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RESUMO

Técnicas histoldgicas auxiliam no processamento de amostras bioldgicas aplicadas ao estudo e
diagndstico, utilizando reagentes e corantes que favorecem a analise de células e tecidos. O tempo
de preparo das amostras é longo e 0 uso de reagentes quimicos potencialmente toxicos expde 0s
manipuladores e gera residuos quimicos ambientais, inclusive o xileno, um hidrocarboneto
aromatico amplamente utilizado como agente clarificante e desparafinante. Este estudo visa reduzir
0 uso de xileno na etapa final da coloragéo de hematoxilina e eosina em comparagdo com o protocolo
padréo para coloracdo em diferentes amostras de tecidos de animais necropsiados, sem perder a
qualidade da amostra e o diagndstico. Sessenta e seis laminas foram confeccionadas a partir de 3
blocos de parafina, divididas em dois grupos e coradas em HE com xileno e com reducdo ou sem
xileno. As laminas foram analisadas por 25 profissionais das areas bioldgica e veterinaria, e 0s
resultados expressos por estatistica descritiva, apresentando os valores médios. O teste de correlagao
do Coeficiente de Spearman foi realizado no programa estatistico Jamovi. As ldaminas do grupo de
teste apresentaram melhores médias estaticas do que as do grupo de controle. Concluindo que o
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xileno pode ser reduzido e excluido da Gltima etapa de colora¢do, mantendo a qualidade estrutural
do tecido e diagndstico, reduzindo custos operacionais e sem prejudicar a satde do trabalhador.

Palavras-chave: coloracao, desparafinacdo, meio ambiente, poluicao, toxicidade

ABSTRACT

Histological techniques help in the processing of biological samples applied to the study and
diagnosis, using reagents and dyes that favor cell and tissue analysis. Sample preparation time is
long and the use of potentially toxic chemical reagents expose handlers and generate environmental
chemical residues, including xylene, an aromatic hydrocarbon widely used as a clarifying and
dewaxing agent. This study aims to reduce the use of xylene in the final stage of hematoxylin and
eosin staining compared to the standard protocol for staining in different tissue samples from
necropsied animals, without losing sample quality and diagnosis. Sixty-six slides were made from
3 paraffin blocks, divided into two groups and stained in HE with xylene and with reduction of
without xylene. The slides were analyzed by 25 professionals from the biological and veterinary
areas, and the results expressed by descriptive statistics, presenting the average values. The
Spearman Coefficient correlation test was performed in the statistical program Jamovi. Slides from
the test group showed better static averages than those from the control group. Concluding that
xylene can be reduced and excluded from the last staining step, maintaining structural quality of
tissue and diagnosis, reducing operating costs and without harming the health of the worker.

Keywords: histological, techniques, xylene, diagnosis.

1 INTRODUCAO

A histologia é um ramo da ciéncia que estuda a anatomia microscopica em sua composi¢do
celular e estrutural, as quais formam os tecidos constituindo a base para o entendimento da fisiologia
e fisiopatologia do organismo dos seres vivos (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2008; SAMUELSON,
2007). O temo surgiu pela primeira vez em 1819, num livro do anatomista e fisiologista Karl Mayer,
baseado nos estudos microscopicos de estruturas bioldgicas descritas pelo médico italiano Marcello
Malpighi no século XVII (CALADO, 2019).

Para confeccao de uma lamina histoldgica e posterior observacdo em microscopia Optica, 0
tecido passa por varias etapas de processamento histoldgico, que consiste em diversas fases
distintas, como: coleta da amostra, identificacdo, fixacdo, desidratacdo, diafanizacdo e inclusédo em
parafina, essas etapas possibilitam a realizacdo de cortes pela microtomia em fatias finas que sdo
colocados em laminas de vidro e corados, dando suporte ao tecido, permitindo a diferenciacdo dos
varios componentes celulares e teciduais de um 6rgao (ABREU et al., 2022; GARTNER, 2007).

