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RESUMO

O xilol é um solvente amplamente utilizado em laboratérios de anatomia patoldgica, durante o
processamento de laminas histoldgicas. No entanto, este solvente apresenta alta toxicidade e sua
exposicdo, especialmente ocupacional, pode acarretar em diversos problemas de saude. Assim, é
extremamente importante o desenvolvimento de protocolos que reduzam o seu uso, ou
substituam o xilol por outros agentes que possam ter fungdes semelhantes. O objetivo do
presente estudo foi avaliar a qualidade estrutural e de visualizagdo microscépica de diferentes
tecidos humanos submetidos a processamento histolégico, com redugao da utilizacdo do xilol, que
foi excluido durante a etapa de diafanizagdo final e montagem das laminas coradas pela técnica de
hematoxilina e eosina. Foram utilizados tecidos de bidpsias de pele, figado, vesicula biliar e utero,
encaminhados a avaliagdo em um laboratdério de anatomia patolégica. Os tecidos foram
submetidos a dois tipos de processamento histoldgico: controle (C, processamento de rotina) e
reducdo de xilol (RX). Nado foi identificada nenhuma alteracao qualitativa, que pudesse prejudicar a
visualizacdo celular e o diagndstico, nas laminas do grupo RX em relacdo ao grupo C. E importante
ressaltar a importancia deste resultado para a reducao da exposi¢ao ocupacional em laboratérios
de anatomia patolégica, da contaminagdao ambiental e dos custos, principalmente para o descarte
adequado do produto.
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REDUCING THE USE OF XYLENE IN HEMATOXYLIN AND EOSIN STAINING

ABSTRACT

The xylene is a solvent widely used in pathological anatomy laboratories, during the processing of
histological slides. However, this solvent has a high toxicity and its exposure, especially
occupational, can lead to many health problems. Thus, it is extremely important to develop
protocols to reduce its use or to substitute xylene by other agents that may have similar functions.
The aim of this study was to evaluate structural and microscopic visualization of different human
tissues subjected to histological processing with reduced use of xylene that was excluded in the
clarification and mounting of the histological slides stained with hematoxylin and eosin. Tissues
from biopsies of skin, liver, gallbladder and uterus referred for evaluation in a pathological
anatomy laboratory were used. The tissues were subjected to two types of histological processing
protocol: control (C, routine protocol) and reduced xylene (RX). Did not observe any qualitative
change that could impair the visualization cell and diagnosis in the histological slides of the RX
group when compared to control group. It is important to emphasize the importance of this result
to the reduction of occupational exposure in pathological anatomy laboratories, environmental
contamination and costs, especially for proper disposal of the product.

Key-words: xylenes, histology, pathology, hematoxilyn, eosine.
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INTRODUGAO E OBJETIVO

O xilol (xileno ou dimetilbenzeno) é
um liquido incolor, insoluvel em 4dgua, e
apresenta aspecto limpido e odor
caracteristico’. A sua composi¢ao comercial
resulta de uma mistura isomérica composta
dos hidrocarbonetos orto, meta e para-
xileno, sendo o segundo, o componente
principal em sua composigéoz.

Este composto quimico é obtido a
partir do petréleo e amplamente usado na
industria, principalmente como solvente de
uma série de compostos como tintas,
vernizes, borracha, adesivos, tinires e colas®.
Além disso, este solvente é amplamente
utilizado em laboratérios de anatomia
patolégica, durante o processamento e
confecgdo de laminas histolégicas3. Seu alto
fator de solvéncia permite o maximo de
retirada de alcool dos tecidos, tornando-os
translucidos e melhorando a infiltragao pela
parafina. Suas excelentes capacidades de
desparafinacdo e diafanizacdo (clareamento)
também sd3o importantes durante os
procedimentos de coloraco histoldgica®.

0 xilol oferece risco de
contaminacdo durante os processos de
producdo, embalagem, transporte e
utilizacdo. A maioria do xilol que é liberado
acidentalmente evapora no ar, o que além da
contaminacdo leva ao risco de explosdo, sob

agao do  calor. Em determinadas
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concentragdes na atmosfera, sua vida média
é de uma a dezoito horas. Em caso de
derramamento no solo ou de aterros
sanitdrios, o produto geralmente evapora em
grau moderado, podendo, portanto, ocorrer
percolacdo (passagem lenta de um liquido
através de um meio filtrante) e contaminagao
de dguas subterraneas, chegando a pocos de
agua potavel®.

