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Resumo

O xilol é um composto utilizado no processamento histoldgico, na etapa de diafanizacdo, sendo um solvente nocivo a
salide coletiva e ao meio ambiente. O objetivo desse estudo foi apresentar uma metodologia alternativa ao uso do
xilol, na etapa de diafanizacdo da rotina histolégica utilizando o 6leo de coco extravirgem. Foram utilizados
fragmentos de orelha, cerebelo e lingua de Rattus norvegicus divididos em cinco grupos. O grupo controle,
diafanizado com xilol, o grupo tratado I, com xilol e 30% de 6leo de coco, o tratado Il com xilol e 50% 6leo de coco,
o tratado 111 com xilol e 70% 6leo de coco e o tratado IV apenas com éleo de coco. Laminas de todos os grupos e
tecidos foram coradas com Hematoxilina de Harris e Eosina, as laminas de cerebelo também foram coradas com
Hematoxilina Fosfotlngstica e Eosina, as de lingua pelo método Tricromico de Gomori e as de orelha por Orceina
com Hematoxilina de Harris. Os tecidos avaliados ndo apresentaram diferencas entre 0s grupos no processo de
diafanizacdo, emblocamento e coloragdo, a a¢do diafanizante do 6leo manteve a morfologia dos tecidos e ndo causou
interferéncia nas colorag@es. Podemos concluir que o éleo de coco é um substituto promissor ao uso do xilol na etapa
de diafanizacdo, sendo uma alternativa mais segura e de baixo custo, ndo comprometendo a morfologia dos tecidos e
sem interferir nas diferentes coloragdes utilizadas, além de minimizar os riscos & saide publica e ambiental.
Palavras-chave: Estruturas animais; Histologia; Técnicas histoldgicas; Cocos nucifera; Rattus norvegicus.

Abstract

Xylol is a compound used in histological processing, in the diaphanization step, and is a harmful solvent to public
health and the environment. The aim of the study was to present an alternative methodology to the use of xylol, in the
clearing stage of the histological routine I use extra virgin coconut oil. Rattus norvegicus ear, cerebellum and tongue
fragments divided into five groups were used. The control group, cleared with xylol, the treated group I, with xylol
and 30% coconut oil, the treated Il with xylol and 50% coconut oil, the treated 111 with xylol and 70% coconut oil and
the treated IV just with coconut oil. Slides from all groups and tissues were stained with Harris Hematoxylin and
Eosin, as cerebellum slides were also stained with Phosphotungstic Hematoxylin and Eosin, as for tongue by Gomori's
Trichrome and as ear by Orcein with Harris' Hematoxylin. Tissues derived not differentiated between groups in the
process of diaphanization, blocking and staining, the clearing action of the oil maintained the tissue morphology and
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did not interfere with staining. We can demand that coconut oil is a promising substitute for the use of xylol in the
diaphanization step, being a safer and low-cost alternative, without compromising tissue morphology and without
interfering with the different colors used, in addition to minimizing the risks to public and environmental health.
Keywords: Animal structures; Histology; Histological techniques; Cocos nucifera; Rattus norvegicus.

Resumen

El xilol es un compuesto utilizado en el proceso histologico, en la etapa de diafanizacion, siendo un solvente nocivo
para la salud colectiva y el medio ambiente. El objetivo de este estudio fue presentar una metodologia alternativa al
uso del xilol, en la etapa de diafanizacién de la rutina histoldgica utilizando el aceite de coco extravirgen. Fueron
utilizados fragmentos de oreja, cerebelo y lengua de Rattus norvegicus divididos en cinco grupos. El grupo control
diafanizado con xilol, el grupo | tratado con xilol y 30% de aceite de coco, el grupo Il tratado con xilol y 50% aceite
de coco, el grupo 11 tratado con xilol y 70% aceite de coco y el grupo 1V tratado s6lo con aceite de coco. Laminas de
todos los grupos y tejidos fueron coloreadas con Hematoxilina de Harris y Eosina, las ldaminas de cerebelo ademas
fueron coloreadas con Hematoxilina Fosfotlngstica y eosina, las de lengua por el método Tricrémico de Gomori y las
de oreja por Orceina con Hematoxilina de Harris. Los tejidos evaluados no presentaron diferencias entre los grupos en
el proceso de diafanizacién, solidificacion y coloracién, la accion diafanizante del aceite mantuvo la morfologia de los
tejidos y no causoé interferencia en las coloraciones. Podemos concluir que el aceite de coco es un potencial sustituto
al uso del xilol en la etapa de diafanizacion. Siendo una alternativa mas segura y de menor costo, que no compromete
la morfologia de los tejidos y no interfiere en las diferentes coloraciones utilizadas y ademas minimiza los riesgos
para la salud publica y ambiental.