O xilol, também é denominado de xileno, dimetilbenzeno ou metil tolueno, é caracterizado
com namero de Registro no Chemical Abstract Service (n° CAS) 1330-20-7, com as caracteristicas
fisico-quimicas apresentadas na tabela 1 € um hidrocarboneto aromatico derivado do petréleo que
compde o grupo BTEX (benzeno, tolueno, etil benzeno e xilenos) de Compostos Organicos Volateis

(COV) amplamente utilizado como solvente universal e agente desparafinizante em laboratdrios de
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anatomia histoldgica e histopatoldgica, é o produto quimico mais perigoso utilizado (ABREU et al.,
2022; SRAVYA et al., 2018; VISWASINI et al., 2021).

O xilol tem sua importancia na técnica histoldgica removendo o agente desidratante, o
alcool, permitindo a impregnacdo do agente de incorporacédo, a parafina, e o inverso, remover o
agente de impregnacdo permitindo a hidratacéo para coloracdo das células e tecidos. Esse produto
é incolor, com odor adocicado, em estado liquido ou gasoso, insoltvel em &gua e inflaméavel
(ABREU et al., 2022; ALWAHAIBI et al., 2018; COSTA et al., 2007; DO VALE, 2019; PREMA
et al., 2020).

Meédicos patologistas, histopatologistas e técnicos laboratoriais estdo em ininterrupto contato
com esse produto quimico que comecou a ser utilizado na década de 1950 e desde a década de 1970
é considerado toxico, causando prejuizos a saude gque podem ser leves ou até causar morte,
dependendo do grau de exposicdo (ASHITHA, 2018). Pela alta volatilidade o xilol comeca a
evaporar a temperatura de 26°C, contaminando o ar e a inalagéo de vapores de xilol pode causar
tontura, dor de cabega, nduseas e vomitos, ficando armazenado no tecido adiposo e muscular. A
exposicdo a longo prazo pode causar insbnia, tremores, irritabilidade, concentracao prejudicada e
perda de memoria de curto prazo, afetando o sistema nervoso central, incapacitando
permanentemente muitos trabalhadores e em caso de derramamento no solo pode lixiviar e
contaminar rios e lengois freaticos (ALWAHAIBI et al., 2018; BUESA e PESHKOV, 2009;
COSTA et al., 2007; PREMA et al., 2020).

As hipdteses levantadas no estudo sdo de que a reducdo do uso de xilol na fase inicial da
coloracdo histologica, hematoxilina e eosina (HE) e a exclusdo na fase final em laminas de tecido

animal mantém a qualidade da amostra e diagnostico, havendo diminui¢do com gastos operacionais.

Tabela 1. Caracteristicas fisico-quimicas do xilol

Formula molecular CsH1o

Designacéo IUPAC Dimetilbenzeno

Peso molecular 106,16 g/mol

Ponto de fuséo -25°C, -48°C e 13°C (orto, meta e para, respetivamente)
Ponto de ebulicdo 144°C, 139°C e 138°C (orto, meta e para, respetivamente)
Temperatura de auto igni¢do 465,9°C

Pressdo de vapor 1,33 kPa

Solubilidade Hidrocarbonetos aromaticos, etanol e parafina

Fonte: DO VALE (2019).

Brazilian Journal of Animal and Environmental Research, Curitiba, v.6, n.4, p. 3596-3609, out./dez., 2023



Brazilian Journal of Animal and Environmental Research
ISSN: 2595-573X

3599

PARTE EXPERIMENTAL
2 MATERIAIS E METODOS

Foram coletadas amostras bioldgicas de animais necropsiados no Laboratério de Anatomia
Patologica Veterinaria da Universidade Estadual do Centro-Oeste — UNICENTRO, Guarapuava —
PR. As amostras foram selecionadas de acordo com os tipos de tecidos basicos conforme os 6rgéos
de cada aparelho e/ou sistema (tecido epitelial, tecido conjuntivo - tecido conjuntivo propriamente
dito e tecidos conjuntivos especiais: adiposo, cartilaginoso, 6sseo e sanguineo - tecido muscular e
tecido nervoso).

