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RESUMO

A producéo continua de um Laboratorio de Histotecnologia esta voltada para o processamento
de orgédos e tecidos, usualmente corados com Hematoxilina e Eosina (H&E). Os danos
causados pelo xilol a saude dos histotecnologistas e pesquisadores da area de estudo tém sido
bem documentados e a busca por um substituo seguro se torna uma necessidade diaria. O
principal objetivo da presente pesquisa foi propor a utilizagédo de um produto em substituicdo
ao xilol na técnica histoldgica de rotina e que ndo apresentasse as caracteristicas toxicas deste.
Diferentes o6rgdos ou tecidos (humanos, animais e vegetais) foram submetidos ao
processamento com Oleo mineral (clareamento e desparafinizacdo) e corados com H&E.
Algumas amostras também foram coradas com coloracfes especiais (P.A.S., tricromico de
Masson e Prata PAZ). Um tempo de aproximadamente 20 minutos foi requerido para o
processamento com 6leo mineral quando comparado a técnica convencional (em torno de 67
minutos). Foram estabelecidos critérios para avaliagdo das preparacOes (clareza e
uniformidade da coloracdo, nitidez, adequacdo da coloracdo nuclear e citoplasmatica,
presenca de artefatos, integridade das estruturas e adequacdo para avaliacdo histoldgica). A
analise do material foi realizada por trés pesquisadores da area de estudo, sem terem o prévio
conhecimento do tipo de processamento. Todas as prepara¢es foram avaliadas com o auxilio
da microscopia Optica e constatou-se concordancia significativa entre os observadores com Ky
(teste Kappa) indo de 0,42 a 0,85. O processamento histologico com uso do 6leo mineral ao
invés do xilol apresenta-se como uma inovadora proposta de protocolo a ser inserida na rotina
dos Laboratorios de Histotecnologia, assegurando reducdo no tempo de exequibilidade,
confiabilidade diagndstica e no &mbito profissional, biosseguridade pessoal e ambiental.

Palavras-chave: Inovacéo. Oleo Mineral. Técnicas Histologicas. Xilenos



ABSTRACT

The continuous production of a Histotechnology Laboratory is focused on the processing of
organs and tissues, usually stained with Hematoxylin and Eosin (H&E). Damage caused by
xylol to the health of histotechnologists and researchers in the study area has been well
documented and the search for a safe replacement becomes a daily necessity. The main
objective of the present research was to propose the use of a product replacing xylol in the
routine histological technique and that did not present the toxic characteristics of this product.
Different organs or tissues (human, animal and vegetable) were submitted to mineral oil
processing (bleaching and dewaxing) and stained with H&E. Some samples were also stained
with special stains (P.A.S., Masson's trichrome and Prata PAZ). The time of approximately 20
minutes was required for processing with mineral oil when compared to the conventional
technique (about 67 minutes). Criterias for evaluation of the preparations (clarity and
uniformity of staining, sharpness, adequacy of nuclear and cytoplasmic staining, presence of
artifacts, integrity of the structures and suitability for histological evaluation) were
established. The analysis of the material was carried out by three researchers of the study area,
without knowing the type of processing. All preparations were evaluated with the aid of
optical microscopy and significant agreement was found between the observers with Ky
(Kappa test) ranging from 0.42 to 0.85. Histological processing using mineral oil instead of
xylol presents itself as an innovative protocol proposal to be inserted in the routine of
Histotechnology Laboratories, ensuring a reduction in the time of feasibility, diagnostic
reliability and in the professional scope, personal and environmental biosecurity.

Keywords: Innovation. Mineral Oil. Histological Techniques. Xylenes
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1 APRESENTACAO

A técnica histologica de rotina consiste em uma serie de etapas com 0 objetivo
de preparar determinados tecidos, obtidos a partir de organismos vivos ou mortos
respeitando-se 0s meios de obtencdo, para serem analisados microscopicamente
enfatizando-se o diagndstico patologico, a pesquisa cientifica ou 0 ensino nas areas da
Saude e Ciéncias Bioldgicas. A producédo diaria de um Laboratorio de Histotecnologia
estd voltada para o processamento de diferentes tecidos (humano, animal ou vegetal);
todavia nos dias atuais, a realizacdo desses procedimentos ainda expde os técnicos e
pesquisadores da area, a um produto muito toxico e bastante conhecido, o xilol.

Devido a toxicidade inerente ao xilol, com riscos para a saude humana e ao meio
ambiente, modificacdes metodologicas vém sendo realizadas, para a retirada desse
solvente da rotina laboratorial ou mesmo no intuito de reduzir a0 méaximo a sua
utilizacdo. Embora varios substitutos para o xilol tenham sido propostos (incluindo
agentes como limoneno, hidrocarbonetos alifaticos, 6leos vegetais e misturas de 6leos
minerais), a busca por um substituto seguro continua sendo uma necessidade diaria.

O conhecimento dos principios fisicos e quimicos das diferentes etapas do
processamento histotécnico, aliado a experiéncia laboratorial de mais de vinte anos,
possibilitaram através da presente pesquisa a geracdo de um processo inventivo
relacionado a uma metodologia inovadora sem uso do xilol na técnica histologica de
rotina, com substancial eficiéncia para realizacdo das etapas de diafanizacdo e
desparafinizacdo.

Em funcéo do exposto, o processamento histopatoldgico livre de xilol, implicara
num conjunto de beneficios tais como baixo custo, facil exequibilidade e biosseguridade

para os profissionais da referida area de estudo.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Introducao

A industrializagdo fez surgir uma imensa variedade de novas substancias para
suprir as necessidades do homem conforme a demanda socioeconémica e com isso um
forte incentivo com relacdo ao uso de agentes quimicos; dentre os quais se destaca o
xilol que tem sido utilizado como solvente em diversas industrias (tinturas, corantes,
farmacéutica, producdo de plasticos e petrdleo) e em procedimento laboratoriais com
fins diagnosticos, estudo ou pesquisa, relacionado as areas da Histologia e da Patologia
(LANGMAN, 1994; FREITAS; PORTO; MOREIRA, 2002; MORALES et al., 2004;
COSTA etal., 2007; KERETETSE et al., 2008).

Os xilenos (dimetilbenzenos) sdo constituidos por uma mistura de trés
hidrocarbonetos aromaticos, com as seguintes formas isoméricas: orto-xileno (o-xileno),
para-xileno (p-xileno) e meta-xileno (m-xileno), sendo essa Ultima apresentacdo o
componente mais abundante (CETESB, 2012).

O xilol (nome comercial da mistura de isdbmeros) é obtido a partir do petrdleo e
possui baixo teor de enxofre (GARDNER, 1996; JACOBSON; McLEAN, 2003). De
acordo com Gardner (1996) o xilol € um liquido inflaméavel, incolor, de odor adocicado
caracteristico; sendo insoltvel em agua e solivel em solventes organicos como acetona,
benzeno, etanol absoluto e éter.

Apesar de ser considerado um residuo quimico de risco (RQR) para a saude do
trabalhador e 0 meio ambiente (IARC, 2006), Metegud et al. (2013) demonstraram que,
em laboratorios da area da saude, o xilol foi considerado um importante produto

utilizado nos procedimentos para diagndsticos histoldgicos e citoldgicos, durante a
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realizacdo da técnica histoldgica. As notaveis capacidades de diafanizar e de
desparafinizar do xilol, tambem foram referidas como essenciais aos procedimentos de
coloracdo (COSTA et al., 2007 ae b).

Até hoje, um dos grandes problemas enfrentados pelos profissionais do setor
histotécnico envolve o contato direto com o xilol, podendo causar graves irritacbes na
pele e mucosas, bem como devido a sua agdo narcotica sobre o sistema nervoso, causar
depressdo. No tecido pulmonar, a producdo de um aldeido, na biotransformacdo do
xilol, pode resultar na acdo deletéria de varios componentes celulares (RITCHIE et al.,
2003; KAVCAR et al., 2006; COSTA et al., 2007; CASTRO et al., 2010; FUENTE,
2012).

Independente de sua grande utilizagdo tem sido bem documentado que o xilol foi
considerado perigoso para 0 meio ambiente e altamente toxico para os seres humanos
(CHATTERJEE et al., 2005; KUM et al., 2007; SANDIKCI et al., 2009).

Os métodos histologicos livres de xilol vém sendo desenvolvidos e estudados
desde 1995 por pesquisadores do Laboratdrio de Patologia e Citologia do Hospital de
Vrinnevi, em Norrkdpin na Suécia (FALKEHOLM, 1996). Com o avancar das
investigacOes, o 6leo mineral refinado (OMR) foi referido como um possivel substituto
do xilol nas préticas histologicas (RASMUSSEN et al., 1992; BUESA, 2000; BUESA,
2009; PREMALATHA et al., 2013). Logo, no intuito de se utilizar o éleo mineral em
processamentos laboratoriais especializados, as pesquisas nessa area continuam em
varias partes do mundo pela busca de um substituto seguro.

Neste contexto, a presente pesquisa tem como principal objetivo introduzir na

técnica histologica de rotina o uso do 6leo mineral em substituicao ao xilol.
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2.2 Reviséo Integrativa
2.2.1 Breve descricdo da historia sobre a descoberta do benzeno

O benzeno constitui o hidrocarboneto aromatico mais importante para a Quimica
Organica. A sua descoberta se deu em 1825 pelo fisico e quimico Michael Faraday
(1791-1867) no gas de iluminacdo, utilizado em Londres naquela época. Em 1834, outro
cientista, o quimico Eilhard Mitscherlich, conseguiu determinar a formula molecular do
benzeno, composto por seis atomos de carbono e seis atomos de hidrogénio (CsHe)
(PERUZZO; CANTO, 2010).