A exposi¢cdao ao xileno pode ocorrer
por meio de inalagdo, ingestdo e contato com
olhos ou com a pele. O tipo e a gravidade dos
efeitos na saude dependem de varios fatores,
incluindo a quantidade de composto e a
duraco do tempo de exposicio®.

A exposicdo ocupacional é a maior
fonte de contato a altos niveis de xilenos.
Além de pintores e trabalhadores da
industria quimica de tintas, os funcionarios
de laboratérios biomédicos e de anatomia
patolégica também estdo amplamente
expostos aos efeitos tdxicos do xilol,
apresentando, em cerca de 75% dos casos,
algum problema de saude relacionado a
manipulag3o do solvente.

O limite de tolerancia de exposicao
aos xilenos é de 78 ppm ou 340 mg/ms.
Viarios efeitos tém sido relatados apds a
exposicdo aguda e cronica ao solvente em
concentracdes de 200 ppm ou mais. O
principal efeito da inalacdo de vapores de

xileno é a depressdao do sistema nervoso
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central, com sintomas como cefaléia,
tontura, nduseas, vOomitos e perda de
apetite®. O contato prolongado também
pode prejudicar as vias olfatérias, o figado, os

2811 0 contato com a

rins, a visdo e a audicdo
pele pode causar dermatites, inflamacgdes,
inchaco, ressecamento, descamacdo e
rachaduras. Além disso, estudos demonstram
gque o xileno pode produzir efeitos
fetotdéxicos, como atraso na ossificacdo e
alteragdes comportamentais em animais,
mesmo na auséncia de toxicidade materna®.

Além do comprometimento da
salde, se nao descartado corretamente, o
xilol pode causar prejuizos por danificar
redes de esgoto e derreter materiais de PVC,
comprometendo n3ao sé a empresa
responsavel por seu uso, mas as imediacoes
do local®®. Devido a todos estes riscos, a
eliminacao de seus residuos deve ser feita
apenas por empresas especializadas.

Todos estes problemas que
envolvem a utilizagao do xilol tém levado a
tentativas de reducdo do seu uso ou até
mesmo substituicdo completa do produto
por outros agentes que possam ter funcdes
semelhantes. Alguns substitutos testados em
protocolos histolégicos automatizados ou
manuais, em tecidos humanos e de animais
sdo: o propileno glicol éter metilico,
isopropanol (2-propanol), n-heptano e alguns
compostos produzidos a partir de dleos

vegetais e minerais***8.
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Diante desta problematica, o

objetivo do presente estudo foi avaliar a
qualidade estrutural e de Vvisualizacdo
microscopica de diferentes tecidos humanos
submetidos a processamento histolégico e
coloragdao por hematoxilina e eosina com
reducdo da utilizacdo do solvente xilol. Além
de reduzir o custo da técnica de producdo de
laminas histoldgicas, em cerca de 40%, a
diminuicdo do uso do solvente proposta,
também poderd levar a uma menor
exposicao ocupacional e conseqilientemente
a melhoria de qualidade de vida dos
funcionarios de laboratdrios de anatomia
patoldgica e histologia. Pode se destacar
também como beneficio, a economia de
tempo, a menor producao de residuos
quimicos e a redugdao do risco de
contaminagdo ambiental.

O objetivo do presente estudo foi
avaliar a qualidade estrutural e de
visualizagdo microscépica de diferentes
tecidos humanos, submetidos a
processamento histoldgico com reducao da
utilizacdo do xilol, sendo o solvente excluido
da etapa de diafanizacao final e montagem
das laminas coradas pela técnica de

hematoxilina e eosina.
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METODOS
Material biolégico

Foram utilizadas amostras de 5
pacientes, obtidas a partir de bidpsias
cutaneas (n=2) e hepatica (n=1) e pecas
cirdrgicas de vesicula biliar (n=1) e de utero
(n=1), submetidas a investigacao
histopatoldgica diagndstica em um
laboratdério de anatomia patoldgica do
interior paulista. Os procedimentos adotados
nesta pesquisa obedeceram aos Critérios da
Etica em Pesquisa com Seres Humanos
conforme Resolugdo no. 466/2012 do
Conselho Nacional de Saude. O estudo foi
aprovado pela Comissdo de Etica em

Pesquisa (CEP) da Universidade do Oeste
Paulista — UNOESTE (Protocolo n? 1200).