As coletas das amostras deram-se no periodo de janeiro a abril de 2022, sendo fragmentos
de pele, glandula maméria, intestino, rim e cérebro, totalizando 5 amostras e compreendiam tecidos
com alteracGes patoldgicas macroscopicas, provenientes de diferentes espécies de acordo com a
rotina do laboratorio, que foram selecionadas para diagnostico pelo médico veterinario da
instituicao.

Depois do exame necroscopico as amostras foram fixadas em formalina a 10% por 24h para,
em seguida, passarem pelo exame macroscopico e clivagem, para selecdo da regido a ser analisada
em microscopia. A partir dessa selecdo, as amostras foram colocadas em cassetes plasticos
identificados com o nimero do exame e seguiram o protocolo padrdo da técnica histoldgica descrita
por Caputo et al. (2010).

Na etapa da microscopia, foram confeccionadas laminas em duplicidade para cada amostra
e divididas em dois grupos, o grupo controle (GC) e grupo teste (GT).

As laminas do grupo controle foram coloridas em HE, conforme o protocolo padrdo da
coloracgdo seguido por Caputo et al. (2010)

As laminas do grupo teste foram coradas com base no protocolo de coloracao histoldgica
HE apresenado por Caputo et al. (2010), porém, com altera¢fes nas quantidades de alcool e xilol

utilizados, descritas na tabela 2.

Tabela 2. Protocolo coloracdo HE proposta, diminuindo tempo do xilol na fase inicial e exclusdo na final

Reagente Quantidade
Xilol aquecido 20 segundos
Xilol aquecido 20 segundos
Alcool absoluto (99,3%) 10 banhos
Alcool absoluto (99,3%) 10 banhos
Alcool 80% 10 banhos
Agua 10 banhos
Hematoxilina de Harris A partir de 1 minuto
Agua corrente sem pressio Até sair 0 excesso de corante
Agua 5 minutos
Eosina amarela A partir de 1 minuto
Agua corrente sem pressio Até sair 0 excesso de corante
Estufa até a lamina secar 15 minutos
Colagem da laminula Bélsamo do Canada

Fonte: CAPUTO et al. e colaboradores modificada (2022).
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As laminas do GC e GT, foram encaminhadas a vinte e cinco avaliadores, da Universidade
Estadual do Centro-Oeste — UNICENTRO, Guarapuava — PR, sem identificagcdo quanto ao tipo de
processo que cada uma passou. Os critérios de avaliacdo foram os mesmos usados por Ankle e Joshi
(2009), Cazari et al. (2013), Falkeholm et al. (2001), Ganesan et al. (2016), Kunhua et al. (2011),
Prema et al. (2020), Premalatha et al. (2013), Sithara et al. (2021), que avaliaram corte, coloracoes
citoplasmatica e nucleares, nitidez, clareza e uniformidade da coloracdo e morfologia celular
levando em consideracdo a pontuacdo 1 (um) para adequada e O (zero) para inadequada, com
pontuacdo menor que 2 (dois) a ldmina foi considerada inadequada para leitura e pontuacdo maior
que 3 (trés) classificada como adequada para leitura. Akpulu et al. (2021) pontuaram suas amostras
com ruim O (zero), razoavel 1 (um), bom 2 (dois), 6timo 3 (trés) e excelente 4 (quatro) para leitura.

