O USO DO OLEO DE COCO COMO ALTERNATIVA AO XILOL NO
PROCESSAMENTO HISTOLOGICO DE TECIDOS DE AVES
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RESUMO

Os técnicos de anatomia patoldgica tém demonstrado funcéo pulmonar diminuida e dispneia, devido ao
fato de estarem sendo expostos de forma cronica ao xilol, mas néo s a parte pulmonar que é afetada existe outros
efeitos que também que foram citados como: palpitacBes, dores no peito, nduseas e vomitos. Esta pesquisa teve
como objetivo investigar a possivel substitui¢do do xilol por éleo de coco na etapa de diafanizacdo durante a rotina
histoldgica em tecidos de aves. Os materiais escolhidos foram previamente fixados em formol 10%. Os 6rgaos
clivados para o processo foram: intestino, rim, traqueia e cora¢do. Foram separados em dois grupos: tratamento |:
alcool 70%, alcool 96% e trés alcoois 100%, dois banhos de xilol e dois banhos de parafina histolégica. Tratamento
11: &lcool 70%, alcool 96% e trés alcoois 100%, dois banhos de dleo de coco e dois banhos de parafina histoldgica.
Entre os dois tratamentos (I e I1), houve uma pequena diferenca de rigidez na etapa de diafanizacdo, que foi notada
no momento da inclusdo dos materiais, nas etapas de impregnacao e emblocagem ndo houveram diferencas. Pode-
se concluir que o 6leo de coco pode ser utilizado na etapa de diafanizagdo por ndo danificar a estrutura celular dos
tecidos e ser uma solugdo nao toxica para a salde e ao meio ambiente.
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INTRODUCAO

Segundo Caputo et al (2010) a técnica histologica foi defendida entre varios
profissionais das ciéncias naturais, como o0s boténicos e zoologistas, sendo usadas também
pelos anatomistas e histologistas da época. Por volta de 1828, Rudolph Virchow, médico
alemao e antropologista, fez uso da analise histopatol6gica como ferramenta basica e primordial
em laboratorios de histologia e/ou anatomia patoldgica para estabelecer as bases da patologia
celular. De acordo com Zigoni e colaboradores (2022) para que o estudo das células e tecidos
possa ser realizado € preciso que se produza as laminas histoldgicas, para que assim, com 0
auxilio de microscépio dptico seja possivel a observacdo dos mesmos.

Para se confeccionar as laminas histologicas Bacha e Bacha (2003) relatam que apds

a remocao o tecido deve ser inserido em uma substancia fixadora (formoldeido ou solucdo de
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Bouin). Apos a fixagdo, a amostra deve ser desidratada em &lcool em graduagdes crescentes,
até a concentracdo de 100%. Em seguida, os tecidos sdo diafanizados em xileno, substancia
miscivel em alcool 100%, o qual é importante para a Gltima etapa, em que ocorre a impregnacao
do tecido em parafina.

De acordo com CETESB (2016) os xilenos sdo substéncias encontradas em
combustiveis fosseis e sdo utilizados em fragrancia sintéticas, na fabricacao de tintas, vernizes,
borracha e também é utilizado como solvente e matéria prima para producéo de &cido benzoico,
anidrido ftalico e &cido tereftalico.

Vale (2019), diz que o xileno é extremamente absorvido por via respiratoria, oral e
com menor frequéncia pela via cutdnea. Uma vez absorvido, o xileno entra rapidamente na
circulacdo sanguinea e é distribuido para todo o organismo. Os estudos relatam que técnicos de
anatomia patologica demonstraram funcdo pulmonar diminuida e dispneia, devido ao fato de
serem expostos de forma crénica ao xilol. Porém nédo sé os pulmdes sao afetados, ja que outros
efeitos também foram citados como, palpitac@es, dores no peito, nuseas e vomitos. Além disso,
0 sistema nervoso tambeém é comprometido, podendo ocasionar cefaleia, tonturas, ansiedade,
dificuldade de concentracdo e esquecimentos que ocorrem devido a frequente exposicdo ao
xilol.