Palabras clave: Animal structures; Histology; Histological techniques; Cocos nucifera; Rattus norvegicus.

1. Introducéo

Amostras teciduais que devem ser submetidas a exames histolégico ou histopatoldgicos, quando se opta por um
método com parafina, precisam passar por uma sequéncia de procedimentos cujo objetivo é garantir que o fragmento possa ser
estudado e na rotina histologica, um tecido mole para se tornar uma lamina e ser observado em microscopia Otica, passa por
varias fases, que vai desde a sua coleta e fixacdo, passando pela desidratacdo, diafanizacdo (clarificagdo), impregnacao
(inclusdo em parafina), microtomia, desparafinizacéo, coloragdo e montagem, estas etapas conferem suporte ao tecido, além de
possibilitar a sua visualizagdo ao microscopio. Neste contexto o xilol é utilizado nas etapas de diafanizacéo, na desparafinagdo
e montagem final das laminas (Bancroft & Gamble, 2008; Mohammedsaleh, 2014; Patraquim, 2015; Camillo et al., 2017; Do
Nascimento et al., 2020), os protocolos dessas etapas dependem ainda do espécime biol6gico, do tipo de tecido entre outros
fatores (Souza et al., 2010).

O xilol ou xileno é um composto aromatico derivado do petréleo que compde o grupo BTEX (benzeno, tolueno,
etilbenzeno e xilenos) de Compostos Orgénicos Volateis (COV) assim como benzeno, tolueno e etilbenzeno. Seus isdmeros
(orto, meta e para), sdo solventes, usados em tintas, vernizes, borracha, tinturas, corantes, preparo farmacéuticos, industrias de
plasticos e de petroleo, na fabricagdo de alguns &cidos e solventes em andlises de laboratdrio (Costa et al., 2007; Cetesb, 2016;
Hernandes et al., 2017).

O uso de equipamentos de protecdo é necessario, quando se trata de xilol, visto que pode trazer danos a salde
relacionados ao tempo e a concentracdo resultante da exposicdo desse composto. Irritacdo dos olhos, das mucosas e da pele,
desconforto gastrico e dores de cabeca sdo os relatos mais comuns da exposigdo excessiva do solvente (United States, 2007;
Cetesh, 2016; Hernandes et al., 2017; Cetesb, 2021). O Conama (Conselho Nacional de Meio Ambiente), classifica o residuo
de xilol no Grupo B, ou seja, que apresenta risco a sadde publica e ao meio ambiente (Brasil, 2005). Residuo de xilol deve ser
incinerador quimicamente (Cetesb, 2021) ou, se for proveniente de laboratério de histologia e/ou patologia, pode ser
reaproveitado através de uma destilacéo fracionada em cerca de 70% (Schwarz, 2017).

Existem varios relatos na literatura de 6leos vegetais como substitutos do xilol na rotina histoldgica, Rasmussen et al.
(1992) utilizaram dleo de oliva (azeite) na etapa de diafanizacdo e o 6leo de coco na etapa de impregnacdo e nao os
consideraram, menos adequado para o diagnostico histolégico, quando comparados ao xilol. Udonkang et al. (2014) avaliaram