Para andlise estatistica, os dados das leituras foram tabulados em planilhas do Microsoft
Excel® e os resultados expressos por estatistica descritiva, apresentando os valores em média. Foi
realizado o teste de correlacdo de teste de Spearman. A analise estatistica foi realizada utilizando o
software Jamovi 2.3.21.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
Sele¢do das amostras com a aplicacdo da técnica

Para se chegar ao diagndéstico € necessario a identificacdo do 6rgdo em relacdo a estrutura
histologica e determinacéo das alteracfes nas reacdes celulares e teciduais, para isso é fundamental
determinar o contorno citoplasmatico para identificar a morfologia celular e estabelecer as
alteracOes degenerativas e necréticas pela integridade da membrana celular e pela membrana nuclear
classifica-se o processo em necrotico, inflamatério e neoplasico. As morfologias parenquimatosas
relacionadas a forma dos tecidos, como presenca de tecido conjuntivo e fibroblastos, sdo
importantes para classificacdo do tempo da lesdo, dessa forma, as caracteristicas referentes a
quantidade de células, tamanho, forma e coloracdo sdo importantes na classificacdo das lesdes, além
dos infiltrados que essas possam apresentar nos tecidos dos organismos (MAGALHAES et al.,
2001; SANTOS 2016).

Foram avaliadas as 3 amostras provenientes de analise histopatoldgica, essas, continham
todos os tecidos que representam 0s organismos em sua formacdo embrioldgica, epitelial,
conjuntivo, muscular e nervoso, e examinado 0s seguintes itens: coloragdo nuclear, coloragédo
citoplasmatica, nitidez de coloracéo, clareza de coloracao e uniformidade de coloracdo e morfologia

celular.
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Amostra de intestino

Na fotomicrografia do intestino (Figura 1) observa-se as coloragdes das ldminas com xilol
(GC) e com reducéo de xilol (GT). Pode se notar que a coloracdo com reducao de xilol evidencia o
HE de melhor forma que a com xilol. Nota-se os nucleos mais evidenciados, o citoplasma definido

favorecido pela nitidez, clareza e uniformidade da coloragéo, preservando a morfologia celular.

Figura 1. Fotomicrografia das laminas com amostra de intestino dos GC e GT. A. Coloragdo nuclear. B. Coloragéo do
citoplasma. C. Nitidez da coloracéo. D. Clareza da coloragéo. E. Uniformidade da coloragdo. F. Morfologia da coloragéo
(H&E — 40)9.'_'__ B

Na figura 2 estdo demonstrados os valores para as avaliagdes correspondente a lamina
intestinal com xilol (GC) e com reducdo de xilol (GT). Nota-se que os valores médios para as
avaliacGes dos aspectos de visualizacdo das laminas obtiveram valores maiores na lamina corada

com a reducdo de xilol.

Figura 2. Média dos valores para as avaliagdes das laminas das amostras de intestino dos GC (série 1 a 6) e GT (série
7 a 12). 1. Coloragdo nuclear com xilol. 2. Coloragéo do citoplasma com xilol. 3. Nitidez da coloragdo com xilol. 4.
Clareza da coloracdo com xilol. 5. Uniformidade da coloracdo com xilol. 6. Morfologia da coloragdo com xilol. 7.
Coloracao nuclear com reducéo de xilol. 8. Coloragdo do citoplasma com reducéo de xilol. 9. Nitidez da coloracdo com
reducdo de xilol. 10. Clareza da colora¢do com reducéo de xilol. 11. Uniformidade da coloracdo com reducéo de xilol.
12. Morfologia da coloracdo com redugdo de xilol.

intestino m Sériel
M Série2
5 m Série3
s 3 W Séried
B 2° W Série5
£ 2 M Série6
é 1,5 I m Série7
2 1 m Série8
E o5 w Série9
0 Sériel0
critérios avaliados, série 1 a 6 grupo controle; W Sériell
série 7 a 12 grupo teste W Sériel2
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Na tabela 3 esta a correlagdo do coeficiente de Spearman realizada entre as laminas coradas
com xilol e com reducdo de xilol, observa-se uma moderada positiva entre coloragdo nuclear com
xilol e coloracao nuclear coloracdo citoplasmatica, clareza da coloracdo e morfologia da coloracdo
com reducdo de xilol. A nitidez e uniformidade da coloracdo com xilol apresenta correlacédo
moderada positiva com todos os itens contendo reducédo de xilol. A clareza da coloragdo com xilol
apresenta correlacdo moderadamente positiva entre coloragdo do citoplasma, nitidez, clareza e
uniformidade da coloracdo com reducao do xilol. E a morfologia celular com xilol mostra correlagédo

entre clareza da coloragédo e morfologia celular com reducdo de xilol.

