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Técnica de coloracao que permite evidenciar estruturas intra e extracelulares de cortes de tecido.
Coloracao H&E

Figura 1 — Lamina de H&E de estdbmago pelo protocolo convencional (100x). o

Fonte: Propria.
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Excesso de %\
HematOX| I Ina Figura 2 — Lamina de H&E de testiculo

pelo protocolo convencional (100x).
Fonte: Propria. s s

Exposicao a Hematoxilina
até alcancar a intensidade
adequada

Figura 3 — Lamina de H&E de testiculo pelo
protocolo experimental 3 minutos (100x).
Fonte: Propria. 03
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Danos Oculares

Queimaduras da Pele
Danos nas Mucosas

Toxico para a vida aguatica
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Objetivo Geral

Desenvolver um protocolo de coloracao progressivo de H&E, com HH, que origine
resultados qualitativamente semelhantes ao protocolo de H&E convencional.

Objetivo Especificos

 Comparar a qualidade da coloracao entre o protocolo convencional e os protocolos

experimentais.
* Determinar qual o tempo de incubacao da HH, do protocolo progressivo, que apresenta o

score mails elevado.
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Variavel
[ l
|ndependente Dependente
Protocolo de coloracao aplicado. Qualidade da coloracao obtida.
Amostras:

32 tecidos humanos nao neoplasicos

07



IICONGRESSO
BioMedLab Protocolos

ASSOCIAGAO PORTUGUESA DE CIENCIAS BIOMEDICAS LABORATORIAIS

Tabela 1 — Protocolos de coloracdo de H&E: Convencional e Experimental. Fonte: Propria.

Protocolo Convencional Hematoxilina & Eosina Protocolos Experimentais
10° Xileno 10°
30” Etanol 100% 30
30” Etanol 96% 30
30 Etanol 70% 30”°
30> Agua 30

, Hematoxilina de Harris R
10 (Ref.:3801560, Surgipath®) SIS
45> Agua 45>
6’ Acido Cloridrico (0,5%) em Etanol NA

70%

7’ Agua Corrente 7’
30 Etanol 96% 30
s (=29 Eosina Y s

1745 (Ref.:3801600, Surgipath®) 145

1’ Etanol 96% 1’

1’ Etanol 100% 1’

1’ Etanol 100% 1’

1’ Xileno 1’
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Recolha de dados e Avaliacao

Escala qualitativa ordinal de 4 nivelis, atribuindo um score para 0s seguintes parametros:

!

Preservacao morfologica (PM);

Intensidade da coloracao do citoplasma (ICC);

Intensidade da coloracao dos nucleos (ICN);

_)
—» Coloracao nao especifica (CNE);
_}
_}

Detalhe Nuclear (DN).

Tabela 2 - Fatores de ponderacao do score final.

Intensidade da

Preservacao . Coloracao nao Intensidade da
coloracao e N , Detalhe nuclear
morfologica . especifica coloracao dos nucleos
do citoplasma
Fator de ponderacao 1 1 2 3 3

Score final=[(3x[ICN+DN])+(2x[CNE])+(ICC+PM)]x3.333
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— \erificar a consisténcia interna do nstrumento de recolha de dados utilizando
0 Teste a de Cronbach.

—» Aplicacdo de ferramentas de estatistica descritiva, nomeadamente medidas de

tendéncia central e de variabilidade, a fim de avaliar a qualidade da coloracao por
metodo.

— Determinacao da normalidade e a homogeneidade das variancias, de modo a aplicar
0 teste one-way ANOVA com o teste post hoc de Tukey com um o = 0,05,
determinando a significancia estatistica.

10



IICONGRESSO

BloMedLab

ASSOCIAGAO PORTUGUESA DE CIENCIAS BIOMEDICAS LABORATO

Resultados e Discussao

Teste alfa de Cronbach One-way ANOVA
Consisténcia interna Analise de Variancia

| |

0,852 F(3, 124) = 1,463, p = 0,228
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Grafico 1 - Comparacao da variavel FS (score final) e os diferentes protocolos testados.

Resultados e Discussao

Teste de Tukey

|

Nivel de significancia de
a= 0,05

|

Sig. — 0,197
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Hipotese Nula (Ho) @/

Nao ha diferenca significativa na
qualidade da coloracao entre os

protocolos progressivos testados de
coloracao H&E com HH e o protocolo

convencional de H&E.

Se valor de p > 0,05

Hipotese Alternativa (H,) x

Declara que existe uma diferenca
significativa entre os protocolos
progressivos testados de coloracao
H&E com HH e o protocolo
convencional de H&E.

Se valor de p < 0,05
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Resultados e Discussao

Protocolo Convencional  Protocolo experimental 3 Protocolo experimental 4  Protocolo experimental 5

Apéndice

Nodulo linfatico |

Mama

Pele

Préstata

Tiroide

Figura 4 — Comparacdo dos protocolos de coloracdo. Imagens representativas da coloracdo de H&E de seccdes de
tecido com 4um de espessura (100x). Fonte: Propria.
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Vantagens do Protocolo Progressivo

v" Reduzir significativamente a duracéo da
coloracao;

v" Eliminar a necessidade do diferenciador:;

v Melhorar a eficiéncia e seguranca do
laboratorio.

Propomos,

Adotar o tempo de exposicao de 3
minutos utilizando HH

progressivamente sem diferenciador,

como alternativa ao metodo
convencional.
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— Foram desenvolvidos e avaliados 3 protocolos progressivos de coloracao H&E com
HH de modo a obter resultados de qualidade semelhantes ao método convencional.

—> Os resultados demostraram que a variacao do tempo de exposicao de HH entre 3 a
5 minutos nao impactou a qualidade da coloracao.

—» A analise estatistica confirmou a auséncia de diferencas significativas entre
protocolos, validando o protocolo progressivo como uma alternativa viavel ao
metodo convencional.

—> O estudo esta alinhado com a literatura existente, que defende protocolos de
coloracao otimizados, permitindo a melhor preservacao tecidual e qualidade da
coloracao.
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— A auséncia de diferencas estatisticas entre protocolos permite a selecdo de um tempo
de exposicao de 3 minutos como protocolo preferencial.

— Essa escolha permite a reducao do tempo de coloracao e elimina o diferenciador,
simplificando o processo e dando resposta as preocupacoes de seguranca e ambientais
assocladas ao metodo convencional.

—> O protocolo progressivo promove praticas histopatologicas mais seguras e eficazes,
com potencial para melhorar as condic¢oes de trabalho e eficiencia laboratorial.
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Limitacoes

» Falta de validacao previa da ferramenta de recolha de dados;
» Quantidade limitada de material bioldgico;
 Contexto especifico do estudo.

Perspetivas Futuras

» Aumento da quantidade de material biologico;
* Utilizacao de material biolégico com neoplasia;

» Exploracao de outros fatores que possam afetar a coloracao.
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