A determinacdo da sua estrutura em 1865 foi realizada pelo quimico aleméo
Friedrich August Kekulé Von Stradnitz (Figura 1), que explicou o comportamento
quimico do benzeno, justificando como seis atomos de carbono poderiam estar
associados a somente seis &tomos de hidrogénio, em uma substancia altamente estavel e
resistente a muitos ataques por combinacdo quimica. De inicio, ele acreditava que s6
haveria ligacGes simples entre os carbonos. Porém, mais tarde, ele propds que haveria
uma alternancia entre ligagcdes simples e duplas. Dessa forma, ele antecipou a idéia da
ressonancia do anel benzénico, que surgiu apenas em 1930 (PALMER, 1959 apud
WOTIZ; RUDOFSKY, 1993).

Figura 1 - Foto de Friedrich August Kekulé Von Stradnitz (1829-1896),
descobridor da férmula do ben_zenp.

Fonte: JAPP (1898) apud ROTHEMBERG (1995).
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2.1.2 Consideracg6es sobre o xilol

O xilol, denominado de 1,2 dimetilbenzeno, dimetiltolueno ou xilol, tem origem
da palavra grega Xylon (que significa madeira) e apresenta-se como um liquido incolor,
muito volatil, insoldvel em agua e miscivel em etanol, éter e outros solventes organicos.
E um produto de odor caracteristico, nocivo e inflamavel, e a sua solu¢do comercial
resulta de uma mistura de trés isomeros de xilol, etilbenzeno e outros hidrocarbonetos
aromaticos, nas seguintes proporg¢des: orto-xileno (23%), meta-xileno (46%), para-
xileno (21%), etilbenzeno (0,9%) e outros hidrocarbonetos aromaticos (9%) (Figura 2);
apresentando as seguintes caracteristicas como formula quimica CgHio, molecular
CeH3(CHz), peso molecular de 106,2 g/Mol e ponto de ebulicdo igual a 138° C

(MERCK, 1996; GARDNER, 1996; JACOBSON; McLEAN, 2003; EPA, 2003).

Figura 2 - Estrutura quimica dos principais constituintes do xilol

CH, CH, CH
J J\J 3
ﬂ“‘*T CH, ﬂf‘*j [x “%,— CH.CH,
i M ‘x\-’"ﬁr “H-":::f
-
CH, &
CH,
1 2 3 &
1 —arto-xileno: 2 —meta-xileno; 3 — para-xileno: 4 — etilbenzeno

Fonte; Merck, 1996,

De acordo com a resolugdo n° 358, de 29 de abril de 2005, do Conselho
Nacional de Meio Ambiente (CONAMA), o xilol esta classificado no grupo B, que
enquadra substancias quimicas que podem apresentar riscos a satde publica ou ao meio
ambiente, dependendo de suas caracteristicas de inflamabilidade, corrosividade,

reatividade e toxicidade (BRASIL, 2005).
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O uso freqguiente do xilol em laboratérios de ensino e pesquisa, bem como para
analises clinicas e patoldgicas pode causar agravos a salde dos trabalhadores que ficam
expostos a esse solvente. Logo, faz-se necessario realizar a avaliagcdo toxicologica
dessas pessoas, através da deteccdo do acido metil-hiparico, um metabolito do xilol
excretado na urina, que constitui o indicador proposto pela Legislacéo Brasileira incluso
na Norma Regulamentadora (n°15) para a monitorizacdo bioldgica de exposicéo a este
agente quimico (BRASIL, 2006).

A biotransformacao do xilol é similar a do tolueno (Figura 3) e compreende a
oxidacdo de um dos grupos metila (-CH3) com formacdo do acido metil-benzoico, o
qual ao se conjugar a glicina, é excretado na urina como acido metil-hiparico, a maior
parte nas primeiras oito horas apos a exposicdo (LANGMAN, 1994; JACOBSON;
MCcLEAN, 2003).

De acordo com a ABNT NBR 14725-1 (2001) no que se refere a ficha de
informacdo de seguranga de produtos quimicos (FISPQ) e a Companhia Estadual de
Tecnologia de Saneamento Ambiental (CETESB, 1992), o xilol possui densidade de
0,866 na atmosfera de 20-24°C, ponto de congelamento correspondente a -25°C e ponto
de ebulicdo a 143°C na pressdo atmosférica de 760 mmHg. No que diz respeito a
explosividade, seu limite de explosividade inferior (LEI) é de 1,0% e o superior (LES) é
de 6,6%. A densidade do vapor equivale a 3,66 e a pressao do vapor igual a 7 mmHg na
atmosfera de 20°C. A solubilidade em &agua € de 0,00003 g/100 mL de agua e em
solventes organicos € miscivel em éter, etanol, cetonas e esteres (CETESB 1992; ABNT
2001; ANVISA, 2010).

Os residuos de xilol que sdo langados no meio ambiente ndo sdo degradados e
seus vapores podem causar explosdo nas instalagdes de esgotos; existindo, portanto, um

limite de tolerancia ao xilol estipulado de 76 ppm ou 340 mg/m® (CETESB 2012).
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Figura 3 - biotransformacdo do xilol (similar a do tolueno)
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Fonte: EPA, 2016.
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O xilol foi declarado nos Estados Unidos pela OSHA (Occupational Safety and
Health Admnistration) e a ACGIH (American Conference of Governamental Hygienist)
como um produto perigoso, tendo sido estipulado um limite de exposi¢do de 100 ppm;
verificou-se, ainda, que a contaminacdo do solo e de mananciais de agua por esse
produto poderia permanecer por meses, contudo devido a sua facil evaporacao, ao entrar
em contato com a luz o xilol degradar-se-ia em outros quimicos menos perigosos

(ANKLE et al., 2015).

2.2.3 Uso do xilol na histotécnica e seus efeitos no organismo

O xilol, tradicionalmente, tem sido empregado como agente diafanizador
(clareador) para tornar um tecido translicido, assim como, agente de montagem na
histologia (BUESA; PESHKOV, 2009; CHEN et al., 2010; JUNQUEIRA; CARNEIRO,
2014). Tem sido bem documentado na literatura que o xilol é um perigo para o
ambiente, bem como é altamente toxico para os seres humanos, havendo evidéncias de
exposicOes repetidas ou excessivas ao referido solvente, o que pode causar danos
irreversiveis nos orgdos do sistema nervoso e na pele, figado, rins e pulmao
(GAMBERALE et al., 1978; HASS et al., 1995; CHATTERJEE et al., 2005; KUM et
al, 2007; SANDIKCI et al., 2009).

Além disso, o xilol tem sido responsavel por muitos problemas, em funcao de
suas caracteristicas quimicas por ser altamente inflamavel e volatil. No entanto, o xilol
mesmo sendo muito téxico, continua sendo utilizado como agente de diafanizacdo em
processamentos histologicos; sabendo-se, ainda que alguns substitutos tenham sido
comercialmente desenvolvidos, muitos desses falharam em substituir completamente o

xilol, devido a eficacia variavel e custos elevados (BUESA, 1997).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3746537/#R4
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3746537/#R6
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3746537/#R9
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3746537/#R10
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3746537/#R5
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3746537/#R11
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3746537/#R11
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3746537/#R21
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A toxicidade do xilol pode provocar uma série de rea¢cdes no organismo humano
como dores de cabeca, perda de memoria, leucopenia, trombocitopenia, anemia,
cianose, irritacdo ocular, dermatite, infertilidade, além de alteracbes neurofisioldgicas
como ansiedade, fadiga, tremores e vertigem (JACOBSON; McLEAN, 2003; COSTA
et al., 2007; KERETETSE et al., 2008, CASTRO et al., 2010). Outros efeitos toxicos
foram relatados como lesdes cardiacas e renais, infec¢es secundarias, e alteracfes
musculares causada pelo esgotamento do ATP mitocondrial nas células afetadas
(BUESA; PESHKOV, 2009; COSTA et al., 2012).

Segundo Ramamoorth et al. (2016), pessoas que trabalham com tolueno e xilol
tém o risco aumentado de desenvolverem uma alteracdo vascular conhecida como
fendmeno de Raynaud e a chance de ser uma forma severa, aumenta se esses produtos
séo combinados com acetona ou solventes a base de cloro.

Muitos dos danos causados pelo xilol no organismo estdo relacionados ao
bindmio exposicao-efeito, que esta associado as vias de absorcéo, tipo e concentracdo
do agente quimico, freqliiéncia e duracdo da exposicéo, susceptibilidade individual,
dentre outros fatores (TAMBELLINI; CAMARA, 1998; FREITAS, 2002; XELEGATI
et al., 2006).

Devido ao fato do xilol ser bastante volatil, seu principal mecanismo de absor¢éo
ocorre pela via aérea, de forma rapida; contudo, pode ser absorvido mais lentamente
pela via cutanea ou ainda pela via oral, embora essa Ultima via seja mais rara (RITCHIE
etal., 2003; KAVCAR et al., 2006; CASTRO et al., 2010).

No geral, menciona-se que 95% do xilol absorvido passam por uma
biotransformacdo no figado, sendo oxidado em &acido metil-hipurico. Boa parte desse
metabolito é excretada na urina e uma pequena percentagem de xilol inalterado deve ser

eliminada pelos pulmdes (JACOBSON; McLEAN, 2003). Neste contexto, muitos


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1092913408001391
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estudos tendem a alertar como compostos organicos volateis, por exemplo, o xilol,
podem ser altamente prejudiciais a saide humana e ao ambiente, tendo-se em conta que
a concentracdo do mesmo na agua ou no tratamento de residuos ndo pode exceder 28
mg/Kg (WANG et al.,, 2007; JANASIK; JAKUBOWSKI; JAIOWIECKI, 2008;

JANASIK et al., 2010; KANDYALA et al., 2010; PREMALATHA et al., 2013).