Processamento histologico e forma de
analise dos resultados

Ao chegar ao laboratodrio, os tecidos
de bidpsia e as pecas cirlrgicas, fixados em
formol a 10% provenientes de diferentes
locais de coleta, foram registrados e
encaminhados ao setor de macroscopia,
onde foram separados, selecionados e
colocados em cépsulas identificadas.

Os diferentes tecidos foram
submetidos a dois tipos de processamento
histoldgico (n=5 por grupo experimental):
controle (C) e com reducgdo de xilol (RX).

Como processamento controle, foi

realizada a metodologia rotineiramente
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empregada em laboratdrios de anatomia

patolégica™. Para isso, os tecidos fixados
foram desidratados em solugdes crescentes
de dlcool e diafanizados em xilol (Lote: T
17101214, cédigo ONU:1307, fracionado por
Bicloro distribuido por Alkimia) através de
um autotécnico (PTO5, Lupe, Brasil). Apds
este  processamento, o material foi
submetido a inclusdo em parafina e levado a
placa refrigerada para confeccdo dos cortes
histolégicos de 4um espessura, que foram
obtidos por meio de micrétomo rotativo
(MRPO3, Lupe, Brasil) e navalha descartéavel.
Os cortes foram distendidos em banho-maria
em temperatura variando entre 48 a 52 °C.
Antes de passar pelo processo de
coloragdo, as laminas histolégicas foram
desparafinizadas em estufa a 80°C, por 30
minutos e passaram por dois banhos de xilol
com duragdio de 10 e 5 minutos,
respectivamente. Apds este procedimento,
os cortes foram corados pela técnica
Hematoxilina e Eosina (HE) e submetidos a 5
banhos de alcool para desidratacdo e a 3
banhos de xilol para diafanizacdo final. Com o
material imerso no ultimo banho de xilol, as
laminas foram montadas com verniz e
laminula. No processamento controle o xilol
foi utilizado em trés etapas: 1) diafanizacdo
inicial do ¢érgdo; 2) desparafinizacdo das
laminas e 3) diafanizacdo final do material

para a montagem das laminas histoldgicas.
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O processamento RX foi realizado
conforme Nai et al.*® com adaptagles. Para
isto, todo o processamento histolédgico foi
realizado conforme descrito para o grupo
controle, até a etapa de coloragdo com
hematoxilina e eosina, utilizando-se o xilol
em duas etapas (diafanizacdo inicial dos
orgaos e desparafinizagdo das laminas). No
entanto, apds a coloracao, o xilol ndo foi mais
utilizado, sendo excluido da etapa de
diafanizacdo final para a montagem das
laminas, conforme descrito a seguir.

Uma vez corado com Hematoxilina e
Eosina (HE) o material passou apenas por
cinco banhos de alcool para a retirada do
excesso da eosina e desidratacdo e nao foi
diafanizado em xilol. Os cortes histoldgicos
foram levados a estufa a 80 °C por 5 minutos
para secagem e as laminas foram montadas
apenas com verniz e laminula.

As laminas submetidas aos dois tipos
de processamento foram analisadas em
ensaio cego em microscépio o6ptico (Mod.
200, Nikon, Japdo) nos aumentos de 40, 100
e 400X. Estas foram analisadas quanto a sua
gualidade e facilidade de identificacdo dos
diferentes tipos celulares e estruturas em

cada tecido investigado.

RESULTADOS
Nao foram observadas diferencas na
qgualidade de visualizagdo microscépica e de

diagnodstico entre as laminas histoldgicas de
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figado (Figura 1), pele (Figura 2), vesicula

biliar (Figura 3) e utero (Figura 4) dos grupos
RX e controle.

A qualidade das sec¢bes dos
diferentes tecidos avaliados e a preservacao
da nitidez e clareza necessdrias para a
avaliacdo diagnodstica permaneceu inalterada

em 100% das laminas do grupo RX.

