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CONFECCOES DE LAMINAS HISTOLOGICAS COM A SUBSTITUICAO DO XILOL.

Henrique S. CUNHA'; Georgia M. MAGALHAES?; Paulo E. B. MARTINELL?; Jessica ALENCARY;
Maiara F. F. MARTINSS.
RESUMO

A pesquisa objetivou investigar a substituicdo do xilol, um solvente organico, pelo 6leo de girassol na preparagio de
laminas histologicas, em razdo da alta toxicidade e volatilidade do xilol ao passo que o 6leo de girassol foi considerado
como uma alternativa mais segura e sustentavel. A partir da substituigdo esperava-se um ambiente de trabalho mais
seguro, redug¢do do impacto ambiental e diminui¢do do custo em manejo de residuo, ja que apds uso o 6leo de girassol
seria transformado em sabdo.Na metodologia aplicada foram utilizadas amostras de mastocitomas caninos fixados em
formol, preparando 40 laminas na quais foram divididas em quatro grupos em que o processamento seria em xilol ou
6leo de girassol e a coloragdo com Hematoxilina e Eosina ou azul de toluidina. Apos analise cega pelos patologistas, as
laminas processadas com xilol foram as que mostraram melhor qualidade na observacdo de estruturas celulares,
detalhamento e qualidade de coloracdo. Apesar do 6leo de girassol ter sido descartado como uma possibilidade de
substitui¢do, a busca por alternativas seguras e sustentaveis ao uso de xilol devem continuar.

Palavras Chave:
Cancer; Caninos; Histopatologia; xileno

1. INTRODUCAO

Dentre as neoplasias cutdneas nos animais domésticos o mastocitoma ¢ uma das mais
frequentes do cdo, com incidéncia de até 21% dos tumores cutdneos caninos e acometem esses
animais com idade média de 8 a 9 anos. Assim como em todas as neoplasias, o mastocitoma so
pode ser diagnosticado por meio de exames histopatoldgicos, mesmo porque suas caracteristicas
macroscopicas sao muito variadas como papulas, nddulos, placas, massas, tumefagdes e cistos. O
diagnostico precoce favorece o prognostico do tumor pois ha mais chances de tratamentos. O
tratamento também ¢ bem sucedido com uma ampla margem cirurgica que também pode ser
averiguada na histopatologia com a embebicao em tinta Nankin. (VAIL, 1996).

O método diagndstico mais utilizado para saber se realmente ¢ uma neoplasia e se esta ¢
benigna ou maligna, ¢ o exame histopatologico. Nessa técnica utilizam-se produtos que tornam as

estruturas celulares passiveis de visualizacdo e assim a interpretacdo morfoldgica confere o

diagnéstico da lesao (MOYA-SALAZAR e ROJAS-ZUMARAN, 2018). O composto mais utilizado
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para este fim ¢ o xileno ou xilol, um liquido incolor e insoltivel em 4gua, o qual ¢ toxico e
cancerigeno para o trabalhador e pode causar danos ao meio ambiente (COSTA et al. 2007).

No organismo humano o sistema nervoso central ¢ acometido em funcdo da
lipossolubilidade do xileno na membrana neuronal, perturbando a acdo de proteinas essenciais para
a fun¢do neuronal normal (KANDYAL et al., 2010). O contato prolongado também afeta o figado,
os rins, o olfato, sendo que a irritagdo do nariz ocorre na dose de 200 ppm apos 3-5 minutos e
respingos no olho podem danificam a superficie da cornea (FAY, et. al. 2007). O xileno também age
nas células de defesa causando dano lisossomal e citotoxicidade (SALIMI et. al. 2017).

O dano ao meio ambiente também ¢ uma problematica que tange o uso comercial do xileno
e mesmo que seja descartado e gerenciado de acordo com as concentragdes consideradas seguras
previstas por lei, ele ainda poderd causar danos ambientais, € se o dano for provado, a institui¢ao,
publica ou privada, devera pagar indenizagdes (MACHADO, 1982).

Swamy et al. (2015) avaliaram em 40 amostras a capacidade de limpeza e a natureza
biodegradavel de quatro 6leos vegetais: cenoura, azeite, pinho e rosa em comparagdo com xileno.
Os critérios para avaliacdo de resultados foram: propriedades fisicas dos Oleos, caracteristicas de
tecido avaliado, arquitetura celular e qualidade da coloracdo. Os resultados mostraram que os quatro
6leos possuem potencial de limpeza semelhante ao do xileno, sendo que o 6leo de pinho foi
superior em suas propriedades fisicas e de clareamento. Em um ano, nenhuma diferenca
significativa na qualidade da coloragdao ocorreu, conferindo um bom resultado na substitui¢ao do

xileno por Oleos vegetais.