Tabela 3. Correlacdo de Spearman das Idminas com amostra de intestino.

Col. nucl. Col. Nitidez ~ Clareza col. Unifor. Morf. cel.
INTESTINO c/x citopl. ¢/x col. ¢/ x c/x col. ¢/x c/x

Col. nucl. red./x Rho de Spearman  0.523** -0.028  0.457* 0.391 0.407* 0.389
p-value 0.007 0.896 0.022 0.054 0.043 0.055

Col. citopl. red./x ~ Rho de Spearman ~ 0.413* 0.238 0.463* 0.456* 0.491* 0.348
p-value 0.040 0.252 0.020 0.022 0.013 0.088

Nitidez col. red./x ~ Rho de Spearman 0.382 0.315 0.502* 0.594** 0.443* 0.358
p-value 0.059 0.125 0.011 0.002 0.026 0.079

Clareza col. red./x ~ Rho de Spearman  0.458* 0.248 0.459* 0.606** 0.412* 0.417*
p-value 0.021 0.233 0.021 0.001 0.041 0.038

Unifor. col. red./x ~ Rho de Spearman 0.258 0.258 0.424* 0.513** 0.531**  0.326
p-value 0.213 0.214 0.034 0.009 0.006 0.112

Morf. cel. red./x Rho de Spearman  0.457* 0.010 0.475* 0.393 0.523**  0.474*
p-value 0.022 0.964 0.016 0.052 0.007 0.017

Nota. * p < .05, ** p < .01, *** p < .001

Amostra de rins

Na fotomicrografia dos rins (Figura 3) observa-se as colora¢@es das laminas do GC e GT.
Pode se notar que a colora¢do do GT evidencia o HE de melhor forma que a do GC. Observam-se
0s nucleos mais evidentes devido a distribuicdo da coloracdo do citoplasma que apresenta nitidez e

clareza, mantendo morfologia celular.

Figura 3. Fotomicrografia das laminas com amostra de rins dos GC e GT. A. Coloracdo nuclear. B. Coloracdo do
citoplasma. C. Nitidez da coloracdo. D. Clareza da coloracdo. E. Uniformidade da coloragdo. F. Morfologia da coloracéo
(H&E — 40x
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No figura 4 estdo demonstrados os valores para as avaliagfes correspondente a lamina de
tecido renal com xilol e com reducéo de xilol. Verifica-se que os valores médios para as avaliacbes
dos aspectos de visualizagdo das laminas obtiveram valores maiores na lamina corada com a reducgéo

presenca de xilol.

Figura 4. Média dos valores para as avaliagGes das laminas das amostras de rins dos GC (série 1 a 6) e GT (série 7 a
12). 1. Coloragéo nuclear com xilol. 2. Coloragdo do citoplasma com xilol. 3. Nitidez da coloragdo com xilol. 4. Clareza
da coloracéo com xilol. 5. Uniformidade da coloragdo com xilol. 6. Morfologia da coloracdo com xilol. 7. Coloracéo
nuclear com redugdo de xilol. 8. Coloragdo do citoplasma com redugéo de xilol. 9. Nitidez da coloragdo com reducéo
de xilol. 10. Clareza da coloracdo com reducédo de xilol. 11. Uniformidade da coloragcdo com redugdo de xilol. 12.
Morfologia da coloragdo com reducdo de xilol.

rm H Sériel
4 M Série2
M Série3
g3 W Séried
k] mSéries
% 2 W Séries
a° HSérie?
=z ] M Séried
E Séried
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critérios avaliados: série 1 a 6 grupo controle, M Sériell
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Na tabela 4 esta a correlacdo do coeficiente de Spearman realizada entre as ldminas coradas
com xilol e com reducédo de xilol, observa-se uma moderada positiva entre coloracdo nuclear com
xilol e coloracdo citoplasmatica, nitidez da coloracéo e clareza da coloracdo com reducao de xilol.
A correlacdo entre coloracdo do citoplasma com xilol e nitidez da colora¢do com reducao de xilol é
moderadamente positiva. A correlacdo entre clareza da coloracdo com xilol é moderadamente
positiva em relacdo a nitidez da colorag¢do com reducéo de xilol. E a correlacdo entre as morfologias

celulares com xilol e com redugdo de xilol é moderadamente positiva.