0 6leo de palma como clarificante e constataram pequenas diferengas em relagdo ao xilol, sem comprometer, a qualidade dos
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tecidos; Sermadi et al. (2014) compararam o 6leo de coco com o xilol como clarificante e ndo evidenciaram comprometimento
da qualidade histoldgica; Indu et al. (2014) propuseram o 6leo de cedro como uma alternativa eficaz, ecoldgica e segura ao
xileno como agente de desparafinixacdo no laboratdrio histopatoldgico; Swamy et al. (2015) utilizaram com sucesso, éleo de
cenoura, 6leo de pinho, dleo de rosa e 6leo de oliva (azeite) no processamento histoldgico, e constataram que 0s quatro 6leos
apresentam capacidade de diafanizar os tecidos semelhante ao xilol, sendo 6leos econdmicos e que ndo comprometem a
coloracdo histolégica; o 6leo de pinho foi superior em suas propriedades fisicas e de clareamento; Digala et al. (2017) relatam
que os resultados obtidos com o 6leo de coco e o 6leo de amendoim sdo melhores do que o xilol no processamento de tecidos
sem riscos a salde; Ashitha (2018) utilizou 6leo de coco e 6leo de palma na etapa de diafanizacdo e constatou que ambos 0s
6leos, com vantagem para o de coco, apresentam potencial como substituto do xilol; Chandraker et al. (2018) reportaram
dificuldades substituindo o xilol por 6leo de coco, mas afirmaram que a qualidade histoldgica é semelhante e sem risco a
sadde; Ravindran et al. (2018) avaliaram o 6leo palma e constaram semelhanca com o xilol, com bons resultados histoldgicos,
sendo produto isento de toxicidade, sem riscos, ndo inflamavel, biodegradavel, econémico, de facil manuseio e prontamente
disponivel, além das caracteristicas de coloracdo com coloracdo hematoxilina e eosina (H/E) mostrarem longevidade sem
desbotamento.

Recentemente, Sermadi et al. (2019) usaram o azeite na etapa de clarificacdo, sem relatarem diferencas ao uso do
xileno; o 6leo de ricino foi proposto por Carreira et al. (2019) como um bom substituto do xilol no processamento de
histologico de diafanizacéo, tendo em vista os resultados obtidos em seu estudo; Abreu et al. (2019) demonstraram que na
etapa de diafanizacdo, a solucdo 1:1 (xilol e 6leo de coco) era satisfatoria e atende as especificidades da rotina histolégica;
Akpulu et al. (2021) recomendaram o Oleo de eucalipto como agente eficaz no processo de desparafinacdo sem
comprometimento na etapa de coloragdo e Tsamiya et al. (2021) afirmaram que o azeite, 6leo de cravo e 6leo de amendoim
tém capacidade para diafanizar os tecidos quando comparados com aqueles clarificados com xileno, considerando ainda seu
custo reduzido, disponibilidade, efeitos benéficos a salide e seguranca ao meio ambiente.

O coco da baia ou simplesmente coco é o fruto do coqueiro (Cocos nucifera L.) é a Unica espécie do género, uma das
mais importantes familias da classe Monocotyledoneae. E uma angiosperma monocotiledonea da familia Arecaceae. O fruto
possui uma epiderme lisa ou epicarpo externo, um mesocarpo intermediario espesso e fibroso, e um endocarpo interno com um
albume branco so6lido e um albimen liquido (Cuenca et al., 2021; Lima, 2015). A cocoicultura € um setor que tem uma grande
importancia socioecondmica, visto que gera uma gama de empregos diretos e indiretos, e isso se deve versatilidade de todos os
componentes da &arvore e principalmente do fruto. O dleo é um desses produtos do coco extraido do albume branco solido,
sendo a principal fonte de &cido laurico para a inddstria (Embrapa, 2019). O 6leo de coco é empregado na produgdo de
alimentos, sab8es, cosméticos e na fabricacdo de biopolimeros e biodiesel (Aradjo et al., 2009; Carpiné, 2015; Bressan et al.,
2017).

Por ser um composto extremamente volatil, o xilol requer das pessoas envolvidas com o seu uso conhecimento dos
seus riscos, das formas de prevencdo, descarte e da necessidade de equipamentos de prote¢do individual e coletivos, e neste
contexto pesquisas sobre meios de substituicdo total ou parcial do xilol tornam-se necessarias. Assim, o éleoc de coco pode ser
uma alternativa de baixo custo e ndo toxica para substituicdo do xilol na rotina histolégica. O 6leo de coco €é facilmente
encontrado no comércio e sem histdrico relevante de toxidade para a populagfo. E um produto de origem vegetal, que possui
uma cadeia produtiva ampla e presente em vérias regides do pais, utilizado na alimentagdo humana e animal, explorado como
alternativa para outros compostos derivados do petréleo, como a cera. O objetivo desse estudo foi apresentar uma metodologia
alternativa na rotina histolégica, de reduzido custo e risco bioldgico para o processo de diafanizagdo, utilizando o 6leo de coco

extravirgem.
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2. Metodologia

Trata-se de um estudo bibliografico e experimental (Gil, 2017), que teve como objeto de estudo uma alternativa para
substituir o xilol na rotina histologica. O estudo foi desenvolvido no Laboratério de Técnicas Histoldgicas e Embriolégicas do
Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade de Pernambuco, no Campus Santo Amaro, Recife (PE).