2.2.4 Consideraces sobre a técnica histologica de rotina

A técnica histologica representa um conjunto de procedimentos técnicos
aplicados na histotecnologia como citoquimica, histoquimica, imunohistoquimica,
voltados para pesquisa cientifica e para o diagnostico patologico; assim como para
analises especializadas incluindo-se a microscopia eletronica (JUNQUEIRA;
CARNEIRO, 2014).

A invencdo do microscopio por Johannes e Zacharias Janssen (1590) e a
melhoria do mesmo com a intervencdo de estudiosos como Galileu Galilei (1609),
Robert Hooke (1665) e Antoni van Leeuwenhoek (1674) impulsionaram ao longo dos
anos a tecnica histoldgica até determinado momento da historia, quando esse
procedimento foi caracterizado como uma metodologia necessaria para o diagnostico
histopatoldgico. Inicialmente, foi difundida entre os diversos profissionais das ciéncias
naturais, como os botanicos e zoologistas, sendo empregada também pelos anatomistas
e histologistas da época e sO por volta de 1828, Rudolph Virchow, médico aleméo e
antropologista, utilizou a analise histopatoldgica como ferramenta basica e essencial em
Laboratorio de Histologia ou de Anatomia Patologica para elaborar as bases da

Patologia Celular (MAXWELL, 1978; MICHELANY, 1981; MOLINARO, 2010).
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Nos dias atuais, com a modernizacdo dos equipamentos nos Laboratério de
Histotécnica, o processamento histologico tem sido otimizado e com a adequacgéo de
protocolos existentes em funcdo de novas metodologias tem-se buscado garantia na

exequibilidade e qualidade diagndstica das amostras processadas.

2.2.5 Métodos de histoprocessamento sem uso do xilol

A utilizacdo do xilol na desparafinizagdo, diafanizagdo e montagem de
preparacGes histoldgicas tém sido documentadas, juntamente com achados de toxicidade
para 0 homem e o meio ambiente (CHATTERJEE et al.,2005; BUESA; PESHKOV
2009; CHEN et al., 2010).

Estudos relacionados com técnicas histologicas livres de xilol tém apontando o
6leo mineral refinado (OMR), como um dos possiveis substituto desse solvente, na
realizacdo do processamento de rotina (BUESA, 2000; BUESA, 2009; PREMALATHA
etal., 2013).

Falkeholm et al. (2001) apresentaram um método livre de xilol para confec¢do
de cortes histoldgicos equivalentes aos convencionais, pontuando vantagens econémicas
e ambientais. A reducdo de custos foi alcancada através da utilizagdo e redestilicdo do
isopropanol em vez de etanol, para a desidratagdo e consequente eliminacdo do xilol.
Demonstrou-se com esse estudo, que os cortes histoldgicos de tecido mamario, intestino
e pele (livres de xilol), apresentaram-se qualitativamente (74%) do mesmo aspecto
daqueles convencionais para diagndstico; todavia, 0 método livre de xilol atendeu até
certo as expectativas, exceto por uma alteracdo na solugdo de van Gieson que produziu
artefatos no momento da visualizacao dos tecidos histologicos.

Alguns agentes clareadores tém sido usualmente utilizados, como tolueno e

benzeno que apresentam propriedades similares ao xilol e s&o menos danosos aos
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tecidos numa exposicédo prolongada, contudo sdo extremamente toxicos; cloroférmio, de
acao lenta, custo elevado e também considerado inflamavel; oOleo de Cedro,
recomendado para tecidos delicados, porém com pouco efeito endurecedor, age
lentamente e tem custo elevado; metilbenzoato e metilsalicilato, sdo considerados
agentes clareadores lentos e podem ser utilizados misturados (BANCROFT; GAMBLE,
2002).

A utilizacdo de alcool isopropilico durante a desidratacdo substituindo o etanol
permitiu excluir o tratamento com solventes intermediarios de parafina (cloroférmio,
xileno e benzeno) e isso reduziu o grau de compactagéo dos tecidos histologicos. Nesse
estudo, a qualidade dos resultados obtidos foi dependente das propriedades da parafina
utilizada (paraplast), todavia com um longo tempo de processamento e de exposi¢édo
para o técnico (VIKTORQOV; PROSHIN, 2003).

A diafanizagdo (clareamento) é uma etapa muito importante na preparacao de
cortes histologicos, tendo como objetivo a remocéo do alcool e outros desidratantes dos
tecidos antes da infiltragdo com parafina. No estudo de Stockert et al. (2012) foi
proposto que o n-heptano (C7), um hidrocarboneto alifatico, poderia ser um substituto
para o Xxileno nessa etapa. Os hidrocarbonetos alifaticos foram anteriormente
empregados como solventes para histopatologia e histoquimica (LILLIE; FULLMER,
1976; LYON et al., 1995). Esses solventes, também, conhecidos como "gas branco”,
constituiam-se de uma mistura de hidrocarbonetos, principalmente hexano-heptano,
sendo relativamente baratos e ndo tao perigosos e tdxicos como os solventes aromaticos
ou clorados. Os resultados do trabalho de Stockert revelaram que 0 n-heptano parece ser
um substituto conveniente para 0s solventes aromaticos usuais utilizados em técnicas

histologicas (STOCKERT et al., 2012).
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Kunhua et al. (2012) mostraram que 0 6leo branco (SBO) é um substituto néo-
toxico de xilol gerado através de uma mistura de 86% de 6leo branco n° 2 e 14% de n-
heptano. Os autores ndo detectaram diferencas nas preparacGes histologicas
provenientes do processamento com Xilol quando comparadas aquelas processadas com
SBO, ndo havendo quaisquer evidéncias encolhimento celular.

A avaliacdo dos cortes obtidos a partir do processamento com SOB, corados
com hematoxilina-eosina, revelou adequada manutencdo da morfologia celular com
nitidez citoplasmatica e nuclear. Além disso, resultados comparaveis foram alcancados
entre os tecidos processados com SBO e aqueles processados com xilol, por meio de
outras coloragdes histoquimicas e imuno-histoquimicas (KUNHUA et al., 2012).

Um protocolo com dioxido de carbono supercritico sc(CO2) foi desenvolvido e
patenteado (WO 2005001437), mostrando ser uma forma alternativa livre de solventes
para o processamento de tecidos na area da patologia (BLEUEL et al., 2012).

Estudos demonstraram que na fase supercritica, 0 sc(COz) revelou-se com
propriedades fisicas (tanto de gas como de liquido) caracterizando-se como um versatil
“solvente” na substituicdo de etilacetato e diclorometano na descafeinizacdo do café ou
do hexano na extracdo de Oleos essenciais, 0 que fez com que essa tecnologia fosse
bastante utilizada nas inddstrias farmacéuticas e alimentares (BECKEMAN, 2004;
BLEUEL; VAN DER VEGET; SMITH, 2008).

Rai et al (2016) realizaram uma revisdo sobre possiveis substitutos biosseguros
para o xilol, enfatizando-se a toxicidade desse solvente, no sentido de minimizar a sua
utilizacdo nos Laboratorios de Histotecnologia, sem comprometer a qualidade das

coloracdes e portanto, garantindo o diagnostico adequado.
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2.2.6 Vantagens para utilizacdo do 6leo mineral

O oleo mineral ¢ uma mistura complexa de hidrocarbonetos parafinicos e
nafténicos, com aproximadamente 36 atomos de carbono, e apresentam-se como
liquidos oleosos transparentes e quimicamente inertes; portanto sdo tidos como
medicinais, pouco volatil, de baixo custo e podem ser aplicados nos campos
farmacéutico, alimenticio e dos cosméticos (VIEIRA; LAPA, 2006).

O 6leo mineral refinado (OMR) proposto por Premalatha et al. (2013) como
substituto do xilol nas préticas histologicas, é comercialmente vendido como 0leo de
cabelo composto de 80% de 6leo mineral e 20% de 6leo de coco. Segundo os autores, 0
OMR, facilmente disponivel, € um hidrocarboneto ndo perigoso, alifatico incolor,
inodoro, produzido a partir de destilados de petréleo (PREMALATHA et al., 2013).

O OMR em substituicdo ao uso do xilol apresenta algumas vantagens, como a
capacidade de poder ser dissolvido completamente na parafina, possibilitando uma
desparafinizacdo mais rapida (LIN et al., 2009). De acordo com alguns pesquisadores o
0leo mineral pode até mesmo ser usado na desparafinizacdo de amostras incluidas em
parafinas para testes gendmicos de alta qualidade com extracdo de DNA (FREDRICKS;
RELMAN, 1999; LIN et al., 2009).

Outra vantagem técnica do 6leo mineral estaria relacionada a sua densidade,
muito parecida com a gordura humana, 0 que promoveria a remo¢ao da gordura dos
tecidos de forma mais rapida facilitando a sua infiltracdo (BUESA, 2000). Devido a
essa capacidade, Premalatha et al. (2013) referiram que a confeccdo de preparacdes
histologicas foi mais rapida com o 6leo mineral refinado (45 minutos) quando

comparado com o0 método convencional (65 minutos).
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Estudos realizados por Buesa (2000) mostraram que o 6leo mineral puro ou com
misturas de etanol e isopropanol tem a mesma equivaléncia que o xilol no
processamento histolégico, sendo indicado como um étimo substituto para diafanizar os
tecidos de animais e de humanos. O referido autor também mencionou que a fixagéo de
tecidos com dleo mineral foi tdo eficiente quanto aquela proporcionada pelo xilol,
tornando-se preferencial em funcao de ndo causar danos ao organismo (BUESA 2009).