Tabela 4. Correlacdo de Spearman das laminas com amostra de rins.
Col. nucl. Col. citopl.  Nitidez Clareza Unifor.  Morf. cel.

Rins c/x c/x col.c/x  col. c/x col. ¢c/x c/ x
Col. nucl. red./x Rho de Spearman  0.350 0.167 0.012 0.235 0.128 -0.026
p-value 0.086 0.426 0.956 0.258 0.543 0.903
Col. citopl. red./x Rho de Spearman  0.471 * 0.389 -0.034 0.352 0.184 0.159
p-value 0.018 0.055 0.872 0.085 0.380 0.446
Nitidez col. red./x Rho de Spearman  0.462 * 0411 * 0.023 0415 * 0.279 0.253
p-value 0.020 0.041 0.914 0.039 0.178 0.222
Clareza col. red./x Rho de Spearman  0.422 * 0.361 0.007 0.349 0.314 0.393
p-value 0.036 0.077 0.975 0.087 0.126 0.052
Unifor. col. red./x Rho de Spearman ~ 0.303 0.283 0.048 0.368 0.334 0.246
p-value 0.140 0.171 0.819 0.070 0.103 0.236

Morf. cel. red./x Rho de Spearman ~ 0.342 0.339 -0.036 0.246 0.265 0.423 *
p-value 0.094 0.097 0.863 0.236 0.201 0.035

Nota. * p < .05, ** p < .01, *** p < .001
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Amostra de pele

Na fotomicrografia da pele (Figura 5) observa-se as colora¢@es das ldaminas do GC e GT.
Pode se notar que a coloracdo do GT evidencia 0 HE de melhor forma quando comparado ao GC.
Nota-se contorno nuclear e citoplasmatico mais nitidos devido clareza da coloracdo, além da

morfologia celular conservada.

Figura 5. Fotomicrografia das [dminas com amostra de pele dos GC e GT. A. Coloracdo nuclear. B. Coloracdo do
citoplasma. C. Nitidez da coloracéo. D. Clareza da coloragéo. E. Uniformidade da coloragdo. F. Morfologia da coloragéo
(H&E — 40x)

Na figura 6 estdo demonstrados os valores para as avaliagdes correspondente a lamina de
pele do GC e GT. Nota-se que os valores médios para as avaliagdes dos aspectos de visualizacéo

das laminas obtiveram valores maiores na lamina corada com a reducéo de xilol.

Figura 6. Média dos valores para as avaliagcdes das ldaminas das amostras de pele dos GC (série 1 a 6) e GT (série 7 a
12). 1. Coloragéo nuclear com xilol. 2. Coloragao do citoplasma com xilol. 3. Nitidez da colora¢do com xilol. 4. Clareza
da coloracdo com xilol. 5. Uniformidade da coloragdo com xilol. 6. Morfologia da coloracdo com xilol. 7. Coloracéo
nuclear com reducdo de xilol. 8. Coloracéo do citoplasma com reducdo de xilol. 9. Nitidez da colora¢do com redugédo
de xilol. 10. Clareza da coloragdo com reducdo de xilol. 11. Uniformidade da coloragcdo com redugdo de xilol. 12.
Morfologia da coloragdo com reducdo de xilol

pe|e W Sériel
M Série2
3 u Série3
3 2,5 M Séried
2 2 W Série5
I  Série6
w 15 ;.
z M Série7
E 1 M Série8
E 0,5 m Série9
0 B Sériel0
critérios avaliados: série 1 a 6 grupo controle, m Sériell
série 7 a 12 grupo teste [ Sériel2