Para a realizacdo deste trabalho foram utilizados cinco fragmentos de diferentes tecidos de Rattus norvegicus
(cerebelo, lingua e orelha), previamente fixados em formol tamponado a 10% e mantidos (conservados) em alcool a 70%.

O processamento histoldgico experimental, consistiu nas etapas de:

1. Desidratagdo: Os fragmentos (controle e tratados), conservados em alcool a 70%, passaram por protocolos
semelhantes de desidratagio em alcool de 1 hora [Alcool 90%, 100% (1) e 100% (11)], diferenciando na etapa de diafanizag#o.

2. Diafanizacdo: Os fragmentos foram distribuidos em cinco grupos de acordo com uma adaptacao da pesquisa
realizada por Ofusori et al. (2009). O grupo controle teve os fragmentos submetidos pelo tratamento histoldgico rotineiro,
utilizando dois banhos de 1 hora em xilol (temperatura ambiente), enquanto os grupos tratados foram submetidos a dois banhos
de 1 hora (temperatura ambiente) dos seguintes protocolos: tratamento | — 70% xilol e 30% 6leo de coco; tratamento Il — 50%
xilol e 50% o6leo de coco; tratamento |11 — 30% xilol e 70% 6leo de coco; tratamento 1V — 100% 6leo de coco.

3. Impregnacdo e Confecgdo dos blocos de parafina: Os tecidos dos grupos (controle e tratados) sofreram dois
banhos em parafina de 1h:00 e de 30m em parafina/cera de abelha a 650C (Do Nascimento et al., 2020), em seguida foram
confeccionados os blocos em parafina liquida em forma de silicone, etiquetados e levados para resfriar.

4. Microtomia: Os blocos (controle e tratados) foram cortados em 5 pum utilizando o micrémetro Leica®
RM2165. Em seguida as laminas foram identificadas, e colocadas para secar em estufa a 600C por 25 minutos e armazenadas.

5. Coloragdes: Os érgdos (cerebelo, lingua e orelha) dos grupos controle e tratados foram corados com a técnica
de Hematoxilina de Harris com Eosina (H/E). Laminas de orelha foram corados em Orceina e Hematoxilina de Harris,
preparacBes de lingua foram corados pelo método Tricromico de Gomori e laminas de cerebelo foram corados por
Hematoxilina Fosfotlngstica e Eosina. Para serem coradas todas as laminas foram desparafinadas de forma rotineira com xilol
e submetidas ao processo de coloracéo (Tolosa et al., 2003).

6. Montagem: A fase final do processamento histolégico seguiu a metodologia proposta por Cazari et al. (2013)
com modificagdes, que consistiu em submeter as laminas em estufa a 650C por 10 minutos para secagem e montagem com
laminula em Entellan®.

A andlise e registro das imagens foram realizadas utilizando o microscépio Olympus® CX31 e as imagens obtidas
através da cAmera fotografica do mesmo fabricante. Os 6rgdos utilizados neste estudo tiveram a aprovacao prévia do Comité de

Etica em uso com animais, da Universidade de Pernambuco / UPE (CEUA: 02/14).

3. Resultados e Discusséo

Os diferentes tecidos avaliados (orelha, lingua e cerebelo) ndo apresentaram diferencas, independentemente do
tratamento empregado (T-1 a T-1V) no processo de diafanizacdo, impregnacdo, emblocamento e colora¢do. Sendo demonstrado
que o 6leo de coco associado ou puro € um bom substituto para o xilol na etapa de diafanizagao.

A Figura 1 e 2 apresentam cortes de orelha corados com H/E e Orceina com Hematoxilina de Harris, respectivamente.
Em todas as laminas é possivel identificar as mesmas estruturas histolégicas, tecido conjuntivo e tecido cartilaginoso. Na
coloracdo empregada na Figura 2 as fibras elasticas sdo evidenciadas.

