inclusdo e exclusdo de estudos/ amostragem ou busca na literatura; (3) definicdo das
informagdes a serem extraidas dos estudos selecionados/ categorizacdo dos estudos; (4) avaliacdo dos estudos incluidos na

revisao integrativa, (5) interpretacdo dos resultados; (6) apresentacdo da revisao.
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A questdo norteadora do estudo foi: “O que ha na literatura referente a formacao, interpretacdo e prevencdo do surgimento de
artefatos?”. Os critérios de inclusdo considerados foram: estudos primarios ou de reviséo, publicados entre janeiro de 2015 e
agosto de 2021, nos idiomas inglés e portugués, gratuitos e com texto completo, que contemplem a pergunta da norteadora da
pesquisa. Foram excluidos artigos duplicados, cartas, resumos, livros e dossiés.

A busca na literatura ocorreu no periodo de marco de 2021 a agosto de 2021. Foram utilizados o Portal de Periédicos da
Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES), fazendo busca por assunto e acesso remoto Acesso
remoto via café (acessos institucional); a Biblioteca Virtual em Saude do Brasil (BVS) e a National Center for Biotechnology
Information Search database (NCBI), selecionando-se as seguintes bases de dados: Scientific Electronic Library Online (Scielo),
Literatura Latino-Americana e do Caribe em Ciéncias da satde (LILACS) e a Medical Literature Analysis and Retrievel System
Online (Medline). As estratégias de busca utilizadas consideram os descritores do DeCS (Descritores em Ciéncias da Saude) e
do MeSH (Medical Subject Headings) — “Artefatos/Artifacts”, “Histopatoldgico/ Histopathology™, “Citologia/ Cell Biology”,

“Histologia” / Histology, “Patologia/ Pathology”, “Troubleshooting” e “Laminas/ Lamins”, estando ilustrados no Quadro 1.

Quadro 1 - Expressdes de busca utilizadas nas bases de dados online.

Portal Base de dados Expressao de Busca Resultado
LILACS (artefato) AN.D (histologia) OR (citologia) OR (patologia) AND 37
(year_cluster:[2015 TO 2021])
Primeira expressdo/busca:
Biblioteca Virtual (artefato) AND (histologia) OR (citologia) OR (patologia) AND (year_cluster: 5
em Saude do [2015 TO 2021])

Ministério da Saude MEDLINE ) .
Segunda expressdo/busca:
(artifacts) AND (troubleshooting) AND (mh:(histopathology)) OR 29
(mh:(histology)) AND ( db:("MEDLINE™)) AND (year_cluster:[2015 TO
2021])
Primeira expressao/busca: 74

“(artifact OR artifacts OR artefact OR artefacts) AND (histolog* OR cytolog*
OR patolog*) AND (slides OR lamins)”,

National Center for
Biotechnology PubMed
Information (NCBI)

Segunda expressdo/busca

“(((((artifact"[ Title/Abstract] OR "artifacts"[Title/Abstract] OR
"artefact"[Title/Abstract] OR "artefacts"[Title/Abstract]) AND
"review"[Title/Abstract] AND "histopathology"[Title/Abstract]) OR
"cytological"[Title/Abstract] OR "histology"[Title/Abstract] OR
"histological"[ Title/Abstract]) AND (stain)) AND (slide)) AND (preparation)”. | 153

Fonte: Autores.

A primeira selecdo dos estudos foi feita com base na leitura de titulos e resumos, para a identificacdo de trabalhos com
potencial de atender aos critérios de inclusdo. Nessa etapa, dois revisores eliminaram os artigos que nao atendiam aos critérios
de inclusdo. A leitura dos textos na integra foi necesséria quando o titulo e o resumo néo foram capazes de elucidar a pertinéncia
do estudo para a questdo norteadora. Num segundo momento, 0s revisores leram na integra os artigos pré-selecionados, aplicando
novamente os critérios de inclusdo e exclusdo. No caso de ndo ocorrer acordo entre os dois revisores, um terceiro revisor era
acionado.

Com relagéo a categorizagdo dos estudos, foram definidos os seguintes dados a serem extraidos dos estudos selecionados:
identificacdo do artigo (autores, periddico, ano titulo); objetivos do estudo; tipo do estudo/ nivel de evidéncia do estudo;
procedimentos metodolégicos; técnica de analise dos dados, resultados/conclusdes. A representacdo deste processo esta ilustrada
na Figura 1.
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Referente aos artigos que atenderam os critérios de inclusdo, foi feita analise e posterior sintese utilizando um formulério

com 0s seguintes tépicos: identificacdo do artigo; autor(es); objetivos do estudo; procedimentos metodolégicos; técnica de

analise dos dados, resultados e conclusoes.