DISCUSSAO

O xilol oferece risco a saude humana
e ambiental, desde a sua producdo até seu
descarte. De acordo com o grau de
exposicdo, ele pode levar a sérios danos a
saude, especialmente ocupacional, como
depressdo do sistema nervoso central,
dermatites, infeccbes e inchagoss'g. Assim,
alguns estudos tém sido desenvolvidos com o
objetivo de reduzir o uso constante deste
produto ou substitui-lo, principalmente em
laboratdérios de anatomia patoldgica e
citopatologia, assegurando melhor qualidade

. 1-4,6-8,2
vida ao trabalhador exposto™*¢%%°.
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Figura 1. Fotomicrografias de corte histoldgico de figado. A e C - Grupo controle, B e D - Grupo RX

(reducdo de xilol). A e B - 40X, C e D - 100X. HE: Hematoxilina e eosina. Vc: veia centrolobular.
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Figura 2. Fotomicrografias de corte histoldgico de pele, exibindo nevo melanocitico intradérmico.
A, C, E e G - Grupo controle; B, D, F e H - Grupo RX (redugao de xilol). Ae B-100X; C,D, Ee F -

400X; G e H - 1000X. HE: Hematoxilina e eosina. E: epiderme, D: derme, G: glandula sebdcea.
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Figura 3. Fotomicrografias de corte histolégico de Utero. A e C - Grupo controle, B e D - Grupo RX
(reducdo de xilol). Ae B - 40X, C e D - 100X. HE: Hematoxilina e eosina. Ge: glandula endometrial.

Lp: lamina prépria.
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Figura 4. Fotomicrografias de corte histolégico de vesicula biliar. A e C - Grupo controle, B e D -

Grupo RX (reducdo de xilol). A e B - 40X, C e D - 100X. HE: Hematoxilina e eosina. M: camada

mucosa, Ml: camada muscular.

No presente estudo, foi avaliada a
qualidade estrutural e de visualizagdo
microscopica de diferentes tecidos humanos
submetidos a processamento histolédgico e
coloragdao por hematoxilina e eosina com
reducdo da utilizacdo do solvente xilol. Foi
observado que as laminas histoldgicas de

pele, figado, wvesicula biliar e utero

preparadas sem a utilizagao de xilol na etapa
de diafanizagdo final e montagem nao diferiu
das ldaminas dos mesmos  tecidos,
processadas de maneira rotineira.

O presente estudo corrobora com
resultados Falkeholm et al.®, que excluiram
também das etapas de desparafinizacao e

coloragao das laminas de tecido mamario,
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pele e intestino. Entretanto, como no estudo
de Falkeholm et aI.13, o xilol foi retirado de
outras etapas do processamento histoldgico,
a qualidade das laminas coradas em HE e PAS
foi menor (74%). Neste mesmo estudo,
também foi testado o método de van Gieson,
mas as laminas confeccionadas sem xilol nao
apresentaram boa qualidade de visualizagao
microscopica.

E importante ressaltar que a
exclusdao do xilol no momento da
diafanizagdao final e montagem das laminas
histoldgicas realizada no presente estudo,
diminui significativamente a exposicdo direta
dos técnicos de laboratério de patologia,
visto que nesta etapa é necessario o contato
mais direto com o solvente, do que durante o
processamento do material em autotécnico.

Estudo de Dergovics et al.** avaliou
a eficiéncia da utilizacdao da mistura de verniz
e xilol para imersdo das laminas citoldgicas
prontas de raspado bucal e cervico-vaginais,
para montagem apds coloracdo em
Papanicolaou. Todo material foi submetido a
coloracdo Papanicolau comumente realizada,
com alteracbes apenas na etapa de
montagem das laminas, onde foram divididos
grupos para os diferentes tipos de
concentracdes da mistura verniz/xilol, sendo
eles: 75/25%, 70/30%, 60/40%, 50/50% e
40/60%. O grupo que manteve a qualidade
do material biolégico e mostrou bons

resultados foi o de concentragdo 75/25% .
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Além das tentativas de exclusdo,

alguns substitutos para o xilol tém sido
testados em  protocolos histoldgicos
automatizados. No entanto, apesar de alguns
produtos utilizados serem eficientes, outros
podem apresentar-se como alternativas de
maior custo, ou até mesmo, com alta
toxicidade.

Estudo de Chen et al.** demonstrou
que a substituicdo do xilol por propileno
glicol éter metilico, nos processo de
coloragao por hematoxilina e eosina, acido
periddico de Schiff (PAS), tricrdbmico de
Masson e pelo método de coloracdo pela
prata Gordon/Sweet, mantém a qualidade
das laminas histoldgicas. O substituto
também se mostrou eficiente também em
processamentos imunohistoquimicos para
actina, CD3 CD4 e Ki-67. Além da eficiéncia
mostrada, o reagente apresenta baixa
toxicidade, quando comparado ao xilol*.