Em termos ambientais, ha um grande ganho com o uso do OMR, pois segundo
Buesa (2000), quando comparado ao xilol, ndo ocorreria consequéncias negativas
mediante um grande derramamento para 0 ambiente.

O descarte do Oleo mineral e suas misturas podem ser iniciados com uma
filtracdo para retirada de particulas de parafinas que tenham ficado na mistura. O 6leo
pode passar por filtros de malha para eliminar particulados remanescentes e no final,
obtém-se um 06leo basico mineral rerefinado com as mesmas caracteristicas de 0Oleo
basico virgem (SCAPIN, 2008).

Outro ponto de igual importancia para o uso de Oleo mineral refinado tem
relagdo com a saude dos histotecnologistas, que manuseiam diariamente as preparacées
histologicas. A tolerancia maxima de exposicdo ao xilol é de 78 ppm (COSTA et al.,
2007), ndo existindo limites quanto a exposicdo ao Oleo mineral (BUESA, 2000;
PREMALATHA et al., 2013). Buesa (2000), inclusive afirmou que ndo ha necessidade
de uso de equipamentos de protecdo individual (EPI) por profissionais que manipulam o
OMR.

Por outro lado, tem-se referido que os estudos realizados com relagdo a
qualidade das preparacOes histologicas processadas com o dleo mineral, ainda séo
insipientes no que se refere a questdo da durabilidade das mesmas (BUESA 2000).

Sabe-se que através do processamento com o xilol, as preparacfes histolégicas
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apresentam durabilidade dependente das condi¢Ges de armazenamento (BUESA, 2000;
TEMEL et al., 2005; PREMALATHA et al., 2013).
A comparacdo das propriedades fisico-quimicas do xilol e do éleo mineral

norteia algumas dessas vantagens mencionadas e podem ser visualizadas na Tabela 1.

Tabela 1 - Propriedades fisico-quimicas do xilol e do 6leo Mineral

Propriedades
Sinénimo

Estrutura quimica

NFP categorias (0-4)*:
saude
Fogo
Reatividade
Limite de explosividade

Flamabilidade
Ingnicao

Solubilidade em agua

Solubilidade em éalcool

Densidade de massa

(g/mL)

indice de refracéo
Ponto de Congelamento

Ponto de Ebulicéo

Xilol

Dimetilbenzeno

Hidrocarbonetos
aromatcos

2

3

0
100 ppm

inflamavel

imediata
Insoluvel
(0,00003 g/100 mL)
Soltvel em alcool absoluto,

éter, acetona e ésteres

0,866 (20 a 24 °C)

1,5016 (20 £ 0,5 °C)
-25°C

135-145 °C(numa
atmosfera de 760 mmHg)

Oleo mineral

Parafina liquida

Hidrocarbonetos
alifaticos

0

1

0
Sem limite

Levemente
inflamavel

N&do imediata
Praticamente

insoluvel em agua

Pouco solivel em
etanol, miscivel em
hidrocarbonetos

0,827-0,890

Viscosidade de 110-
230 mPa

1,468 (20 °C)
-15°C

260-316 °C

Fonte: ANVISA - Farmacopéia Brasileira, 52 Ed., vol 1, pags. 86 e 480, 2010.
* NFP- Associagdo Nacional de Protegdo ao fogo (Danos: 0-minimo; 1-leve; 2-moderado; 3-sério e 4-

severo).
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2.3 Objetivos

2.3.1 Objetivo geral

Introduzir na técnica histoldgica de rotina uma metodologia livre de xilol.

2.3.2 Objetivos especificos

>

>

Substituir o xilol pelo 6leo mineral na rotina do processamento histolégico.
Reduzir o tempo do processamento histologico com o uso do 6leo mineral.
Verificar a qualidade das coloraces de rotina (HE) e especiais (tricromico de
Masson, PAS e Prata) frente ao processamento com o 6leo mineral.

Avaliar critérios como clareza e uniformidade da coloracao, nitidez, adequacéo
da coloragéo nuclear e citoplasmatica, presenca de artefatos, integridade das
estruturas e adequacéo para avaliacao histologica, segundo opinides de trés
observadores (Histologistas ou Patologistas), sem conhecimento prévio do tipo

de processamento empregado (com 6leo mineral ou xilol).
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2.4 Justificativa

Na busca por novas metodologias para melhorar a técnica histoldgica
convencional, alguns pesquisadores investiram na exclusdo do xilol, devido a alta
volatilidade desse solvente e toxicidade provocada pela inalacdo de vapores ou mesmo
pela exposicdo direta ao produto. Neste intuito, o presente trabalho fundamentou-se
numa inovacdo metodoldgica, com a proposta de um protocolo de processamento
histolégico com o uso do Oleo mineral em substituicdo ao xilol, nas etapas de
diafanizacdo e desparafinizacao, assegurando beneficios principalmente como reducéo
do tempo de exequibilidade, confiabilidade diagnéstica e biosseguridade pessoal e

ambiental.
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3 SISTEMA ANALITICO

3.1 Local de estudo

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Histotecnologia do
Programa de Pds-graduacdo em Patologia do Departamento de Patologia-CCS e no
Laboratorio de Embriotoxicidade do Departamento de Histologia e Embriologia-CB,

pertencentes a Universidade Federal de Pernambuco, Recife, Brasil.

3.2 Periodo de referéncia

A pesquisa foi realizada no periodo de setembro de 2015 a julho de 2017.

3.3 Tipo de estudo

O estudo caracterizou-se como do tipo experimental, longitudinal, analitico e

comparativo. Foram utilizando tecidos de animais, humanos e vegetais, processados

com o 6leo mineral ou com o xilol (técnica convencional).

3.4 Comité de Etica

No presente projeto, a utilizacdo de tecidos animais (ratos Wistar) foi aprovado

pelo Comité de Etica no Uso de Animais - CEUA/UFPE (n°. do processo: 0041/2016,

ANEXO A). O modelo com embrides de ave foi aprovado pelo Comité de Etica no uso

de animais - CEUA/UFPE (n°. do processo: 23076.022496/2015-89 - ANEXO B). A
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investigacdo de placas senis em material de necropsia humana (cérebros) foi aprovada
pelo Comité de FEtica em pesquisa com seres humanos (N°. CAAE:
44265315.1.0000.5208 - ANEXO C), segundo os principios éticos estabelecidos na

resolucdo 466/12 do Conselho nacional de Saude (CNS).

3.5 Métodos de Coleta

3.5.1 Animais experimentais (ratos Wistar)

Foram utilizados ratos adultos machos e fémeas (com peso de aproximadamente
250 gramas) albinos da linhagem Wistar (n°. total = 06 animais, 03 machos e 03
fémeas), procedentes do Biotério de Criacdo José Paulino Ventura Ramos do
Departamento de Nutricdo do Centro de Ciéncias da Saude da UFPE, onde 0 manejo e
cuidado dos mesmos encontram-se de acordo com as normas internacionais
estabelecidas pelo National Institute of Health Guid for Care and Use of Laboratory
Animals, as quais sdo adotadas como critérios de avaliagdo e julgamento pela Comissao
de Etica para Uso de Animais (CEUA) do Centro de Biociéncias da UFPE. Os animais
foram anestesiados com Cloridrato de cetamina (50 mg/Kg) associada ao Cloridrato de
xilazina (5 mg/Kg), via intraperitoneal. Apds constatacdo de arreflexia profunda, os
animais foram submetidos a laparotomia mediana para retirada de orgdos (testiculo,
ovario, utero, intestino, figado e baco). Os 6rgdos foram colocados em fixador por 24
horas (formol tamponado a 10%) e processados no Laboratério de Histotecnologia do
Programa de Pds-graduacdo em Patologia/UFPE, conforme a técnica convencional e

com o0 uso do 6leo mineral em substituicao ao xilol.
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3.5.2 Modelo com embrido de ave

Neste trabalho foram utilizados embrides de Gallus gallus domesticus, com 48
horas de desenvolvimento, com caracteristicas morfologicas referentes ao estadio 12
(HAMBURGER; HAMILTON, 1951). Os ovos foram doados pela Diretoria da G-3
Agroavicola LTDA (fazenda Santa Teresinha, municipio de Riacho das almas Recife-
PE) e os experimentos realizados no Laboratério de Embriotoxicidade do Departamento
de Histologia e Embriologia (LE-DHE). Foram utilizados vinte ovos da raca Cobb nos
ensaios para acompanhamento do desenvolvimento embrionario. A estocagem inicial
dos ovos foi realizada em sala com temperatura controlada, at¢ 0 momento de serem
higienizados e incubados na chocadeira (NELIPE) a 37,5°C, por um periodo de 48
horas.

Os embrides foram fixados em Bouin e submetidos ao processamento com o
oleo mineral, seguiram-se a etapa de emblocamento em parafina e a realizacdo dos
cortes histologicos seriados em microtomo (5 pum). A analise foi realizada com o auxilio
de um microscépio MOTIC (BA200), em uma magnitude 100x. As fotomicrografias

dos embrides foram realizadas utilizando-se o software Motic Image Plus 2,0ML.

3.5.3 Amostras de tecidos humanos

Foram utilizadas algumas amostras de tecido humano provenientes de material
encaminhado do Servico de Verificacdo de Obitos (S.V.0.), rotineiramente, para o
Departamento de Patologia, com fins diagnosticos. Geralmente, esse processamento ja é

realizado com a colaboracdo do Laboratorio de Histotecnologia do Programa de Pds-



37

graduacdo de Patologia conforme normas do referido Departamento e como rotina do

setor.