Figura 1 - Fluxograma da selecdo dos estudos primarios incluidos na reviséo integrativa de acordo com os sitios eletronicos.

Identificagao

Elegibilidade Triagem

Inclusdo

Bases de dados (n=3)

National Center for Biotechnology

Information (NCBI)

Pubmed (n=227)

Artigos identificados apds pesquisa

LILACS (n=37)

Biblioteca Virtual em Saude
(BVS)

nos bancos de dados
(n=288)

MEDLINE (n=24)

Artigos apds remocdo de duplicatas
(n=274)

Artigos ap6s filtragem através da

leitura dos resumos
(n=27)

Artigos incluidos na pesquisa

(n=26)

Artigos removidos através

de anilise de titulo e

resumo
(n=247)

Artigos removidos por ndo

ter relagdo com o assunto

(n=1)

Fonte: Autores, com base no Prisma (Selguk, 2019).

3. Resultados e Discussao

Ao todo foram selecionados 26 artigos, que estdo organizados no Quadro 2. Destes, 1 (3,8%) é estudo de nivel de
evidéncia 2B, 9 (34,61%) sdo estudos de nivel de evidéncia 3A, 1 (3,8%) é estudo de nivel de evidéncia 4 e 15 (57,69%) séo

estudos de nivel de 5.

Quadro 2 - Dados dos artigos incluidos na revisdo integrativa.

Artigos Objetivo(s) Tipo de Nivel Técnica de anélise | Resultados e Conclusdes
estudo de de dados
Evidén
cia

1.Marsch, A F et al
Dermatopathologist’s Gu_lde Guia p_ratlco_ sgmbr_e as Anticorpos  demonstram ter 3
to Troubleshooting | metodologias disponiveis para . x < Lo .

. - - - - Revisdo padrdes principais de recuperagéo
Immunohistochemistry  Part | imunohistoquimica, os problemas . " 3A N/A . ] -

sistematica do epitopo induzida por calor

1: Methods and Pitfalls. The
American Journal of
Dermatopathology. (2015)

mais comuns de cada técnica,
assim como suas solugdes.

influenciada pelo pH



http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v10i15.23034
http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v10i15.23034

Research, Society and Development, v. 10, n. 15, e417101523034, 2021
(CC BY 4.0) | ISSN 2525-3409 | DOI: http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v10i15.23034