Segundo Buesa e Peshkov’®, o
isopropanol (2-propanol) misturado ou nao a
parafina e éleo mineral, também pode ser
uma boa alternativa ao xilol, ja que apresenta
menor toxicidade e menor custo. O mesmo é
observado com a substituicdo do xilol por n-
heptano durante o processamento de
laminas coradas com hematoxilina e eosina e
tricrémico de Masson®’.

Alguns compostos provenientes de

6leos vegetais, como o D-limoneno, um

terpeno ciclico encontrado em frutas citricas,
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também foram testados. No entanto, ndo
mantiveram a qualidade dos tecidos, além de
também serem capazes de induzir problemas
de saude e apresentarem custo mais alto que

o xilol®

. J& a substituicdo do xilol por dleo
mineral refinado, na etapa de
desparafinizacdo, mostrou-se eficiente, com
boa relacdo custo beneficio™.

Falkeholm et al.”® desenvolveram
um método livre de xileno, no qual o
solvente foi excluido da etapas de
desparafinacdo, coloracdo e montagem de
laminas histolégicas de tecido mamario, de
pele e intestino. Neste estudo, 74% das
laminas confeccionadas sem xileno
apresentaram-se de boa qualidade, quando
comparadas ao método histoldgico
convencional. Estes resultados positivos
foram obtidos quando os cortes histoldgicos
foram submetidos as coloragbes de
hematoxilina e eosina e PAS, no entanto,
guando realizado o método de van Gieson a
gualidade ndo foi mantida.

Outro método livre de xilol foi
investigado por Ankle e Joshi®>, que
substituiram o xilol por um detergente
durante o processo de desparafinizacdo.
Segundo os autores, este processamento
alternativo tem como beneficios, além da
manutencdo da qualidade de visualizacdo da
coloragdo nuclear e citoplasmatica, o fato de

nao ser toxico e inflamavel e de ter menor

custo.
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Um método denominado SOB

(substituto ndo tdxico), no qual foi utilizado
um produto formado por uma mistura de
86% de 6leo branco e 14% de N-heptano foi

.%. Neste método, o

testado por Kunhua et a
xilol foi substituido pelo composto SOB na
etapa da despafinizacdo. Para este estudo,
foram utilizados tecidos de omento, bacgo e
rim de 10 ratos (estudo piloto) e 8 tipos de
tecidos humanos, sendo eles, figado, baco,
pulmao, rim e pele em testes de larga escala.
Os resultados obtidos por Kunhua et al.**
mostraram que a técnica SOB pode ser um
importante substituto ao xilol ndo sé para
HE, mas também para Giemsa e PAS, ndo
interferindo no diagndstico ou prejudicando
a qualidade dos tecidos.

Estudo de Aydin et al.” investigou a
eficiéncia de solugbes alternativas ao
formaldeido no processo de fixacdo de
tecidos e ao xilol na etapa de diafanizacao.
Foram analisados para substituicio do
formaldeido os agentes GIyo-Fix®, Fine Fix ,
CeII—bIock®, Green-Fix e como substitutos do
xilol, os produtos Sub-X®, Bio-clear e
Shandon’. Todos os agentes usados
mostram-se eficientes para a preservagdo da
qualidade do material corado com
hematoxilina e eosina e usado para a

realizacdo de analise histoquimica e

himunhistoquimica.
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CONCLUSAO

A partir destes resultados, conclui-se
gque a exclusdo do xilol da etapa de
diafanizagcdo final e montagem de laminas
histoldgicas ndo prejudica a sua qualidade e o
diagndstico. Sendo assim, a proposta do
presente estudo constitui uma importante
alternativa para os laboratérios de anatomia
patolégica e citologia, podendo melhorar a
qualidade de vida dos técnicos de
laboratorio, bem como, reduzir os riscos a
saude. Além disso, também pode-se destacar
a importancia desta técnica alternativa a
diminuicdo dos riscos de contaminagao

ambiental e dos recursos financeiros.

CONFLITO DE INTERESSE

Os autores declaram ndo haver
qgualquer potencial conflito de interesse que
possa interferir na imparcialidade deste

trabalho cientifico.
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