3.6 Processamento histologico com xilol ou 6leo mineral

O 6leo mineral utilizado para o processamento das amostras histologicas foi
cedido pela LAPON Industria Farmacéutica Ltda, situada na Rua Vigario Joaquim
Pinto, 163, Limoeiro-PE. CEP: 55.700-000. O produto utilizado veio acompanhado de
Certificado de Qualidade expedido em 11/03/2016 (ANEXO D).

Inicialmente, os 6rgdos foram fixados em formol (10%), finalizando-se o
processo com a impregnacdo em parafina. O processamento dos 6rgaos constou de trés
etapas essenciais: pré-fixacao, fixacdo propriamente dita e pos-fixacao.

Nas etapas de pré-fixacdo e fixacdo propriamente dita, foram discriminados os
solventes e liquidos necessarios ao processamento dos 6rgdos relacionados a técnica
convencional (com xilol) ou com o uso do dleo mineral. O tempo de execucdo foi
contabilizado em cada passagem das amostras em contato com os diferentes solventes e
liquidos nos diferentes processamentos. Apds obtencdo dos blocos de parafina com as
amostras incluidas, foram realizados cortes (4 a 6 um) e as finas fitas foram estiradas
em agua aquecida de banho Maria (50° C), sendo imediatamente recolhidas para
laminas de vidro previamente recobertas com a seiva da Aloe Vera (planta conhecida
como Babosa).

Na etapa da poés-fixacdo foram procedidas a desparafinizagdo, coloracéo e
montagem dos tecidos e, também, foram discriminados os solventes, corantes e liquidos
necessarios ao processamento dos tecidos relacionados a técnica convencional (com o

xilol) ou com o uso do 6leo mineral.
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3.7 Método de analise

Diferentes tipos de 6rgdos (animal, humano ou vegetal), independente do tipo de
processamento (com xilol ou 6leo mineral) foram avaliados qualitativamente. Para
oferecer subsidio morfologico quantitativo, foi escolhido um conjunto de preparagdes
histoldgicas (figado, artéria, glandula adrenal, baco, intestino grosso, testiculo e Gtero),
segundo os tipos de processamentos instituidos e que foram analisadas por trés
observadores (histologistas), de forma independente, sem o prévio conhecimento do
procedimento técnico. Os critérios utilizados para essa avaliacdo quantitativa foram os
seguintes: clareza e uniformidade da coloragéo, nitidez, adequacédo da coloragéo nuclear
e citoplasmatica, presenca de artefatos, integridade das estruturas e adequacdo para
avaliacdo histologica. Para analise estatistica desses resultados quantitativos foi aplicado

o teste Kappa de concordancia (LANDIS; KOCH, 1977).

3.8 Geracdo de Patente

O referido trabalho gerou solicitacdo para deposito do Pedido de Patente, com
entrega do Comunicado de Invencdo e Termo de Sigilo (ANEXO E). Os detalhamentos
do processo inventivo deverdo ser resguardados em funcdo do Pedido de Protecdo junto
a UFPE e os examinadores deverdo assinar os Termos de Compromisso de Sigilo e
Confidencialidade sobre as informacGes técnicas e quaisquer outras atividades sejam
diretas ou indiretas, oriundas da referida Dissertacdo de Mestrado, como uma das

exigéncias do procedimento para serem anexados ao processo em andamento.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Na presente pesquisa, foi instituido um protocolo de processamento histoldgico
com uso do 6leo mineral ao invés do xilol, que constou de trés etapas essenciais: pré-
fixacdo, fixacdo propriamente dita e pos-fixagdo (QUADROS 1 e 2). Foram
discriminados os solventes, corantes e liquidos necessarios ao processamento dos
orgaos relacionados a técnica convencional (com o xilol) ou com o uso do 6leo mineral.
O tempo de execucdo foi contabilizado em cada passagem das amostras histologicas em
contato com os diferentes solventes, corantes e liquidos necessarios ao andamento dos
processamentos citados.

QUADRO 1

PROCESSAMENTO DE FIXACAO DOS TECIDOS

Etapa de Pré-fixacao

Xilol Tempo Oleo Mineral Tempo
Formol (10%) 24hs Formol (10%) 24hs
Agua corrente 30 seg Agua corrente 30 seg

Etapa de Fixacao propriamente dita

Xilol Tempo Oleo Mineral Tempo

Alcool 70% 24hs Alcool 70% 24hs

Alcool 80% 1h Alcool 80% 30min
(estufa 50°C)

Alcool 90% 1h Alcool 90% 30min
(estufa 50°C)

Alcool 100% 1h Alcool 100% 30min
(estufa 50°C)

Alcool 100% 1h Alcool 100% 30min
(estufa 50°C)

Alcool-xilol 1h Oleo mineral | 30min
(estufa 50°C)

Xilol | 1h Oleo mineral Il 30min
(estufa 50°C)

Xilol 1l 1h Parafina | 30min
(estufa 60°C)

Parafina | 1h Parafina ll 30min
(estufa 60°C)

Parafina Il e

Tempo total: 57hs e 30seg Tempo total: 52hs e 30seg

Fonte: Silvania Paz (a autora).




QUADRO 2

40

DESPARAFINIZACAO/COLORACAO/MONTAGEM

Etapa de Pés-Fixacao

Xilol Tempo Oleo Mineral Tempo
Desparafinizacao Desparafinizacao
Xilo | 5 min Oleo mineral na estufa 10 min
Xilol 1l 5 min Secagem 10 seg
Alcool-xilol (03 banhos) | 30seg | Alcool 100% (03 banhos) 30 seg
(estufa 50°C)
Alcool 100% 5min | Alcool 90% (03 banhos) 30 seg
(estufa 50°C)
Alcool 90% 5min | Alcool 80% (03 banhos) 30 seg
(estufa 50°C)
Alcool 80% 5min | Alcool 70% (03 banhos) 30 seg
(estufa 50°C)
Alcool 70% 5 min Agua corrente 30 seg
Agua corrente lmin | = - | e
Coloracéo Coloracéo
Hematoxilina 2 min Hematoxilina 120 seg
Agua corrente 1 min Agua corrente 30 seg
Eosina 1 min Eosina 60 seg
Agua corrente 1 min Agua corrente 30 seg
Montagem Montagem
Alcool 70% 5 min Alcool 70% 30 seg
Alcool 80% 5 min Alcool 80% 30 seg
Alcool 90% 5 min Alcool 90% 30 seg
Alcool 100% 5 min Alcool 100% 30 seg
Alcool-Xilol 1 min Secagem 60 seg
Xilol | 5 min Cobertura com Entellan® | -
Xilol 11 5min | - —ee-
Coberturacom Entellan® | | -~ | e
Tempo total 67 min e Tempo total 19,66 min
30 seg

Fonte: Silvania Paz (a autora).

Nas etapas de fixacéo e pos-fixacdo (QUADRO 1), somando-se o tempo de cada

passagem nas substancias foi contabilizado um total de 52 horas e 30 segundos para 0

processamento histologico com uso do 6leo mineral quando comparado ao método

convencional com o xilol (57 horas e 30 segundos).
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Na etapa da pos-fixacdo (QUADRO 2), o processamento histolégico com uso
do 6leo mineral foi realizado num tempo extremamente rapido (19 minutos e 66
segundos) quando comparado com o método convencional com uso do xilol (67
minutos e 30 segundos). Nossos resultados superam aqueles encontrados por Falkeholm
et al (2001) que referiram um minimo de 28 minutos para o0 método livre de xilol e 80
minutos para o processamento convencional. Esses mesmos autores relataram que a
qualidade das preparacdes avaliadas (tecido mamario, intestino e pele) variou em fungéo
das colorac6es utilizadas (H&E e PAS apresentaram-se equivalentes, e van Gienson nédo
foi eficiente).

No estudo em questdo, diferentes érgdos (testiculo, ovario, utero, figado e baco)
obtidos de ratos saudaveis (Wistar) foram analisados, qualitativamente, com relacdo ao
processamento utilizando-se o xilol (Figura 4) e com o uso de 6leo mineral (Figura 5).
Nossos resultados corroboram com o estudo de Rai et al (2016) que realizaram uma
revisao sobre possiveis substitutos biosseguros para o Xilol, enfatizando-se a toxicidade
desse solvente, no sentido de minimizar a sua utilizacdo nos Laboratérios de
Histotecnologia, sem comprometer a qualidade das coloragdes e portanto, garantindo a

qualidade diagnostica.
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Figura 4 - Fotomicrografias de diferentes 6rgdos obtidos de ratos saudaveis (Wistar)
processados por meio da técnica convencional com xilol e corados com H&E. A e F)
testiculo, B e G) ovario, C e H) utero, D e 1) figado e E e J) baco. Magnitude das
imagens: A, B, C, D E (100x) e F, G, H, I, J (400x).

Fonte: Silvania Paz (a autora).

Figura 5 - Fotomicrografias de diferentes 6rgaos obtidos de ratos saudaveis (Wistar)
processados por meio da técnica com Oleo mineral e corados com H&E. A e F)
testiculo, B e G) ovario, C e H) utero, D e I) figado e E e J) baco. Magnitude das
imagens: A, B, C, D E (100x) e F, G, H, I, J (400x).

Fonte: Silvania Paz (a autora).
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Preparacdes do intestino grosso de ratos saudaveis (Wistar) foram obtidas
através de processamentos com o xilol (Figura 6 A e B) e com 0 uso do 6leo mineral
(Figura 6 C e D). As células caliciformes na mucosa do intestino grosso foram
observadas com forma mais detalhada e sem compactacdo das estruturas vizinhas,
possivelmente devido a acdo do 6leo mineral em promover maior plasticidade e

adequado estiramento dos finos cortes na &gua morna do banho Maria.