Na Figura 3 e 4 observam-se cortes de lingua corados com H/E e Tricrdmico de Gomori, respectivamente. E possivel
identificar nas Iaminas histoldgicas tecido adiposo, fibras musculares estriadas e nervos periféricos.

A Figura 5 e 6 trazem cortes de cerebelo corados com H/E e Hematoxilina Fosfotingstica com Eosina,
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respectivamente. As estruturas evidenciadas nos cortes sdo a meninge, camada molecular, células de Purkinje, camada

granulosa e substancia branca.

Figura 1: Orelha (Hematoxilina e Eosina - H/E)
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Observa-se: 2.1 Controle: (A) Tecido cartilaginoso
elastico; (Al) Pericondrio; (A2) Fibras elasticas: (A3)
Condrocito; (B) Tecido conjuntivo. 2.2 Tratamento I: (A)
Tecido cartilaginoso elastico; (A1) Pericondrio; (A2)
Condrocito; (A3) Fibras elasticas: (B) Tecido conjuntivo.
2.3 Tratamento 1I: (A) Tecido cartilaginoso elastico: (A1)
Condrécito; (A2) Pericondrio: (A3) Fibras clasticas; (B)
Tecido conjuntivo; (C) Tecido adiposo. 2.4 Tratamento
II: (A) Tecido cartilaginoso elastico; (A1) Pericondrio;
(A2) Fibras elasticas; (A3) Condrocitos; (B) Tecido
adiposo; (C) Tecido conjuntivo. 2.5 Tratamento IV: (A)
Tecido conjuntivo; (B) Tecido cartilaginoso elastico: (B1)
Fibras elasticas; (B2) Pericondrio: (B3) Condrocito; (C)
Tecido adiposo. Aumento 400x.

'™ zwomm | Fonte: Autores
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Observa-se: 3.1 Controle: (A) Tecido adiposo; (B) Fibras
musculares estriadas (corte longitudinal). 3.2 Tratamento
I: (A) Fibras musculares estriadas (corte transversal): (B)
./ Fibras musculares estriadas (corte longitudinal). 3.3
_ Tratamento II: (A) Fibras musculares estriadas (corte
transversal). 3.4 Tratamento II1: (A) Fibras musculares
estriadas (corte transversal); (B) Tecido adiposo. 3.5
Tratamento 1V: (A) Fibras musculares estriadas (corte
transversal); (B) Tecido adiposo; (C) Nervo periférico.
~ Aumento 400x.

- . Fonte: Autores.
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Figura 4: Lingua (Tricromico de Gomori)

‘\T:'.,;

Observa-se: 4.1 Controle: (A) Fibras musculares estriadas
(corte transversal); (B) Fibras musculares estriadas (corte
longitudinal). 4.2 Tratamento I: (A) Fibras musculares
estriadas (corte transversal); (B) Fibras musculares
estriadas (corte longitudinal). 4.3 Tratamento II: (A)
Fibras musculares estriadas (corte transversal). 4.4
Tratamento III: (A) Fibras musculares estriadas (corte
longitudinal); (B) Fibras musculares estriadas (corte
longitudinal); (B) Fibras musculares estriadas (corte
transversal). 4.5 Tratamento IV: (A) Fibras musculares
estriadas (corte longitudinal): (B) Fibras musculares
estriadas (corte transversal). Aumento 400x.

Fonte: Autores.
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Observa-se: 5.1 Controle; (A) Meninge; (B) Camada
molecular; (C) Células de Purkinje: (D) Camada
granulosa. 5.2 Tratamento I: (A) Meninge; (B) Camada
molecular; (C) Células de Purkinje; (D) Camada
granulosa; (E) Substancia branca. 5.3 Tratamento II: (A)
Camada molecular; (B) Células de Purkinje; (C) Camada
granulosa; (B) Célula de Purkinje; (C) Camada molecular;
(D) Meninge. 5.5 Tratamento IV: (A) Meninge; (B)
Camada molecular; (C) Células de Purkinje; (D) Camada
granulosa. Aumento 400x.