2. Pantanowitz, L et al. A
Digital Pathology Solution to

Demonstrar a viabilidade de usar
uma ferramenta de busca de

Houve uma probabilidade muito
alta de encontrar uma

Resolve the Tissue Floater | imagens para resolver artefatos | Experimental 5 Ferramenta de busca | correspondéncia correta do tumor
Conundrum. Arch Pathol Lab | gerados através da contaminagdo de imagens para o tecido consultado ao
Med (2021). cruzada de tecidos. pesquisar o banco de dados digital
3. Petrak, L J & Waters, JC. | Construcdo de um guia préatico Ha& uma série de etapas simples que
A Practical guide to | sobre cuidados acerca do - um gerente de microscopio pode
- . s N Revisdo . .
microscope care and | microscopio com énfase na . " 3A N/A realizar  para  aprimorar 0
: . T ~ sistematica
maintenance. Methods in Cell | prevencdo, identificacéo e solugéo desempenho e aumentar a
Biology (2014). de problemas comuns. longevidade de seu microscépio.
Cronograma de
processamento
4. Jali, PK et al. A rapid . - sugerido pelos
. - Avaliar a eficécia de uma nova .
manual processing technique x autores com pré- . . .
LY programagdo de processamento Nenhuma diferenca estatistica foi
for resource-limited small | 7, Estudo processamento .
. rapido, comparando-a com duas - 5 encontrada entre as metodologias
laboratories. Journal of Oral ~ experimental noturno em 60% de
- - programacgdes de processamento . . b~ comparadas.
and Maxillofacial Pathology. ranido existentes alcool isopropilico
(2015) P ' seguido por 8h
programagcao de
processamento
realizar uma revisdo sobre o0s -
5. Taqgi, S Aetal. Areview of | artefatos comumente encontrados Artefato_s de tecido podem ser
B : ; - x - introduzidos na amostra de tecido
artifacts in histopathology. | durante a interpretagdo de uma Revisdo .
. ! A P . o . . 3A N/A durante qualquer uma das muitas
Journal of Maxilofacial | Iamina e auxiliar na diferenciagéo sistematica A .
etapas através das quais uma
Pathology. (2018) de um artefato e um componente .
- amostra é processada.
do tecido.
Novo algoritmo de
. deconvolugéo
6. Zheng, Y et aI._Adaptlve adaptativa de cores | O modelo proposto pode ser
color  deconvolution  for . . « - . ;
- . Desenvolver métodos eficazes de para separago de utilizado de forma eficiente e é
histological WSI o Estudo -
0 normalizagdo de cores para - 5 manchas e eficaz para  melhorar o
normalization. Comput | . HP L experimental ok .
A imagens histoldgicas digitais. normalizagéo de cor | desempenho do reconhecimento
Methods Pragrams Biomed. . . N
de imagens de de imagens de cancer.
(2019) A
laminas coradas com
hematoxilina-eosina
Revisar todos os aspectos das 16 d |
reparacOes de toque, incluindo Alem € seu valor com
7. Satturwar, S et al. An P N PSR interpretacdes diagndsticas
- sua utilidade clinica, técnicas Lo 2
update on touch preparations N - imediatas e estudos auxiliares, as
S adequadas de preparacdo de Revisdo ~ B}
of small biopsies. Journal of | /. - . e 3A N/A preparaces através do toque
. : laminas, caracteristicas sistematica PR :
the American Society of | . - - também sdo valiosas em estudos
. citomorfoldgicas distintas, ) .
Citopathology. (2020) A de pesquisa, testes clinicos e
limitacbes e  artefatos em -
A biobancos.
potenciall.
8. Johnson, K A & Hagen, G
M. Atrtifact-free whole-slide : ;
- - . . . . - Imagens de microscopia de
imaging  with  structured | Demonstrar como a microscopia Microscopia de S
- LY - SO Estudo IO iluminacdo estruturada produzem
illumination microscopy and | de iluminacéo estruturada produz - 5 iluminagéo P
- ? - experimental resultados que podem ser Uteis
Bayesian image | imagens sem artefatos. estruturada - o -
. . - para histologia intraoperatoria
reconstruction. Gigascience.
(2020)
9. Yagi, Y etal. Development
9f a dqtabase system and Relatar uma experiéncia com a Desenvolvimento de | Este  sistema de  prototipo
image viewer to assistin the x ;
- . .~ | producéo de bancos de dados que um sistema de banco | demonstrou ser uma grande
correlation of histopathologic . x Relato de . >
SR podem permitir uma navegagéo o 5 de dados e promessa para a integracdo de
features and digital image e experiéncia Lo LT
. . - mais eficiente. visualizador de estudos em patologia digital e
analysis with clinical and . .
. imagens patologia molecular.
molecular genetic
information. Pathology
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International. (2016)

10. Zaorsky, N G et al.
Differentiating

Lymphovascular Invasion
from Retraction Artifact on

Relatar uma revisdo sobre

Artigo de

ColoragBes multiplas devem ser

Histological Specimen of | artefatos que mimetizam a invasdo S« 5 N/A recomendadas para o diagnéstico
. . - revisdo - 1

Breast Carcinoma and Their | linfovascular. de invasdo linfovascular.

Implications on Prognosis.

Journal of Breast Cancer.

(2012)

11. Shashikala, P et al.

Familiar  trespassers in FUT— -

- . observar a aparéncia microscopica Processamento T
histopathology: An obstacle - . x x As aparéncias vividas de estruturas
A . - - de diferentes estruturas anormais Estudo padréo de coloracdo .
in diagnosis? A single-blind VR - 5 - contaminantes levam a

> com seus provaveis diagndsticos | experimental com hematoxilina e o R
study. Indian Journal of | /. - diagndsticos histolégicos errados.
. - histoldgicos errados. eosina

Pathology & Microbiology.
(2017)
12. Erickson, Q L et al. Flash Provar que o uso _de um Comparagéo entre o ) )

- isopentano histobath para congelamento O congelamento instantaneo em
Freezing of Mohs L ~ . . x - .