Figura 6 - Fotomicrografias do intestino grosso de ratos saudaveis (Wistar) processado
por meio das técnicas: convencional com o xilol (A e B) e com o 6leo mineral (C e D);
ambos os procedimentos corados com H&E. Magnitude das imagens: A e C (100x) e B
e D (400x), representam ampliacOes da regido da mucosa intestinal.

Fonte: Silvania Paz (a autora).
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No sentido de oferecer subsidio morfologico quantitativo, alguns 6rgaos de ratos
Wistar saudaveis (figado, artéria, glandula adrenal, bago, intestino grosso, testiculo e
utero) foram processados com 6leo mineral ou xilol. As preparac@es histoldgicas desses
orgdos foram analisadas por trés observadores (Histologistas), sem conhecimento prévio
do tipo de processamento empregado. Os critérios analisados foram clareza e
uniformidade da coloracéo, nitidez, adequacdo da coloracdo nuclear e citoplasmatica,
presenca de artefatos, integridade das estruturas e adequacéo para avaliacdo histoldgica
(APENDICE A). Todos os critérios avaliados pelos trés observadores, independente do
tipo de processamento histologico, apresentaram acuracia geral de 100%, com exce¢éo

da uniformidade da coloracdo e presenca de artefatos (TABELA 2).

TABELA 2 - Resultados do questionario de trés observadores com relacéo aos critérios
de uniformidade da coloragdo e presenca de artefatos, apods observacdo de Orgéos
(figado, artéria, glandula adrenal, baco, intestino grosso, testiculo e Utero) processados
pela técnica convencional (xilol) ou com o uso do 6leo mineral.

CRITERIOS OBSERVADORES
DE ~ PROCESSAMENTO A B C ACURACIA
AVALIACAO GERAL
Oleo 6/7 7/7 7/7 95,24%
Uniformidade (85,71%) | (100%) | (100%)
da coloragao Xilol 6/7 7/7 6/7 90,47%
(85,71%) | (100%) | (85,71%)
Oleo 2/7 1/7 1/7 18,90%
Presenca de (28,14%) | (14,28%) | (14,28%)
artefatos Xilol 5/7 3/7 2/7 47,61%
(71,42%) | (42,86%) | (28,57%)

Nota: A acuracia ou precisdo (numero de respostas corretas/nimero de perguntas
tentadas) foram expressas em ndmeros absolutos e percentagem. A exatiddo geral das
observacdes foi expressa como percentagem.
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A partir da andlise independente realizada por dois observadores (A e B, B e C,
A e C), constatou-se concordancia significativa em relacdo aos critérios (uniformidade
da coloracéo e presenca de artefatos), com Ky (teste Kappa) na faixa de 0,42 a 0,85 e
percentagens de 18,90 a 95,24% (TABELA 2).

Conforme os critérios avaliados na tabela 2, com o uso do 6leo mineral foram
obtidas as seguintes concordancias: A com B (K= 0,71, Boa); B com C (K= 0,85,
excelente) e A com C (K= 0,84, excelente); e com o uso do xilol foram obtidas as
seguintes concordancias: A com B (K= 0,42, Boa); B com C (K= 0,57, boa) e A com C
(K= 0,57, boa). Segundo Landis e Koch (1977), a concordancia com valores de K
menor que 0,40 é considerada fraca, maior que 0,75 é excelente e entre 0,40 e 0,75,
deve ser definida como boa ou intermediaria.

Independente dos resultados percentuais da acuracia geral para os dois critérios
avaliados, a concordancia entre os observadores foi satisfatoria e os métodos de
processamento histolégico (com o xilol ou o dleo mineral) foram considerados

eficientes.
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Tecidos de embrides de ave (gallus gallus domesticus) foram processados com a
técnica histolégica de rotina ou com o uso do Oleo mineral. Independente do
processamento histologico utilizado foi possivel avaliar o desenvolvimento das

estruturas e regides do Sistema Nervoso Central (SNC) (Figura 7).

Figura 7 - Fotomicrografias de embries de Gallus gallus domesticus processados na
presenca de xilol (A e B) e com 6leo mineral (C e D). Observam-se nos cortes seriados
transversais formacGes de estruturas e regides do SNC como telencéfalo (asterisco),
formacdo de célice oOptico (seta longa) e rombencéfalo (loséngulo), formagdo de
cristalino (c), vesicula dtica (vo). Preparacfes coradas com Hematoxilina: aumento de:
100x (A, B, C e D).

Fonte: Silvania Paz (a autora).
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No intuito de avaliarmos a durabilidade de materiais processados com o 6leo
mineral, realizamos a checagem de preparacbes de bidpsias renais humanas
confeccionadas ha mais de vinte anos (Figura 8) e as mesmas se apresentaram
inalteradas e estaveis quanto a preservacao dos cortes e qualidade das coloracdes. Os
resultados apresentados discordam daqueles apresentados por Buesa (2000) que
menciona ser incipiente a durabilidade de preparacdes histoldgicas processadas com o

6leo mineral.

Figura 8 - Fotomicrografias de biopsias renais humanas processadas com 6leo mineral,
e coradas com diferentes coloragdes: H&E (A), P.A.S. (B); tricrébmico de Masson (C) e
Prata PAZ (D). Magnitude de todas as imagens (400x).

Fonte: Silvania Paz (a autora).
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Paz et al., em 2016 processaram com Oleo mineral necropsias de encéfalo
humano corados com uma adaptacdo da coloracdo de prata (prata PAZ) para
identificacdo de placas senis. O tecido encefalico processado pelo método da prata PAZ
(Figura 9 A, B e C) mostraram-se com satisfatoria qualidade para diagnostico e o
tempo de realizacdo desse processamento foi reduzido em aproximadamente 40 minutos
quando comparado a técnica adaptada da prata com xilol (em torno de 3 horas). Na
literatura tem-se relatado que protocolos convencionais, em funcdo do uso de 6xido de
prata amoniacal, demandaram um longo tempo para sua realizacdo (em torno de 16
horas, método de Bielschowsky), especialmente devido as lavagens sequenciais

(FERNANDEZ, 1958).

Figura 9 - Fotomicrografias de necropsias de cérebro humano processadas com o dleo
mineral e coradas com a prata PAZ: A) notam-se placas amildides (setas finas), B)
degeneracdo granulo-vacuolar (setas pretas cheias) e C) angiopatia amiléide (deposicao
amil6ide na camada média do vaso (seta branca cheia). Magnitude de todas as imagens
(1000x).

Fonte: Silvania Paz (a autora).
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Os ensaios foram ampliados com a utilizacdo de material vegetal (folhas de
mangueira) processado com o xilol ou com o uso do 6leo mineral (Figura 10). As
estruturas do mesofilo da folha de mangueira (Mangifera indica L.) foram visualizadas
sem apresentar diferencas em funcédo do tipo de processamento realizado (com xilol ou
6leo mineral).

Figura 10 - Fotomicrografias de material vegetal (folha de mangueira) processado com
xilol (A) e com o dleo mineral (B). Destacam-se estruturas do mesofilo da planta em
corte transversal: epiderme (ep); parénquima palicadico (pp); parénquima espon;joso

(ph); parénquima fundamental (pf). Preparacdes coradas com Hematoxilina. Aumento:
100x (A e B).

Fonte: Silvania Paz (a autora).

Todos os tecidos processados com uso o0 6leo mineral (animal, humano ou
vegetal) apresentaram excelente qualidade, na macroscopia (pela naturalidade) como na
microscopia (pela nitidez, integridade das estruturas, entre outros critérios avaliados).
Neste intere, algumas vantagens do processamento histolégico com uso do 6leo mineral

ao invés do xilol, também foram pontuadas (QUADRO 3).

QUADRO 3 - VANTAGENS DO OLEO MINERAL EM RELACAO AO XILOL

Parametros avaliados XILOL OLEO MINERAL
Risco para saude Perigoso Sem risco
Equipamento de protecdo pessoal Necessario N&o requer
Custo Alto Baixo
Exequibilidade experimental Lenta Réapida
Necessidade de alcool no procedimento de Necessario Requer quantidade
coloracao reduzida
Qualidade da coloragéo Boa Boa ou Melhor
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5 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

» 0O oleo mineral foi capaz de substituir o xilol quando utilizado no processamento
de tecidos humanos, animais ou vegetais.

» O processamento de amostras histologicas com o uso do 6leo mineral ao inves
do xilol demonstrou ser rapido e seguro.

» Independente das coloracGes utilizadas (rotina ou especiais), a qualidade das
preparacdes histologicas obtidas através do processamento com o 6leo mineral
possibilitou a identificagdo de estruturas com credibilidade diagndstica.

» A concordancia entre trés observadores independentes (Histologistas) com
relacdo a determinados critérios (clareza e uniformidade da coloracdo, nitidez,
adequacdo da coloracdo nuclear e citoplasmatica, presenca de artefatos,
integridade das estruturas e adequacdo para avaliacdo histoldgica) confirmou
quantitativamente eficiéncia do processamento histolégico com uso do 0leo

mineral.

Diante do exposto, acreditamos que a inclusdo da nova metodologia com 0 uso
do 6leo mineral nos Laboratorios de Histopatologia, além de acelerar o processamento
das amostras histolégicas com qualidade diagnostica, solidifica a garantia da
biosseguridade pessoal e ambiental. Estudos com relacdo a incorporacdo de colas
naturais para a montagem das preparacdes histoldgicas estdo em andamento e devera

fortalecer a questdo da substituicdo por completa do xilol no referido procedimento.
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APENDICE A - Critérios para a avaliacdo das preparacdes histologicas de diferentes
orgdos (figado, artéria, glandula adrenal, bago, intestino grosso, testiculo e Utero),
realizada por trés histologistas (A, B e C), sem o conhecimento prévio do tipo de
processamento (com uso do 6leo mineral ou xilol).