Fonte: Autores.
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Figura 6: Cerebelo (Hematoxilina Fosfotingstica e Eosina)

B Rmmmasdar B
_200 mm

Observa-se: 6.1 Controle; (A) Substincia branca; (B)
Células de Purkinje; (C) Camada molecular; (D) Camada
granulosa. 6.2 Tratamento I: (A) Camada molecular; (B)
Célula de Purkinje: (C) Camada granulosa. 6.3 Tratamento
II: (A) Camada molecular: (B) Células de Purkinje: (C)
Camada granulosa. 6.4 Tratamento III: (A) Célula de
Purkinje; (C) Camada molecular; (D) Meninge. 6.5
Tratamento IV: (A) Células de Purkinje; (B) Camada
molecular: (C) Meninge: (D) Camada granulosa, Aumento
400x.

Fonte: Autores.
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Ap0s o processo de fixacdo e/ou conservacgdo, a proxima etapa do processamento histolégico, é a desidratacdo, tendo
em vista que a substancia utilizada antes da inclusdo na parafina, ndo se homogeneiza com a agua existente nos tecidos. O
alcool etilico é comumente utilizado em proporcdes crescentes até o alcool absoluto (Timm, 2005; Camillo et al., 2017; Moreti
et al., 2019; Do Nascimento et al., 2020). O uso alternativo do 6leo de coco substituindo o xilol ndo interferiu no processo de
clarificacdo e manteve as estruturas histologicas dos tecidos. A diafanizacdo é a etapa do processamento histolégico onde a
peca previamente desidratada tem seu agente desidratante substituido por uma substancia que possui afinidade com a parafina,
possibilitando sua penetragdo no tecido. Nessa etapa também ocorre o clareamento do tecido, motivo pelo qual ela também é
chamada clarificagdo (Nunes & Cinsa, 2016). Além do xilol, as substancias usadas rotineiramente na histolégica, séo o toluol,
benzeno, 6leo de cedro e os solventes universais, como acetato butilico, benzoato metilico e dioxido dietileno (Michalant,
1988; Tolosa et al., 2003; Ofusori et al., 2009; De Souza Junior, 2010; Piculo et al., 2014; Nunes & Cinsa, 2016; Gartner &
Hiatt, 2017), outros agentes foram relatados como capazes de substituirem o xilol, como querosene, cloroférmio, salicilato de
metila, hidrocarbonetos alifaticos de cadeia longa (Tolosa et al., 2003; Ofusori et al., 2009; Nunes; Cinsa, 2016).

Uma caracteristica da fase de diafanizacéo ou clarificacdo em 6rgdos submetidos ao xilol é a aparéncia transldcida dos
tecidos expostos ao solvente (Tolosa et al., 2003; Timm, 2005, Nunes & Cinsa, 2016). Os fragmentos de lingua, orelha e
cerebelo, utilizados em nosso estudo foram diafanizados de forma rotineiramente usando xilol, éleo de coco puro e 6leo de
coco em associacdo com Xxilol em temperatura ambiente. Essa metodologia fez com que os 6rgaos ndo ficassem totalmente
translicidos. 1sso pode estar relacionado, ao ponto de fusdo do 6leo de coco, que de acordo com Martins e Santos é em torno
de (24,4 - 25,6 °C), enquanto o do xilol é cerca de 13,3 oC (Cetesh, 2021).

De acordo com Chandraker et al. (2018) os tecidos processados com 6leo de coco apresentaram menor translucidez e
menor rigidez, quando comparado ao xilol, a pouca translucidez foi uma caracteristica dos tecidos tratados com 6leo de coco,
enquanto a rigidez dos tecidos foi semelhante aos tecidos tratados com xilol. Essas dificuldades ndo foram relatadas por
Sermadi et al. (2014) e Chandraker et al. (2018) que usaram apenas 6leo de coco, Rasmussen et al. (1992) que testaram éleo de
oliva e de coco, Digala et al. (2017) que testaram éleo de coco e 6leo de amendoim, Swamy et al. (2015) que testaram 6leos de
pinho, de cenoura, de rosa e de oliva, Indu et al. (2014) que usaram dleo de cedro; Udonkang et al. (2014) que avaliaram o 6leo
de palma, Ashitha (2018) que utilizou 6leo de coco e 6leo de palma, Carreira et al. (2019 que usaram 6leo de ricino, Ravindran
et al. (2018) que avaliaram o éleo palma, Tsamiya et al. (2021) que testaram dleos de cravo, amendoim e oliva e Akpulu et al.
(2021) que avaliaram 6leo de eucalipto.