Na tabela 5 est a correlagdo de Spearman realizada entre as ldaminas do grupo controle e
grupo teste, observa-se uma fraca positiva em relacéo a coloragé@o nuclear com xilol com a coloragéo
nuclear e citoplasmatica, clareza, uniformidade e morfologia celular com reducdo de xilol. A
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coloracgdo citoplasmética com xilol também apresenta uma correlacdo fraca positiva com a coloragao
nuclear e citoplasmatica, nitidez e clareza da coloragdo com reducéo de xilol. Uma correlacéo fraca
positiva entre as nitidezes e as clarezas dos grupos controle e teste. A uniformidade da coloracgéo
com xilol esta fracamente correlacionada com a coloracdo do citoplasma, clareza e uniformidade da
coloragdo com reducéo de xilol. E a morfologia celular com xilol correlaciona-se fracamente com
a nitidez e morfologia celular do grupo teste.
Tabela 5. Correlacdo de Spearman das laminas com amostra de pele.
Col. nucl. Col. citopl. Nitidez Clareza Unifor. Morf. cel.
Pele c/x c/x col. c/x col. c/x col. c/x c/x
Col. nucl. red./x ~ Rhode Spearman  0.499 * 0403 * 0.061 0.059 0.346 0.179
p-value 0.011 0.046 0.770 0.781 0.090 0.391
Col. citopl. red./x ~ Rho de Spearman  0.408 * 0414 * 0.060 0.311 0.615 ** 0.263
p-value 0.043 0.039 0.777 0.130 0.001 0.205
Nitidez col. red./x  Rho de Spearman  0.303 0.587 ** 0439 * 0.214 0.325 0.592 **
p-value 0.150 0.003 0.032 0.316 0.121 0.002
Clarezacol. red./x Rhode Spearman 0440 * 0.631 *** 0.178 0.513 * 0.651 *** 0.144
p-value 0.031 <.001 0.406 0.010 <.001 0.502
Unifor. col. red./x  Rho de Spearman  0.535 ** (0.387 -0.115 0.180 0.529 ** 0.063
p-value 0.007 0.062 0.593 0.400 0.008 0.771
Morf. Cel. red./x ~ Rho de Spearman  0.418 * 0.194 0.068 0.136 0.355 0.596 **
p-value 0.042 0.364 0.752 0.525 0.089 0.002

Nota. * p < .05, ** p < .01, *** p < .001

4 DISCUSSAO

A busca por substitutos do xilol comegou em 1992 com Rasmussen et al., que utilizaram
6leo de oliva e 6leo de coco na etapa de diafanizacdo, porém, para os experimentos de Ankle e Joshi
(2009), Buesa e Peshkov (2009), Premalatha et al. (2013) , Sermadi et al. (2014), Udonkang et al.
(2014), Indu et al. (2014), Ganesan et al. (2016), Prema et al. (2020), Sithara et al. (2021), Akpulu
et al. (2021), utilizaram na diafanizacéo e coloracdo dos tecidos, agua aquecida com sabdo liquido,
agua com limé&o e 6leo de coco, palma, mineral refinado, cedro e eucalipto. concluindo que todos
podem ser usados como substitutos ao xilol. Ja Cazari et al. (2013) e Mikowski et al. (2021),
eliminaram o xilol da dltima etapa da coloracdo antes da montagem das laminas nos seus
experimentos, ndo observado compromtimento quanto a qualidade técnica para sua excluséo.

Segundo Falkeholm et al. (2001), a confeccdo de blocos em parafinas sem utilizar xilol é
rotina didria no Hospital Vrinnevi, Suécia, desde 1995. O método elimina o xilol na etapa da
diafanizagdo, na desparafinizacdo das amostras e acaba com a necessidade de reidratacdo e
desidratacéo para as etapas de coloracdo e montagem das laminas, visando diminuir custos e agilizar

o trabalho sem perder a qualidade das amostras.