: . . congelamento rapido de se¢Bes de | Estudo piloto instantaneo com um banho de isopentano produziu
Micrographic Surgery Tissue - . . :

A : MMS para melhoria 5 banho de isopentano | uma amostra mais rapidamente
Can Minimize Freeze Artifact - - . . e
. . encurta o tempo necessario para | de qualidade e método tradicional | opacificada, com menos artefatos e
and Speed Slide Preparation. . .
preparar amostras para de congelamento no | maior qualidade.
Dermatology Surgery. (2011) . - A
criotomia. criostato.
13. lzadyyazdanabadi, M et . As imagens transformadas tinham
Mostrar  que a  qualidade
al. Fluorescence Image | ..~ . .. - menos artefatos e estruturas
: diagnéstica das imagens e . U
Histology Pattern o . s Estudo . criticas mais perceptiveis em
. - estilizadas é superior as - 5 image style transfer x
Transformation Using Image imagens oriainais experimental comparagao
Style Transfer. Front g Y ' a sua forma original de
Oncology. (2019) endomicroscopia a laser confocal
14. Chatzopoulos, K et al. . .
- - - e A deposicdo de pigmento de
Formalin  pigment artifact | Identificar tipos de mortes e - :
] . . - > . formalina se correlaciona com a
deposition in autopsy tissue: | tipos de tecido que sdo mais - x A x . .
A . Lo Revisdo de laminas | duragdo do intervalo po6s-morte,
predisposing factors, patterns | provaveis de serem afetados pela Estudo de . . .
AU - . 4 de H&E de assim como sua deposi¢ao também
of distribution and methods | deposicdo de pigmento de €asos . -
- : autopsias ocorre em falecidos que estavam
for removal. Forensic | formalina.

- . gravemente enfermos no momento
Science,  Medicine  and da morte
Pathology. (2020) '

Alteracd liti 6s-mortai
15. Rech, RRetal. Grossand teracoes auto tc~as pos o,rta S

; . > ou de putrefacdo incluiram

histopathological pitfalls N :
- . vacuolizages na bainha de
found in the examination of Lo .
: - Abordar os principais artefatos que - x mielina, halos claros em torno dos
3,338 cattle brains submitted Reviséo . . L
- possam aparecer durante a . e 3A N/A neurbnios e oligodendrdcitos,
to the BSE surveillance - x . : sistematica .
. : -~ | manipulagéo de cérebros bovinos. aglomerados de bacilos de
program in Brazil. Forensic ~

- - putrefagdo dentro dos vasos ou

Science,  Medicine  and - .
dispersos em todo o tecido
Pathology. (2018)
cerebral.
A injecdo de ORISE Gel durante a
16. Olivas, A D. Histologic resseccio endoscopica de lesdes
S gastrointestinais resulta  na
changes caused by injection L h
iy deposicdo de material amorfo
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agent for endoscopic | histolégicos produzidos pelo gel . 2B - L
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Como visto na literatura revisada, ha diversos tipos de artefatos, com suas diferentes origens e interpretacdes. Para fins
didaticos, pode ser feita uma organizagdo dos tipos de artefatos que podem surgir e como eles podem ser interpretados. Essa

organizacdo sera discutida a seguir.

Artefatos e Microscépio

Os artefatos podem ser produzidos durante diversas etapas do processamento de uma lamina histologica, desde o
processo de retirada do tecido, seu armazenamento, até a montagem da lamina conforme a metodologia empregada para fixagéo,
montagem do bloco e confeccdo da I[amina (Rech, 2018).

O microscopio é um equipamento obrigatorio para realizacdo da interpretacédo de laminas dentro do laboratério, porém,
se ndo utilizado de forma correta, pode transformar-se em potencial produtor de artefatos. Com o avango da tecnologia empregada
na construcdo de microscOpios cada vez mais avangada, quanto mais componentes um sistema possui, maior € a necessidade de
compreensdo sobre resolucdo de problemas e reparos que vao além do fornecido por manuais de fabricantes (Petrak, 2014; Sy,
2019). Assim, torna-se necessaria a realizagdo de verificacGes rotineiras do microscdpio, pois 0s mesmos podem revelar
problemas que, de outra forma, ndo seriam detectados e afetariam a qualidade dos dados adquiridos com o instrumento (Petrak,
2014). Em nossa revisdo, foi observado que o manuseio de um microscopio funciona melhor quando este se encontra
devidamente higienizado, mas a limpeza de rotina é frequentemente ignorada, muitas vezes devido ao medo de danificar o
equipamento. Em um artigo publicado por Hoerenz, vemos a necessidade da realizagdo da manutencéo dos microscépios, sendo
indicado frequente inspe¢do das lentes objetivas, da estrutura do microscopio, o cuidado com o0s equipamentos no tocante a
iluminacgéo do microscopio assim como a limpeza periddica do equipamento, assim como apds 0 manuseio do mesmo (Hoerenz,
1981).