Cazari e colaboradores (2013) relatam que além de ser prejudicial a saude, se o
descarte do xilol néo for realizado de forma correta, ele pode causar danos as redes de esgoto e
dissolver as estruturas de PVC, comprometendo ndo s6 0s encanamentos da empresa
responsavel por seu uso, mas também de outros edificios ao seu redor. Portanto, o descarte
desse residuo deve ser realizado por empresas especializadas.

Visto que o uso do xilol compromete a satde dos trabalhadores e ao ambiente, autores
discorrem sobre o uso de substancias alternativas para a realizacdo de técnicas histolégicas.
Nesse contexto a utilizagéo do 6leo de coco é uma alternativa segura, de baixo custo e com a
capacidade de reduzir o uso do xilol na rotina histoldgica, porque ndo afeta a morfologia dos
tecidos e nem o desenvolvimento das coloracdes, além de minimizar os riscos a satde e a0 meio
ambiente (ABREU et al., 2022).

Uma rotina laboratorial livre de xilol, resultaria em maltiplos beneficios para todos 0s
envolvidos, tanto as empresas, como aos técnicos de laboratério, porque além do éleo de coco
ndo ser prejudicial a saude, acarretaria em um gasto menor para empresa, visto que o valor do
6leo de coco ¢é inferior ao do xilol e ainda o seu descarte pode ser feito de uma maneira mais
sustentavel, como o reaproveitamento em receitas de sabdo, sendo que antes do seu uso deve

ser realizada uma filtragem para a retirada das impurezas oriundas da diafanizagdo. Desta forma



esta pesquisa teve como objetivo investigar a possivel substituicdo do xilol por dleo de coco na
etapa de diafanizacdo durante a rotina histolégica em tecidos de aves.

ENCAMINHAMENTO METODOLOGICO

O experimento foi realizado dentro do setor de histopatologia de um laboratorio na
cidade de Cascavel — PR, tendo como objetivo a substituicdo do xilol na etapa de diafanizacédo
de tecidos de origem animal para a preparacdo de lIaminas histoldgicas.

Os o6rgdos utilizados no experimento sdo provenientes de frascos do arquivo de
contraprovas do laboratério. Os materiais escolhidos sdo de aves, previamente fixados em
formol 10%. Os érgdos clivados para o processo foram: intestino, rim, traqueia e coracao, todos
foram seccionados em fragmentos de até 5mm de espessura, acomodados em cassetes
histoldgicos e colocados em um histotécnico, equipamento responsavel por realizar de forma
automatizada as etapas de desidratacao, diafanizacdo e impregnagdo em parafina histologica de

acordo com os seguintes tratamentos (Quadro 1):

Quadro 1: Quadro referente aos tratamentos realizados em cada grupo de materiais utilizados na pesquisa.

PROTOCOLO | PROTOCOLO 2
(Grupo controle) (Grupo tratado)

Reagente Tempo Reagente Tempo
Alcool 70% 1h Alcool 70% 1h
Alcool 96% 1h Alcool 96% 1h
Alcool 100% 1h Alcool 100% 1h
Alcool 100% 1h Alcool 100% 1h
Alcool 100% 1h Alcool 100% 1h

Xilol | 1h Oleo de coco | (30°C) 1h
Xilol 11 1h Oleo de coco 11 (30°C) 1h
Parafina | (60°C a 70°C) 1h Parafina | (60°C a 70°C) 1h
Parafina 11 (60°C a 70°C) 1h Parafina 11 (60°C a 70°C) 1h

Fonte: préprio autor.

A partir desta etapa os tecidos de ambos os protocolos seguiram 0 mesmo processo.
Os fragmentos foram incluidos em parafina histologica com o auxilio de pincas e formas
plasticas, e armazenados em geladeira até a parafina perder temperatura e adquirir consisténcia
e dureza, na sequéncia, os blocos foram levados ao freezer para resfriamento onde
permaneceram até o momento da microtomia.