Brazilian Journal of Animal and Environmental Research, Curitiba, v.6, n.4, p. 3596-3609, out./dez., 2023



Brazilian Journal of Animal and Environmental Research
ISSN: 2595-573X

3606

Ainda conforme dados de Falkeholm et al. (2001), as amostras que eliminaram o xilol das
etapas de processamento e coradas em HE sem xilol foram consideradas tdo boas ou melhores que
as convencionais em 74% das comparacfes. No estudo em questdo 75% das amostras
confeccionadas com reducdo de xilol foram consideradas melhores que as convencionais, iSso
também pode ser observado nos graficos anteriores que mostram uma média mais elevada em todos
os itens observados.

Para Cazari et al. (2013), que utilizaram amostras de blocos de parafina com objetivo de
avaliar qualidade estrutural de diferentes tecidos humanos nao evidenciaram diferencas na qualidade
de visualizagdo microscdpica, ja no presente estudo foi observado melhor coloragdo tecidual e
celular mantendo padrdo morfoldgico e distribuicdo do corante, como observado nas correlagcoes
das tabelas 7, 8, 9, 10 e11.

Ganesan et al. (2016) em seu trabalho usaram uma solucdo de agua aquecida com detergente
de louca para desparafinar as amostras indo direto para coloracdo e secagem das laminas em estufa
sem passar pela sequéncia de alcool e xilol. Para avaliagdo das laminas usaram o0 mesmo sistema de
pontuacdo utilizado por Ankle e Joshi (2011), Falkeholm et al. (2001) e do presente trabalho,
obtendo resultado similar aos nosso e de Falkeholm et al. (2001), conforme o teste, 0s cortes sem
xilol foram considerados tdo bons ou melhores que 0s cortes convencionais correspondentes em
76% das comparagoes.

No estudo de Ankle e Joshi (2011) que utilizaram detergente de loucas em comparacao ao
xilol, excluindo-o da ultima etapa da coloracdo, os itens coloracdo nuclear, clareza e nitidez da
coloracdo e adequabilidade de diagnostico foram maiores quando comparadas ao protocolo padréo,
coloracdo citoplasmatica e uniformidade obtiveram pontuacdo maior no protocolo padrdo, nos
nossos resultados a distribuicdo do corante foi melhor do que o padrdo sendo similar em todas as
estruturas que compdem os tecidos estudados, ficando mais destacado as alteracdes nucleares e
citoplasmaticas, bem como, a distribuicdo de reacGes inflamatdrias auxiliando assim no diagndstico.

Todos os itens analisados apresentam média estatica mais alta nas Iaminas do grupo teste em
comparacdo a técnica padréao de coloragdo, pois a forma e distribuicdo dos componentes celulares,
morfologia celular e tecidual permitiram a visualizagdo com mais nitidez, claridade e uniformidade
das amostras na distribuicdo das camadas dos tecidos e alteragOes celulares relacionadas ao
citoplasma, nucleo e componentes intracitoplasmaticos.

Confirmando as analises de Ankle e Joshi (2011), Cazari et al. (2013), Ganesan et al. (2016),
Indu et al. (2014), Prema et al. (2020), Sithara et al. (2021), Sravya et al. (2018), as amostras do
grupo teste assim como as do grupo controle foram consideradas satisfatdrias para leitura e

diagnostico, porém cabe ressaltar que a nao utilizagao do xilol é benéfica considerando a exposi¢éo
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ocupacional, impacto ambiental e custo.

5 CONCLUSOES

As laminas do grupo teste foram consideradas satisfatdrias para leitura e diagndstico,
mantendo distribuicdo de coloracdo, morfologia celular e tecidual, comprovando que o uso do xilol
pode ser reduzido na técnica de coloragao HE e diminuir os custos relacionados a compra e descarte
do xilol. Além disso, € valido destacar que com a reducédo do xilol na etapa da coloracdo o contato

da equipe técnica do laboratorio com o produto é reduzido, melhorando a sadde ocupacional.
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