Artefatos durante obtencéo da amostra

Os procedimentos realizados para retirada de uma amostra para posterior analise microscépica pode originar uma
variedade de alteragdes nos tecidos, muitas vezes interpretadas de forma incorreta por se tratar de um artefato. Segundo nossas
buscas, em um estudo publicado por Rech, o procedimento de retirada da amostra pode causar uma hemorragia local do tecido,
tornando dificil diferenciar uma hemorragia local de uma realizada devido ao dano tecidual causado durante o procedimento.
Outro exemplo de origem de artefatos durante a obtencdo de uma amostra refere-se a fragmentos de 0sso que podem ser
encontrados dentro do tecido cerebral, mimetizando mineralizagdo intraparenquimatosa, artefato este, frequentemente atribuido
a utilizacdo de equipamentos com serras durante o manuseio da amostra (Rech, 2018; Franchini, 2015).

A utilizacdo de laminas pouco afiadas durante o procedimento de colheita da amostra, assim como 0s equipamentos
utilizados para o manuseio do tecido (férceps), regularmente reflete na criacdo de artefatos como o efeito veneziana, a
compressédo dos tecidos e o efeito de mordedura em traca (Taqi, 2018; Reggiani, 2018). Estes tipos de artefatos muitas vezes
podem levar a um erro de diagndstico, como por exemplo, segundo estudo publicado por Zaorsky, em uma amostra patoldgica
de células de cancer de mama, o artefato de retracdo durante o processamento histolégico pode simula a invasdo linfovascular
verdadeira (Zaorsky, 2012). Durante a ressec¢do de tecidos do trato gastrointestinal na endoscopia € usado um material para
levantar a por¢do submucosa e facilitar a obtencdo da amostra. Nesse processo, usa-se diversos materiais. Um deles é o “ORISE
Gel”, que pode gerar artefatos histopatologicos com caracteristicas amorfas, basofilicas e granulares. Sendo um fator de confuséo
para alguns diagndsticos, como por exemplo: adenocarcinoma (Olivas, 2020). Outro erro comum de interpretacdo de laminas
encontrados com frequéncia é a incorporagdo de bolhas nos tecidos durante sua retirada no tecido, o que pode muitas vezes ser

mal interpretado como embolia gasosa tecidual (Rech, 2018).


http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v10i15.23034
http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v10i15.23034

Research, Society and Development, v. 10, n. 15, e417101523034, 2021
(CC BY 4.0) | ISSN 2525-3409 | DOI: http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v10i15.23034

Outro achado comum em nossa revisdo, revela que a injecdo intralesional de solucdo anestésica pode causar
sangramento com extravasamento e separacdo das bandas de tecido conjuntivo, com vacuolizacdo dos tecidos, tal pratica deve
ser evitada, ou quando necessaria, realizada a coleta tecidual na area que nao foi lesionada (Tagi, 2020). Segundo uma reviséo
publicada por Kumaraswamy, para o procedimento cirrgico de bidpsia, a anestesia local deve ser administrada longe da lesdo
para evitar artefatos na amostra. O surgimento destes tipos de artefatos, resultantes da injecdo intralesional de solugdo anestésica
sdo descritos também em uma revisao escrita por Mota-Ramirez em 2007. Além disso, os artefatos de fulguracdo ocorrem durante
o corte eletrocirtrgico ou a laser do tecido, resultando em uma zona de necrose térmica e distor¢do do tecido (Taqi, 2018). O
epitélio e o tecido conjuntivo apresentam aspecto amorfo devido a coagulacdo de proteinas. As células epiteliais aparecem
destacadas do tecido conjuntivo e os nlcleos assumem uma configuragao fusiforme em palicada. Ainda em nossa busca, foi
observado a possibilidade de ocorrerem artefatos relacionados aos equipamentos de protecdo utilizados pelos manipuladores do
tecido. Um exemplo é o amido proveniente de luvas cirdrgicas que contaminam a amostras durante a manipulacao, podendo ser
interpretado erroneamente como células epiteliais (Tagi, 2020; Shashikala, 2017). Segundo um relato de caso publicado em 2010
por Jadhav, a lamina quando contaminada com algodéo, origina um artefato que pode imitar uma substancia semelhante a
amiloide, assim como a presenca de amido de luva leva a artefatos de amido que podem aparecer como células epiteliais atipicas
em cortes histopatoldgicos. Além disso, artefatos de preparacdes de toque podem distorcer ou obscurecer a citomorfologia e,
assim, levar a uma errénea interpretacdo da Iamina. Artefatos tipicos que podem ser vistos com preparagdes de toque incluem

listras, células esmagadas e aglomerados espessos que tornam dificil visualizar células individuais (Satturwar, 2020).