A microtomia foi realizada em micrétomo Leica RM212RT, com regulagem para

cortes de 1um, com o auxilio de dois banhos maria um em temperatura ambiente e o0 outro entre



58 °C a 60 °C. Os cortes foram dispostos em e colocados em cesto de laminas para
posteriormente serem levadas a estufa por 1h a temperatura de 70 °C a 80 °C.

Na sequéncia, foi realizada a coloracdo das laminas conforme demonstrado no quadro

Quadro 2: Quadro referente ao processo de coloracdo comum aos dois tratamentos.

COLORACAO DE HEMATOXILINA - EOSINA
Etapa Reagente Tempo
L Xilol | 10min
Desparafinizacdo - -
Xilol 1l 10min
Alcool 100% | 1min
Alcool 100% 11 1min
Alcool 100% 1min
Reidratacio Alcool 96% 1min
Alcool 80% 1min
Alcool 70% 1min
Agua corrente 1min
Hematoxilina 1min
Coloragéo Agua corrente 1min
Eosina 2min
Alcool 70% Passagem rapida ~30seg
Alcool 80% Passagem rapida ~30seg
Desidratacdo Alcool 96% Passagem rapida ~30seg
Alcool 100% | Passagem rapida ~30seg
Alcool 100% I Passagem rapida ~30seg
Diafanizago X'iIoI | Passagem rép?da ~30seg
Xilol 1l Passagem répida ~30seg
Montagem com laminula e Entenllan

Fonte: préprio autor.

As fotos foram tiradas em camera acoplada em microscopio, modelo Olympus®, por
meio do aplicativo EPview™ versdo V3.7.7_20230531.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As estruturas de cada tecido sdo visiveis em ambos os protocolos. As figuras 1.1 e 1.2
apresentam cortes de rim de galinha corados em HE que apresentam coloragdo uniforme, com
citoplasma corado em rosa e nucleos corados em roxo. Em ambas as fotos foram possiveis

observar as estruturas renais, como os glomeérulos (1) e tabulos renais (2).
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igura 1.1: rim de galinha corado em HE, potocolo Figura 1.2: rim de galinha corado em HE, proocol
I. Aumento de 10x. 1- corpusculo renal, 2-tabulos Il. Aumento de 40x. 1- corplsculo renal, 2- tibulos
renais. Fonte: proprio autor. renais. Fonte: proprio autor.

As figuras 2.1 e 2.2 séo de traqueia, coradas em HE, as estruturas puderam ser
observadas sem diferenca na intensidade da coloragdo entre os protocolos | e 1l. As células

ciliadas (4) sdo observadas facilmente o que é importante para o diagndstico de doencas do trato
respiratério de aves.
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Figura 2.1: traqueia de galinha corado em HE, Figura 2.2: traqueia de galinha corado em HE,
protocolo . Aumento de 40x. 1- Anel traqueal protocolo Il. Aumento de 40x. 1- Anel traqueal
cartilaginoso, 2- célula caliciforme, 3- epitélio pseudo-  cartilaginoso, 2- célula caliciforme, 3- epitélio pseudo-
estratificado, 4- células ciliadas. Fonte: proprio autor.  estratificado, 4- células ciliadas. Fonte: prdprio autor.

As figuras 3.1 e 3.2 sdo laminas de coracao de galinha também coradas em HE, a fibra
muscular (1) pode ser visualizada nitidamente.
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Figura 3.1: coracdo de galinha corado em HE, Figura 3.2: coracdo de galinha corado em HE,
protocolo I. Aumento de 40x. 1- fibra muscular. protocolo Il. Aumento de 40x. 1- fibra muscular.
Fonte: prdprio autor. Fonte: préprio autor.

As figuras 4.1 e 4.2, sdo de intestino de galinha, coradas em HE. E possivel observar
de forma nitida as vilosidades (1) e as criptas (2) estruturas que sdo de extrema importancia

para a analise de mensuracao intestinal.