CRITERIOS PARA AVALIAGCAO DAS PREPARACOES HISTOLOGICAS
PREPARACOES | Processamento Clareza | Uniformidade | Nitidez Adequagio Adeguacdo Preser n;;a Integridade f\dequa';éo
HISTOLOGICAS (TIPOS) da da I da da coloragio da coloracﬁ_o de das pera auzfn?;ac
coloragdo |  coloragdo coloragdo |  nuclear citoplasmatica artefatos estruturas histologica
[ATec|a B [c [afB|c [a S S G T Y T = O O B s
Figado [ Bleo [+ |+ |+ |- |+ |+ [*|*]* |* |+ [+ [+ + |+ |+ |+ |+ |+ |+ [+ |+ |+ |+ |
Xilol ¥ (v l+]+ |+ |+ [+ %[« T+ o]+ |+ |+ [+ [+ [+ 1+ lel+]+ 1+ [+ ]|+
Artéria Oleo t [+ |+]|% |+ |+ |[+|+]|+ |* |+ |+ |+ "SI O % % % = % |
—_— L = bl a2
| Xilol + |+ |+ |+ |+ + |+ |+ [+ |+ |+ + + + + + [- |+ [+ |+ + + |+
Glandula Oleo. . |+ |+ |+ [+ [+ [+ [+ |+ |* |x |+ |+ [+ % % = % 1= FF[% [+ & |[#i&
adrenal Xilol + 1+ [+ |+ + * ¥ [ |2 e = g + + - = |+ |+ [+ + + |+
Bago Gleo T e+ * [* [+ [+ x|+ [+ [+|+ |+ [+ [+ [+ |- |- [+ [+ |+ [+ [+ [*
¥ilol |+ [+ [+ |+ |+ |+ |+ |+|* |+ |+ |+ |+ ¥ |+ |+ |- [+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |
intestine |  Oleo |+ |+ |+ |+ [+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ [+ A e e T |5 % T8 1= i|& 5|
Xilol + |+ |+ |- + | # [+ |+ |+ |* |+ |+ + + T + [~ |+ |+ |+ + + |+
Testicul Oleo |+ | # |+ |+ |+ [#|+[* |+ [+ |+ |+ |+ [+ |- |- |- [+« |+ [+ [+ ]+
| Xilol %% [+ % |+ I% [*|+#* [®F(F][€ [£ [F |= POR 3 sl Il ) * + |+
Utero [ Olec [+ [+ [+]+ [+ [+ [+[+[+ |+ |+ ]|+ |+ + + |- = = |2 [+ |+ |+ + [+ |
Xilol # [+ [e]+ [+ |+ [+#][+]+ |* |+]+ |+ |+ | a 2 | '—+ + |+ |+ [+ |+

NOTA: Os critérios foram avaliados segundo a presenga (+) ou auséneia (<) de concordancia de opimao dos observadores A, B e € com relagdo aos
pardmetros considerados (clareza da coloragdo, uniformidade da coloragdo, nitidez da coloragdo, adequagio da coloragdo citoplasmatica, presenga de
artefatos, integridade das estruturas, adequagiio para avaliagio histologica).



ANEXO A - Aprovagio: Comité de Etica no uso de Animais-CEUA/UFPE

Universidade Federal de Pernambuco
Centro de Biocincias

Av. Prof. Nelson Chaves, s/n
50670-420 / Recife - PE - Brasil

fones: (55 81) 2126 8840 | 2126 8351
mms 8350 ,
14

Recife, 23 de novembro de 2016.
Oficio n® 110/16

Da Comiss&o de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFPE
Para: Prof.2 Paloma Lys de Medeiros

Departamento de Histologia e Embriologia

Centro de Biociéncias

Universidade Federal de Pemambu

Processo n® 0041/2016 :

Certificamos que a proposta intitulada “Metodologia inovadora sem uso de xilol
para a técnica histoldgica de rotina”, registrada com o n° 0041/2016, sob a
responsabilidade de Prof*Paloma Lys de Medeiros - que envolve a producio,
manutenc3o ou utilizacdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata
(exceio humanos), para fins de pesquisa cientifica {ou ensino) - encontra-se de acordo
com os preceitos da Lei n® 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n® 6.899, de
15 de julho de 2008, e com as normas editadas pelo CONSELHO NACIONAL DE
CONTROLE DE EXPERIMENTACAO ANIMAL (CONCEA), e foi aprovada pela
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA) DA UNIVERSIDADE FEDERAL
DE PERNAMBUCO (UFPE), em reunido de 23/11/2016.

Finalidade () Ensino (X) Pesquisa Cientifica
| Vigéncia da autorizacao Até 20/10/2018
Espéciefinhagem/raca Ratos Wistaralbinos
| N°® de animais 06
Peso/ldade 250g/adultos
Sexo Machos e fémeas
Origem Biotério do Departamento de Nutrigio —
) CCSAUFPE
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ANEXO B - Aprovacio: Comité de Etica no uso de Animais-CEUA/UFPE

Universidade Federai de Pernambuco
Centro de Ciéncias Bioldvicas

&v. Prof. Melson Chaves, s/n
50670-420 / Recife — PE — Brasil
fones: (55 B1) 2126 8840 | 2126 8351
fax: (55 81) 2126 8350
www.cch.ufpe.br

Recife, 31 de julho de 2015
Oficio n°® 73/4%

Oa Comissio de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFPE
~ara: Prof.? Eliete Cavalcante da Silva

Departamento de Histologia e Embriologia

Universidade Federal de Pernambucao

Processo n® 23076.022496/2015-89

2s membros da Comissao de Etica no Uso de Animais do Centro de Ciéncias
Siologicas da Universidade Federal de Pernambuco (CEUA-UFPE) avaliaram seu
projeio de pesquisa intitulado “Caracterizagado Morfologica de Embrides de Gallus
galius domesticus L., exposios a produtos naturais e sintéticos bioativos com
énfase no desenvolvimento dos sistemas nervoso e cardiovascular’.

isonciluimos que os procedimentos descritos para a utilizac&o experimental dos
animais enconiram-se de acordo com as normas sugeridas pelo Colégio Brasileiro
para Experimentacdo Animal e com as normas internacionais estabelecidas pelo
National Institute of Health Guide for Care and Use of Laboratory Animais as quais s&o
adotadas como critérios de avaliagio e julgamento pela CEUA-UFPE.

Encontra-se de acordo com as normas vigentes no Brasil, especialmente a Lei
11.794 de 08 de outubro de 2008, que trata da questdo do uso de animais para fins
cientificos e didaticos.

Diante do exposto, emitimos parecer favoravel aos protocolos experimentais a
serem realizados.

Origem dos animais: Biotério comercial localizado em Afenciosamente
moreno & (ovos incubados): Animais; aves; Linhagem;

Gallus gallus domesticus; Idade; serdo embrido com 72 y
| horas; O projeto vai usar 800 ovos em irés anos. fﬁ / %
i »
|=

. &' ]
% SN?‘]_B(HSS!‘
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ANEXO C - Aprovagdo: Comité de Etica-Pesquisa com seres Humanos/UFPE

fﬁﬁ}“iﬁ'%}f%?%?? EE UNIVERSIDADE FEDERAL DE
FrUSAUEE Tex PERNAMBUCO CENTRO DE - %%

biwelvends = A
|Serestumanne (R CIENCIAS DA SAUDE /UFPE-

T

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: COMPAHAQI\D DE PLACAS E EMARANHADOS NA DOENCA DE ALZHEIMER
ATRAVES DA HISTOLOGIA E IMUNOHISTOQUIMICA

Pesquisador: Lidier Roberta Moraes Nogueira

Area Tematica:

Versao: 1

CAAE: 44265315.1.0000.5208

Instituicdo Proponente: Universidade Federal de Pernambuco - UFPE
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADQS DO PARECER

Numerao do Parecer: 1.100.327
Data da Relatoria: 03/06/2015

Apresenta¢ao do Projeto:

Projeto de Pesquisa apresentado ao Programa de Pds-graduag@o em Patologia para realizagéo de
Mestrado em Patologia pelo CCS/UFPE. Trata-se de um estudo comparativo de placas e emaranhados na
doenga de Alzheimer atraves da histologia e imunohistocuimica do lipo observacional e analitico transversal.
QO estudo serd realizado no laboratério do departamento de Pés Graduacao em Patologia (POSPAT) da
UFPE em conjunto com o Servigo de Veriticagao de Obito (SV0) da UFPE. O estudo serd composto por
todos os blocos parafinados de tecido cerebral {hipocampo) de individuos com diagnoéstico de Doenga de
Alzheimer e individuos nao portadores. Os quais foram obtidos, identificados e arquivados pelo Prof? Dr.
Roberto José Vieira de Melo do Departamento de Patologia da UFPE apos as necropsias realizadas desde
de 2000 até 2014.

Objetivo da Pesquisa:
Objelivo Primario:

Estudar a presenga de placas senis e emaranhados neurofibritares em cortes histologicos de hipocampos
de portadores de Doenga de Alzheimer avaliando aspectos clinicos, socio-demograficos, histologicos e

imunohistoguimico.