Artefatos de fixacéo

A patologia cirlrgica é baseada no exame microscopico de se¢des de tecido fixadas em formalina e embebidas em
parafina (Jali, 2015). Para uma fixacdo ideal para exame histopatoldgico, a amostra deve ser imersa em um volume de fixador
que seja pelo menos dez vezes maior que o volume de tecido a ser fixado. Além disso, o tempo de fixacdo varia de acordo com
o tamanho e o tipo da amostra (Rech, 2018). Sua mé execugdo em relacdo ao volume utilizado, assim como tempo de
incorporacéo e concentraces empregadas no tecido podem levar a producdo de uma I&mina em que o tecido ndo possua suas
verdadeiras caracteristicas, resultando em uma interpretacdo errfnea durante sua analise. Em um estudo publicado em 2020
relacionado a analise da confiabilidade histolégica de tecidos retirados de cadaveres embalsamados demonstrou que a qualidade
da preservacdo dos tecidos varia entre os 6rgdos, onde os coagulos formados dentro do sistema vascular do corpo durante o
processo de morte podem limitar a qualidade da fixacdo, assim, o atraso desde 0 momento da morte até o inicio do processo de
embalsamamento pode alterar a estrutura dos tecidos (Abuhamed, 2020).

Embora as amostras fixadas em formalina e embebidas em parafina sejam geralmente adequadas para imuno-
histoquimica e outras avaliagdes baseadas em proteinas, existem varias desvantagens de usar essa abordagem na avaliagdo da
expressdo e localizagdo do RNA (Redmayne, 2019). O pigmento de formalina é um subproduto do formaldeido. Assim, a
deposicao desse pigmento nas laminas é um artefato histolégico comum resultante da fixagéo de tecidos em solugdes acidas, que
ocorre mais em espécimes de autdpsia. O uso de formalina tamponada neutra pode reduzir a quantidade desse artefato. Tal
pigmento pode se sobrepor a outros pigmentos que podem ter significancia clinica, como bile, melanina ou hemossiderina.
(Chatzopoulos, 2020). Porém, a formalina neutra tamponada, quando mal preparada, tamponada erroneamente e com um pH
fora da faixa fisiologica, pode causar precipitados indesejados de “pigmento de hematina de acido preto” em se¢des de tecido
(Wick, 2019).
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Artefatos processamento do tecido

Os artefatos de processamento de tecidos mais visiveis sdo 0s rugas e rasgos nas laminas, que ocorrem por desidratacéo
e infiltracdo de parafina incompleta (Clifford, 2019). Outro tipo de artefato que pode ser originado durante o processamento da-
se pelo uso de almofadas de poliéster e esponjas, que podem gerar artefatos de compressdo em espécimes de tecido muito
pequenos (menor que 0,1 cm) durante seu processamento (Clifford, 2019).

Além disso, pode ser observado frequentemente artefatos de vibracgéo, que sdo mais sujeitos a originar-se em qualquer
tecido pequeno. Este pode ser causado pelo tipo de fixador usado, o tempo total no fixador e o tempo no tecido processado.
Fixadores a base de alcool podem ajudar a evitar esse artefato, usando um tempo de processamento de 6 a 8 horas. Finalmente,
a velocidade de corte durante a microtomia pode ser uma causa direta desse problema. Usar uma velocidade de corte moderada
€ a melhor opcéo (Clifford, 2019).

Diversos sdo os artefatos que podem ser gerados durante o processamento do tecido para montagem de uma lamina.
Entre eles encontram-se desidratacdo realizada de maneira impropria. Um exemplo é o tratamento com alcool prolongado, que
pode resultar no encolhimento do tecido, assim como, se utilizado em baixas concentragdes, podem criar-se vactolos nos tecidos
(Taqi, 2020). No caso do xileno, seu uso, quando insuficiente, leva a uma precéria incorporacéo da parafina no tecido nas etapas
posteriores, resultando em uma distor¢éo do tecido durante os cortes no micrétomo (Tagi, 2020).