2. METODOLOGIA

O projeto foi submetido e aprovado pelo CEUA, com protocolo nimero 2689060721.
Foram utilizadas 10 amostras de mastocitomas caninos fixadas em formol 10% para confec¢do de
40 laminas, sendo que 20 amostras foram processadas em xilol (grupo controle) e 20 em 6leo de
girassol extra virgem (grupo tratado). As coloragcdes que foram utilizadas para a confeccdo das
laminas foram Hematoxilina e Eosina e azul de toluidina. O tamanho das amostras, segundo o poder
do teste estatistico, foi de 0,8 x 1,6 cm. As amostras foram distribuidas em grupos:
Grupo A: 10 laminas confeccionadas com xilol e coradas em Hematoxilina e Eosina;
Grupo B: 10 laminas confeccionadas com xilol e coradas em Azul de toluidina;
Grupo C: 10 laminas confeccionadas com 6leo de girassol e coradas em Hematoxilina e Eosina;
Grupo D: 10 laminas confeccionadas com 6leo de girassol e coradas em Azul de toluidina.

A leitura das laminas foi realizada por trés patologistas e os resultados foram compilados de
acordo com as caracteristicas adaptadas de Sermadi Wajjid et. al 2014, classificando esses critérios

em: Bom, regular e ruim, de acordo com os topicos: Caracteristicas celulares (Arquitetura celular



contraste celular, condensacdo de cromatina e membrana nuclear) e Caracteristicas de coloragao
(Qualidade de coloragao, relagdo ntcleo/citoplasma, brilho e visibilidade de detalhes). O resultado
final foi obtido pela média dos resultados, para evitar o viés de concordancia interobservador e
intra-observador.

Quanto a confeccdo do sabdo, o uso de EPI’S como 6culos de protecdo e luvas de latex
foram usados. Os passos para a confec¢do foram: Misturar de 3 litros 6leo vegetal com 2 litros de
agua morna num balde plastico; Adicdo de 500 gramas de soda cdaustica com posterior
homogeneizagdo; Adicdo de ' litro alcool com posterior homogeneizagdo; Adi¢do de esséncia

misturando todos os ingredientes por dez minutos.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A média dos resultados das leituras de laminas processadas em o6leo de girassol estdo
representadas no quadro 2. Nao houve nitidez e nem detalhamento nas laminas processadas em 6leo
de girassol tanto nas coloragdes de azul de Toluidina (Figura 1) quanto na coloracdo de
Hematoxilina e Eosina (Figura 2). J4 as laminas processadas no xilol obtiveram uma melhor
qualidade na visualizagdo de mastocitos (Figura 3) e na detecgdo de detalhes como nicleo e
citoplasma (Figura 4). Nosso estudo corrobora com esses autores que relatam que o xileno possui
alto fator de solvéncia, fornecendo excelentes resultados pois permite o maximo de retirada de
alcool dos tecidos, tornando-os translucidos para uma eficiente infiltragdo pela parafina (DA
ROCHA CAZARI et al., 2013), assim as laminas mantém a arquitetura celular e qualidade tecidual.
Embora sabe-se que, o xileno ¢ altamente toxico para quem trabalha com estes compostos, sendo a
exposicao ocupacional a principal forma de altos niveis de exposi¢do ¢ em 75% dos casos, 0s
trabalhadores apresentam problemas de saude (COSTA et al. 2007), neste estudo ndo foi possivel a

eliminacdo deste composto toxico.
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Figura 1: Fotomicrografia de mastocitoma processado em 6leo de girassol e corado em Azul de Toluidina. Notar que
ndo houve nitidez das células e pouca visualizagdo dos mastdcitos (seta). Aumento de 400x.Figura 2: Fotomicrografia
de mastocitoma processado em 6leo de girassol e corado em Hematoxilina e Eosina. Notar pouco contraste nas células.
Aumento de 400x.Figura 3: Fotomicrografia de mastocitoma processado em xilol e corado em Azul de Toluidina. Notar
melhor nitidez dos mastécitos (seta). Aumento de 400x. Figura 4: Fotomicrografia de mastocitoma processado em xilol
e corado em Hematoxilina e Eosina. Notar melhor visualizagdo de detalhes como nucleo e citoplasma. Aumento de
400x.



Quadro 2 - Resultados da média das observa¢des em relagdo as laminas processadas

Caracteristicas celulares (g’)i:::;s(lﬁ Xilol Carif)tlf:;;i;:s de (g’)i::;s(:ﬁ Xilol
Arquitetura celular Ruim Bom Qualidade da coloragdo Regular Bom
Contraste celular Ruim Regular | Relag@o Nucleo/Citoplasma Ruim Regular
Condensacdo de cromatina Ruim Bom Brilho Ruim Bom
Membrana nuclear Regular Regular Visibilidade de detalhes Ruim Ruim

4. CONCLUSOES

A comparagao dos processamentos demonstrou uma qualidade muito superior nas laminas
processadas em xilol. Apesar de ser usado para producao de sabdo, as laminas preparadas em 6leo
ndo possuiam durabilidade e se mantiveram ruins por 3 meses. Acredita-se que novos 6leos devam

ser testados a fim de encontrar uma opg¢ao que possua boa qualidade e reduza a agressdo ambiental.
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