Objetivos Secundarios:

Enderego; Av, da Engenharia /n® - 17 andar, sala 4, Prédio do CCS
. Bairro: Cidade Universitaria CEP: 50.740-800
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Em cortes histoldgicos de hipocampo de individuos portadores de Doenga de Alzheimer e de individuos
nao porladores:
= Verificar dentre os métodos de coloragao utilizados qual o melhor para identificagédo e quantificagao de
placas senis e emaranhados neurofibrilares na histologia; 3
* |dentificar e quantificar o numero de placas senis e emaranhade neurofibrilares através da
imunohistoquimica;
= Tragar o perfil clinico, sdcio-demograficos dos individuos cujos hipocampos foram analisados;
» Correlacicnar o numerc médic de placas senis e emaranhados neurofibrilares, observados através da
histologia e imunohistoquimica e o perfil do individuo;
+ Estimar uma escala numérica de quantificagdo das placas senis e emaranhados neurofibrilares obtidas

pelos métodos de coloragdo em comparagao com a imunohistoquimica.

Avaliagido dos Riscos e Beneficios:
Riscos:

Os pesquisaderes envolvidos declaram que ndo ha risco para a pesquisa, pois a andlise serd baseada
em dados e amoslras de arquivos. Alem disso, declaram que os riscos sao relacionados a extravios de
material coletado e quebra de sigilo, porém nos comprometemos a manter o sigilo de todas as informagdes
que serdo coletadas por meio do termo de confidencialidade dos dados.

Beneficios:

0O estudo tem como beneficic a obtengdo de dados relacicnados ao melhor método de avaliagédo
neuropatoldgica de tecido cerebral na Doenga de Alzheimer. Esses resultados permitirdo que futuramente
possam ser eleitos a melhor coloragio para identificar as placas senis e os emaranhados neurofibrilares e
assim evitados os subdiagnodsticos, além de trazer conhecimento para toda comunidade cientifica.

Os resultados do estudo poderdo ser publicados, porém o nome dos individuos e sua identidade ndo serdao
revelados, de forma gue ele nao poderd ser identificado, mantendo-se sua identidade em sigilo.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

Considerando o grande nimero de individuos que podem desenvolver doengas neurodegenerativas

causadoras de deméncias como a DA, através da realizag&o desta pesquisa sera possivel identificar dentre

alguns melodos de coloragao utilizados para o diagnéstico de DA, qual o mais eficiente e confidvel para

observar as placas senis e 0s emaranhados neurofibrilares,

Enderew : " Av, daEnqcnmr:awﬂ 'J"andar m“ Pmmouoccs i R
Bairro: Cidade Universitaria CEP: 50.740-500

. UF:. PE Municipio: RECIFE
: Telefone:  (81)2126-8568 E-mail: cepeccs@ufpe.br
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além de correlacionar os achados histol6gicos obtidos por esta melhor técnica com as caracteristicas
clinicas e sécio-demogréficas. Os resultados também contribuirao para diminuir o ndmero de diagnosticos
falso ~ negativos ou subdiagnéstico de DA. O trabalho estd bem escrito, com uma boa bibliografia e dentro
das normas necessarias para sua aprovagao.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagio obrigatéria:

a- Carta de anuéncia - o documento foi devidamente apresentada.

b- Folha de rosto — o documento foi devidamente apresentado.

¢c- Autorizagao para uso dos dados — O documento foi devidamente apresentado.
d- Termo de confidencialidade — o documento foi devidamente apresentado,

Recomendacgdes:
Verificar e corrigir o ano inicial dos prontudrios que serdo usados na pesquisa; se serd a partir de 2000 ou
2008.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
Nenhuma pendencia

Situagao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:

Nao

Consideragoes Finais a critério do CEP:

O Protocolo foi avaliado na reuniao do CEP e estda APROVADO para iniciar a coleta de dados. Informamos
que a APROVACAOQ DEFINITIVA do projeto 86 serd dada apds o envio do Relatério Final da pesquisa. O
pesquisador deverd fazer o download do modelo de Relatério Final para envia-lo via “Notificacdo”, pela
Plataforma Brasil. Siga as instrugdes do link “Para enviar Relatdrio Final”, disponivel no site do
CEP/CCS/UFPE. Apés apreciagao desse relatorio, o CEP emitird novo Parecer Consubstanciado definitivo
pelo sistema Plataforma Brasil.

Informamos, ainda, que o (a) pesquisador (a) deve desenvolver a pesguisa conforme delineada neste
protocolo aprovado, exceto quando perceber risco ou dano néo previsto ao voluntario participante (item V.3,
da Resolugdo CNS/MS N° 466/12).

Eventuais modificagdes nesta pesquisa devem ser solicitadas através de EMENDA ao projeto, identificando
a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas.

Para projetos com mais de um ano de execugo, é obrigatério que o pesquisador responsdvel pelo
.mE.ndere.l;u: Avdasngenhanasmn 19andarsala4Préd|(;duCCS S
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Protocolo de Pesquisa apresente a este Comité de Etica relatdrios parciais das atividades desenvolvidas no
periodo de 12 meses a contar da data de sua aprovacéo (item X.1.3.b., da Resolugédo CNS/MS N? 466/12).

O CEP/CCS/UFPE deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o curso
normal do estudo (item V.5., da Resolugdo CNS/MS N® 466/12). E papel do/a pesquisador/a assegurar
todas as medidas imediatas e adequadas frente a evento adverso grave ocorrido (mesmo que tenha sido
em outro centro) e ainda, enviar notificagao a4 ANVISA — Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, junto com

seu posicionamento.

RECIFE, 10 de Junho de 2015

Assinado potr:
Gisele Cristina Sena da Silva Pinho
{Coordenador)

! Enderego: Av. da Engenbaria &/n® - 17 andar, sala 4, Prédio do CCS
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ANEXO D - Certificado de qualidade do Oleo Mineral

;%Anastacio

CERTIFICADS PE QUALIDADE i

EMPRESA: LAPON QUIMICA E NATURAL LTDA

PRODUTO: OLEO MINERAL USP

NR NOTA FISCAL: 321.008 DANFE: 293.909

DATA FABRICAGCAO: 08/01/2016 VALIDADE: 01/2019

NR LOTE: 21817 QUANTIDADE: 800,00

DATA: 11/03/2016
CARACTERISTICAS ESPECIFICACOES MINIMO MAXIMO RESULTADOS
VISCOSIDADE 40°C s81 ] 10,8000 13,6000 11,9400
VISCOSIDADE,SUS 100 F 65,0000 75,0000 65,6000
GRAVIDADE 60 “F 32,1000 37,5000 34
GRAVIDADE ESPECIFICA, 60i0F ’ 0,8370 0,8650 0,8546|
GRAVIDADE ESPECIFICA (25" C) ' 0,8330 0,8610 0,8502
FONTO DE FLASH.COCF 325,0000 400,0000 375,0000/
COR SAYBOLT 30,0000 30,0000
NDICE DE REFRAGAQ N25/L 1,400 14800 1.4657
SUBSTANCIAS CARBONIZAVEIS PASSATESTE CONFORME 0.0000
ACIDFEZ. PASSA TESTE CONFORME 0,0000
ODOR USPINF PASSA TESTE CONFORME 0,0000
FDA 21 CFR 172,878 PASSA TRSTR CONFORME 0.0000
LIMITES DE IIDROCARD . TTC AROMPILYCYC,  PASSATESTZ CUNFORME 0,0000
LIMITES DE COMPOSTO SULFURICO PASSATESTE . CONFORME 0.0000]
DENTIFICAGAD A - IR PASSA TESTE CONFORME 0,0000
PONTO FLASH °C 162,0000 205,0000 191,0000,
PARAFINA SOLIDA FASSA TERTE. CONFORME 0,0000
GRAVIDADE ESPECIFICA 20020 *C 0,8350 0.8630 0,8526
OBSERVAGAO:

Laudo emitido eletronicamente, niio necessita de assinatura

Mauricio Fuin - Resp.Tecnico CRQ 04230019 - 4a Regido
Rua Jodo Tibiriga, 1262 - Fone (011) 2133-6600 - Cep: 05077--000 - Sao Paulo - SP

Nota Importante: Prezado cliente, gentileza analisar a especificagio contida neste certificado de anslise e nos contactar em
15 dias caso encontre divergéncia com a sua especificagdo.
Na auséncia do contato neste prazo serd considerado a aprovagio de nossa especificagiio

Emitido pelo Sistema Plan - Data Emiss&o:  11/03/2016
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ANEXO E - Dep6sito do Pedido de Patente- DINE/UFPE

POSITIVA

ﬁ
| DIRETORIA DE IKOVACAD

UFPE

Universidade Federal de Pernambuco
Diretoria de Inovacio

COMPROVANTE DE RECEBIMENTO DE DOCUMENTOS

Jeclaro para os devidos fins que esta diretoria recebeu as 12:15h de hoije,
aia 20/07/2017,Cominucado de Invencao e Termo de Sigilo, da solicitacdo para
depdsito do Pedido de Patente de titulo: “Protocolo de reducio do tempo de
processamento histologico com uso de éleo mineral ao invés do xilol”.

Para:

( X') estudo por esta diretoria;

( ) busca previa;

() analise e emissao de parecer de patenteabilidade:

( X) depésito dos documentos para Pedido de Patente de Invencéo.

A presente solicitacao pertence a um grupo tendo como inventor(a) vinculado(a) a
UFPE Silvania Tavares Paz, Portador do RG: 849.548 SSP/PB e CPF: 467.208.554-68,
nascido em ltambé-PE, estado civil: divorciada. A referida é Técnico de Laboratério
Area da UFPE, do Departamento de Patologia, do Centro Ciéncias da Satde.

Os outros membros do Grupo, co-inventores da tecnologia sao: Paloma Lys de
Medeiros.

Recife, 20 de julho de 2017,

Atenciosamente,

—

Carolina Borba
Assistente em Adminis
SIAPE: 2156155
UFPE
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