Chandraker et al. (2018) usando 6leo de coco e Tsamiya et al. (2021) testando dleos de cravo, de amendoim e de
oliva, diafanizaram seus tecidos em temperatura ambiente, diferentes de Rasmussen et al. (1992) e Digala et al. (2017) que
apos a desidratacdo dos tecidos realizaram a clarificacdo em 6leo de oliva a temperatura de 500C, e éleo de coco a 60 oC,
respectivamente, seguindo com & etapa de impregnacdo dos tecidos. O dleo de coco puro ou combinado com xilol, em nosso
estudo, ndo divergiu do procedimento realizado apenas com o xileno; os éleos vegetais podem ser usados na rotina histoldgica
e apresentam grande potencial como substituto do xilol na etapa de diafanizacdo (Rasmussen et al., 1992; Indu et al., 2014;
Udonkang et al., 2014; Swamy et al., 2015; Digala et al., 2017; Ashitha, 2018; Chandraker et al., 2018; Ravindran et al., 2018;
Carreira et al., 2019; Akpulu et al., 2021; Tsamiya et al., 2021).

Apesar da pouca translucides dos tecidos, pudemos constatar que as laminas obtidas pelo processamento com 6leo de
coco puro ou em associacdo com xilol foram semelhantes daquelas confeccionadas apenas com xilol, além de ndo ter
interferido na fase seguinte, a de impregnacdo (banho de parafina na estufa) e emblocamento (Rasmussen et al., 1992;
Premalatha et al., 2013; Chandraker et al., 2018; Akpulu et al., 2021). A adog¢do do 6leo de coco extravirgem sem necessitar da
associagcdo com o xilol como diafanizador minimiza os riscos de problemas neurolégicos, gastrointestinais, respiratorios,

renais, cardiovasculares e dérmicos (United States, 2007; Cetesb, 2016; Cetesh, 2019) como é caso dos técnicos dos
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laboratorios que fazem uso desse solvente, assim como ao meio ambiente (Brasil, 2005).

Apos a etapa de diafanizacdo, em nosso trabalho, os 6rgdos foram transferidos para estufa a 650C para serem
submetidos ao processo de impregnacdo, o tecido inicialmente é embebido em parafina liquida a 60-650C e, posteriormente,
incluso em um molde que também é preenchido com parafina. Ap6s sélido, o bloco podera ser cortado e as laminas obtidas
serem coradas (Tolosa et al., 2003; Timm, 2005; Nunes & Cinsa, 2016; Camillo et al., 2017; Tsamiya et al., 2021). A
realizacdo adequada das fases de desidratacdo, clarificacdo e impregnacdo sdo fundamentais para que a confeccdo do bloco
seja satisfatdria, facilitando a microtomia (Nunes & Cinsa, 2016). Em nosso estudo os érgdos também sofreram a etapa de
impregnacao em parafina em estufa histolégica a 650C. Independentemente desse fato, podemos afirmar que o xilol possui,
boa homogeneizacdo com o 6leo de coco e com a parafina, 0 que repercutiu na qualidade dos blocos, na microtomia e
coloracéo dos tecidos.

Todos os grupos testados, em nosso estudo, apresentaram facilidade para o corte, embora o grupo 1V, tratado apenas
com Gleo de coco, tenha apresentado maior facilidade. Isso é importante, pois a metodologia proposta, neste trabalho, ndo
necessita do uso adicional de xilol para o sucesso desta etapa histoldgica; Rasmussen et al. (1992) afirmam que a miscibilidade
do 6leo de coco com a parafina é semelhante quando comparada ao xilol e que ndo existem diferencas nas etapas do
processamento histolégico; Chandraker et al. (2018) afirmam que apesar da boa homogeinizagdo entre o 6leo de coco com a
parafina, quando comparada ao xilol, os blocos de parafina provenientes de 6leo de coco apresentam dificuldades ao corte do
micrétomos, sem comprometer, contudo, o resultado histoldgico.