Figura 4.1: intestino de galinha corado em HE, Figura 4.2: intestino de galinha corado em HE,
protocolo I. Aumento de 4x. 1- vilosidade, 2- cripta, protocolo 1. Aumento de 4x. 1- vilosidade, 2- cripta,

3- musculo liso. Fonte: prdprio autor. 3- musculo liso. Fonte: proprio autor.
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Chandraker e colaboradores (2019) e Tanwar et al (2022) utilizaram tecidos de partes
moles em suas pesquisas e abordaram o uso do 6leo de coco como agente clarificador na etapa
de diafanizacdo. Os estudos demonstraram que entre o xilol e o éleo de coco houve uma
diferenca minima entre a rigidez e o tamanho da amostra ao fim do processamento. Contudo,
quanto a translucidez, ndo houve diferenciacdo entre os dois protocolos. Sermadi e
colaboradores (2014), conduziram um estudo em que os materiais que foram submetidos ao
xilol tiveram maior reducgéo de tamanho quando comparados as amostras que foram feitas com
0 6leo de coco.

Os mesmos achados também puderam ser observados nesta pesquisa, porque entre 0s

dois protocolos (I e 1) houve uma pequena diferenca de rigidez na etapa de diafanizacéo e foi



notada no momento da inclusdo dos materiais. J& durante as etapas de impregnacdo e
emblocamento ndo houveram diferencas.

Chandraker e colaboradores (2019) citaram que houve dificuldade para realizar os
cortes no processo realizado com o éleo de coco, 0 que também foi constatado no presente
estudo na etapa de microtomia pois 0s blocos que foram gerados a partir do tratamento Il (6leo
de coco) se apresentaram mais macios. Entretanto, quando as fitas foram colocadas em banho-
maria, as estruturas de traqueias se repeliam, se separando da parafina com maior frequéncia.
Porém mesmo com essa dificuldade, os cortes puderam ser realizados com sucesso. Os outros
tecidos testados (intestino, rim e coracdo) ndo apresentaram essa variagao.

Em algumas estagOes do ano devido as baixas temperaturas ambientais na regido do
estudo, o 6leo de coco se solidificou 0 que poderia ser um empecilho para seu uso. No entanto
com o auxilio de canecas de inclusdo pode-se manter temperatura controlada 30 °C para
liquefazer o 6leo, possibilitando o seu uso. Sermadi et al (2014) também relataram a mesma
dificuldade para a liquefacdo do dleo de coco em baixas temperaturas, porém foi facilmente
resolvido com o uso da estufa.

Segundo Cazari et al (2013) os funcionéarios de laboratorios de anatomia patologica
estdo expostos a toxicidade do xilol, correspondendo a cerca de 75% dos casos de doengas
ocupacionais. A principal forma de exposic¢do relatada € a inalacdo, que afeta principalmente o
sistema nervoso central causando fortes dores de cabeca, tontura e vomitos. Além disso contato
direto com o xilol pode causar dermatites, ressecamento, descamacao e rachaduras de pele.

Segundo Abreu e colaboradores (2022) por ser um produto de origem vegetal, o Brasil
possui grande producdo do 6leo de coco, o que facilita a sua compra e reduz o seu custo. Além
disso ndo é relatado historico de toxicidade para a populacdo. Portanto o 6leo de coco se torna
uma étima escolha para a utilizagdo na praticas histoldgica, reduzindo os custos laboratoriais,
pois o valor do 6leo de coco é em média 50% menor que o xilol. Dessa forma, a técnica se torna

mais barata e segura para 0s técnicos que estdo expostos aos vapores exalados no ambiente.

CONCLUSAO

A partir da presente pesquisa pode-se concluir que o 6leo de coco é um substituto
adequado ao uso do xilol no processamento histologico de tecidos, ja que ndo houve qualquer

dano as estruturas morfoldgicas e nem perda da qualidade da coloracéo dos tecidos analisados.



Ainda, o 6leo de coco ndo alterou o tempo de desenvolvimento da preparacdo da lamina

histol6gica, sendo uma alternativa barata, saudavel e sustentavel.
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