O micrétomo deve ser frequentemente revisado, pois sua conservacgdo é fundamental para obtencdo de boas laminas
histol6gicas. Sua Iamina, quando mal ajustada ao equipamento, pode gerar pequenas vibragdes durante o corte, resultado no
artefato chamado de efeito veneziana. Na obtencéo de uma lamina pouco afiada, os cortes podem ainda gerar compressdes no
tecido, levando a alteragdes significativas durante a andlise histoldgica, ou ainda caso o equipamento seja mal higienizado,

detritos de outros blocos anteriormente utilizados podem ser incorporados no tecido sendo processado (Taqi, 2020).

Artefatos coloracéo

A utilizag8o do &cido acético tem como inteng¢do o aumento da ionizacdo de grupamentos aminos do tecido. Isto leva a
um aumento na coloragdo da amostra principalmente com a utilizacdo da eosina. Assim, deve-se atentar para 0 USO em excesso
do &cido acético para evitar uma coloracdo em excesso de eosina que causard a visualizacdo de uma massa completamente
homogénea e plana e corada em rosa profundo (Tagi, 2020).

Assim como a eosina, durante a coloragdo utilizando a hematoxilina também deve se ter um grande cuidado. O sulfato
de potéssio e aluminio é usado como mordente na composicao da hematoxilina, se a solu¢do de hematoxilina ndo for misturada
adequadamente durante a coloracdo, pode ocorrer a conversao do sulfato de aluminio em potassio para sua forma cristalina,

resultando na deterioragdo da solucéo, originando um pigmento escuro no tecido a ser analisado (Taqi, 2020).

Outros tipos de artefatos

Observou-se que uma limitacdo da se¢do de tecidos congelados é a presenca de determinados artefatos. A nucleacéo,
por exemplo, é a primeira etapa no processo de congelamento e ocorre abaixo do ponto de congelamento de uma solugéo. Quando
o fluido tem viscosidade suficiente, a cristalizagdo cessa na etapa final da formac&o de gelo. O resfriamento rapido pode limitar
a formacdo ou tamanho de cristais de gelo. No cenério de histologia de tecidos congelados, a diminuigdo gradual da temperatura
de uma amostra prolonga o tempo de exposi¢do a zona de temperatura de cristalizagdo, aumentando o tamanho do cristal de gelo
e consequentemente aumentando a distorcao celular, conhecida como artefato de congelamento. Logo, congelar de forma mais
rapida o material previne tal tipo de artefato (Clifford, 2019; Erickson, 2011).

Com o desenvolvimento da patologia digital, as ldminas histol6gicas podem ser digitalizadas rapidamente usando

“micro-scanners” avangados e armazenadas como imagens digitais inteiras de slides. Esse processo pode mudar
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consideravelmente a cor das laminas histologicas. Além disso, a normalizacdo sequencial das imagens gera artefatos estruturais
(Zheng, 2019; Izadyyazdanabadi, 2019; Yagi, 2016). Uma anélise 3D, no entanto, requer uma reconstrucao precisa do volume
do tecido da pilha de imagens 2D, porém segundo Paknezhad, deve-se considerar a forte presenga de deformagdes de tecido nas
fatias virtuais adquiridas e o grande tamanho dessas imagens, assim, 0s métodos baseados em pontos de referéncia podem ser
mal orientados por regifes altamente deformadas no tecido (Paknezhad, 2020).

Outro tipo de artefato que pode ser originado durante o processo de montagem da lamina se da pela ma orientacéo do
tecido ao ser processado, exemplo de bidpsias de pele, que necessitam de atencdo quanto a orientacdo exata para realizacdo da
lamina. As primeiras secfes geradas pela equipe de microtomia devem ser recolhidas em uma lamina de microscépio e
observadas, sem coloragdo, sob o microscépio para garantir a orientagdo dermo-epidérmica correta (Chapman, 2019). Além
disso, é comum que patologistas venham a encontrar pedagos estranhos de tecido em laminas de vidro por causa da contaminacao
cruzada da amostra durante a realizagdo do banho-maria (Pantanowitz, 2020).

Artefatos ndo-relacionados a lesfes

E frequente a inclusio de aspectos morfoldgicos equivocados durante a interpretacéo de 1aminas, principalmente quando
o leitor ndo est4 familiarizado com o tecido analisado. Desta forma, lesdes sem significado clinico, como aspectos que nédo
contribuem para o estado alterado do tecido, acabam sendo incluidos durante a necropsia ou exame histolégico (Rech, 2018).
Segundo Rech, em um estudo sobre os principais erros de anélise de tecidos nos cérebros bovinos, é comum a interpretacdo
errnea de tecidos com alta atividade dos melandcitos serem interpretadas como necrose dos tecidos corticais (Rech, 2018). A
lipofuscina ¢ um pigmento granular marrom-amarelado que se acumula no citoplasma dos neurénios em animais idosos e
aparentemente ndo altera a fungdo do neurdnio. Geralmente se deposita em um polo do pericério, mas também pode ser observado
no citoplasma das células gliais ou livre no neurdpilo. A ocorréncia extracelular da lipofuscina pode ser explicada pelo processo
de exocitose ou pela ruptura das células gliais que contenham o pigmento (Rech, 2018).