As diferentes coloragdes utilizadas neste estudo (Hematoxilina/Eosina, Orceina/Hematoxilina, Tricrdbmico de Gomori
e Hematoxilina Fosfotlngstica/Eosina ndo sofreram interferéncia devido ao uso do éleo de coco como clarificante. Segundo
Nunez e Cinsa (2016) o processo de coloracdo é uma etapa importante, e fundamental visto que tinge os componentes teciduais
e consequentemente permite a sua visualizacdo. Para a realizacdo da coloracdo dos tecidos € fundamental a retirada da
parafina, que usualmente é precedida de banhos de xilol e alcool (Tolosa et al., 2003; Timm, 2005 e Nunez & Cinsa, 2016).
Em nosso estudo a retirada da parafina também foi realizada com xilol, assim com Udonkan et al. (2014) que utilizaram éleo
de palma. Para essa etapa Rasmussen et al. (1992) retiraram a parafina das laminas, com 6leo de coco a 60 oC.
Independentemente da metodologia usada a miscibilidade dos 6leos com o xilol e a parafina é grande e ndo interfere na
coloracdo com H/E (Rasmussen et al., 1992; Premalatha et al., 2013; Sermadi et al., 2014; Swamy et al., 2015; Indu et al.,
2016; Ashitha, 2018; Chandraker et al., 2018; Abreu et al., 2019; Sermadi et al. 2019; Carreira et al. 2019 Tsamiya et al. 2021;
Akpulu et al., 2021). Em relagdo a outras técnicas de tingimento histolégico Rasmussen et al. (1992) ndo evidenciaram
diferengas nas colora¢des histoquimica e imuno-histoquimica, fato corroborado por Sermadi et al. (2014) que constataram que
a coloracdo com PAS (&cido periddico de Schiff) ndo é comprometida pelo uso do 6leo de coco e nem com azeite (Sermadi et
al., 2019).

Apos a etapa de coloragdo as laminas foram imersas em banhos de alcool, crescentes e em seguida foram
aconcicionadas em estufa a 650C por 10 minutos, conforme proposto por Cazari et al. (2013) com adaptacdo, assim nesta etapa
do processamento histolégico ndo foi feito uso do xilol. Em relagdo a montagem das preparaces histologicas, Rasmussen et al,
1992, utilizaram o Pertex® e Udonkang et al. (2014) usaram o (DPX - Distrene Plasticiser Xylene), ambas, sdo resinas
sintéticas miscivel em xilol. Na rotina histoldgica, a lamina recem corada usualmente é submetida em banhos de &lcool e xilol
para em seguida ser adicionado sobre o tecido corado, uma resina liquida (veniz) micivel em solvente e sobre ela uma laminula
de vidro (Timm, 2005; Paiva et al., 2006, Cazari et al., 2013), existem outros exemplos de vernizes, dentre os mais usados
destacam-se Euparal®, Entellan® e Permount® (Kraus & Arduin apud Paiva et al., 2006) e o verniz vitral 500® (Paiva et al.,
2006).
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4, Concluséao

O uso do 6leo de coco é uma possibilidade segura, de baixo custo e capaz de minimizar o uso de xilol na rotina
histoldgica, ndo causando comprometimento a morfologia dos tecidos e nem ao desenvolvimento das diferentes coloragdes,
além de diminuir os riscos a salde publica e a0 meio ambiente. As divergéncias encontradas em nosso trabalho com algumas
pesquisas que fizeram uso de éleos, mostra que a substituicdo do xileno ainda requer estudos, afinal a técnica em uso com este
solvente e parafina é antiga, estando mundialmente disseminada e consolidada nos laboratérios de histologia e patologia, ainda
assim, com diferencas pontuais entre os inimeros centros de ensino e pesquisa. O presente estudo utilizou tecidos moles, assim
como as indmeras pesquisas consultadas na literatura, que subsidiaram esse trabalho, contudo, podemos comprovar que é
possivel substituir o xilol tendo o 6leo de coco como solvente.

Sugestdes para trabalhos futuros
Analisar como tecidos endurecidos, 0sso e dente, se comportam usando 6leo de coco, uma vez que 0 processamento
histologico desses requer, normalmente, uso de acidos para remover 0s minerais e essa interacdo acido-6leo-parafina carece de

investigacao.
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