Outro caso frequente de artefato ndo relacionado a lesdo da-se pela mineralizagdo dos vasos sanguineos no cérebro de
bovinos, que afeta predominantemente os vasos do nicleo denteado, globo palido, capsula interna e ndcleo caudal, sem qualquer

associagdo com doenca vascular generalizada, sendo apenas um artefato sem correspondéncia clinica (Rech, 2018).

Artefatos imunohistoquimica

A imunohistoquimica é a deteccdo de antigenos em cortes de tecido por meio de anticorpos especificos, tendo a
capacidade de correlacionar a presenga de um antigeno com sua localizagdo em um tecido ou célula (Ramos, 2011). Em geral,
foi observado em nossa busca que sistemas de deteccdo mais complexos resultam em maior sensibilidade, mas apresenta mais
oportunidades para erros técnicos e artefatos. Segundo Masch, durante a realizagdo de imunohistoquimica, a proteina avidina
tende a se ligar de forma ndo especifica a componentes de tecido semelhantes a lectina e outros carregados negativamente em
pH fisioldgico, prestando-se a potenciais interpretacdes falso-positivas e falso-negativas. Além disso, os métodos de recuperacéo
de antigeno podem ter um efeito deletério na morfologia do tecido (Marsch, 2015).

N&o obstante, o grau de reticulagdo de proteina induzida por formalina é proporcional ao tempo de fixacao, deste modo,
tempos de fixacdo mais longos resultam em maior perda de antigenicidade. Assim como o processamento e incorporacdo de
tecidos também pode interferir com a antigenicidade, causando coagulacéo e precipitacdo de proteinas fixas (Marsch, 2015).
Segundo Ward e Rehg, alguns anticorpos e antigenos podem ser sensiveis a temperatura, levando a uma diminuicao ou até perda
da imunorreatividade em temperaturas mais altas (Ward et al., 2014). Outro caso comum durante a imunohistoquimica sédo as
marcacOes inespecificas, nestes casos, a coloracdo inespecifica muitas vezes pode ser evitada com a utilizacdo de um "bom"

anticorpo. Segundo estudo publicado por Mohan e colaboradores em 2008, o congelamento rapido € 0 método mais amplamente
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utilizado para o manuseio de amostras de bidpsia para estudos de imunofluorescéncia. Isso pode ser realizado imergindo a
amostra da bidpsia imediatamente apés a bidpsia em nitrogénio liquido ou didxido de carbono solido frio ou em banho de hexano.

A bidpsia de congelamento rapido é entdo montada em um composto de incorporagdo de tecido e seccionada em um criostato.

4. Concluséo

Esta revisdo integrativa analisou os materiais disponiveis em bancos de dados online buscando artigos
referentes as causas, producdes e solugdes para a ndo formacdo dos mais diversos artefatos durante a producgéo e
interpretacdo de lIaminas histoldgicas.

Identificou-se que os cenarios de origem destes artefatos abrangem diversas etapas durante o processo de
confeccdo de ldminas. Assim, foram apresentados multiplos cenérios onde ha a possibilidade de incorporacéo de
artefatos nas laminas como durante a colheita das amostras, durante a fixacdo dos tecidos, preparagdo e
processamento dos blocos, coloracéo dos tecidos, armazenamento das amostras assim como contaminacao da lamina
durante o seu processo de montagem. Viabilizando a utilizagdo do presente estudo como ferramenta didatica tanto
na area académica quanto profissional, podendo ser incorporado, por exemplo, em aulas praticas de histologia assim
como para estudos de identificacdo de artefatos durante as aulas de patologia geral.

Reconhece-se, aqui, 0s limites da pesquisa quanto a prdpria amostragem, levando a conclusdo sobre a
necessidade de novas investigacGes sobre a producéo, interpretacdo e solugdo de artefatos durante a analise de
laminas histoldgicas, com a finalidade de esclarecer e proporcionar maior entendimento tanto para profissionais
quanto pesquisadores, visando facilitar a expansédo e disseminacdo destes conhecimentos nas mais diversas areas da

histopatologia.
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