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H& um tempo em que é preciso
abandonar as roupas usadas, que ja tem a
forma do nosso corpo, e esquecer 0S
nossos caminhos, que nos levam sempre
aos mesmos lugares. E o tempo da
travessia: e, se ndo ousarmos fazé-la,
teremos ficado, para sempre, a margem
de n6s mesmaos.



Fernando Teixeira de Andrade

RESUMO

InovacOes a partir da exploracdo de corantes naturais aumentaram consideravelmente
devido a maleficios a saude humana e animal, ocasionados com uso de colorantes
sintéticos. No campo da histologia as pesquisas sdo voltadas principalmente para a
descoberta de um corante natural substituto da eosina. Plantas acidas como caja
(Spondias Mombin 1) e pequi (Caryocar Brasiliense Camb.) que apresentam
composicao rica em carotenoides e sdo usadas como corantes na cultura popular, podem
apresentar potencial coloragdo em tecidos bioldgicos, além de que suas cascas
geralmente sdo descartadas e poucos utilizadas na industria. Nessa perspectiva, 0
objetivo deste estudo é obter os corantes extraidos das cascas do Pequi e do Caj, e
verificar a biocompatibilidade dos colorantes em tecidos animais. Foi realizado um
estudo experimental em que 5 kg da casca do pequi e 5 kg do caja, foram desidratados,
em seguida, as cascas foram trituradas, ap6s uma semana o0 material foi colocado em um
Rotaevaporador onde as misturas do p6 do caja e pequi foram separadas do etanol, com
testes elaborados a melhor concentracdo para extrato do pequi foi definida em 25% e do
caja em 20%. Foram selecionados tecidos do coracdo, pulmdo, figado e rim
provenientes de outra pesquisa previamente aprovada (506/18 CEUA- UFPI). Os
materiais foram corados em consonancia com seu respectivo grupo, Grupo 1: controle
positivo, coloracdo com Hematoxilina e eosina; Grupo 2: coloracdo dos tecidos com o
extrato do caja unicamente; Grupo 3: coloracdo dos tecidos com o extrato do pequi
unicamente. Os grupos 2 e 3 tiveram trés subgrupos com bases em testes de
concentracdes: o extrato com etanol absoluto, extrato com etanol 70%, e etanol 70% e
adicdo de acido acético e alimen de potassio. A analise histoldgica ocorreu por meio da
avaliacdo do corte sob microscopia de luz e os resultados registrados por uma analise
qualitativa dos tecidos, foi realizado também uma andlise quantitativa do material. As
estruturas foram escolhidas e classificadas em boa, quando permitiu apreciacéo
suficiente de uma estrutura e ruim quando houve dificuldade na apreciacdo. Apos a
obtencdo dos resultados quantitativos, foi aplicado o teste de andlise de variancia
(ANOVA) com pos-teste (teste t), considerado o nivel de significancia de 95%. Os
resultados mostraram que 0s extrato das cascas do caja e do pequi, nas concentracdes de
20% e 25% respectivamente em concentracfes hidroalcodlicas de 70% foram capazes
de gerar coloracdo e permitir a visualizacdo da arquitetura dos tecidos, com o tom
amarelado, principalmente do caja, corando o citoplasma dos tecidos. O &cido acético e
0 alimen de potassio ndo mostraram melhora na coloracdo. Diferentes concentracdes
devem ser testadas, a inclusdo dos extratos com a hematoxilina também deve ser testada
para verificacdo da usabilidade opcional dos extratos pela eosina.

Palavras-chave: Coloracdo e Rotulagem. Histologia. Extratos Vegetais. Anacardiaceae
Malpighiales



ABSTRACT

Innovations from the exploration of natural dyes have increased considerably due to
harm to human and animal health, caused by the use of synthetic dyes. In the field of
histology, research is mainly aimed at discovering a natural dye substitute for eosin.
Acidic plants such as cajad (Spondias Mombin 1.) and pequi (Caryocar Brasiliense
Camb.., which have a rich composition in carotenoids and are used as dyes in popular
culture, may show potential coloration in biological tissues, in addition to their bark
being usually discarded and few used in industry. In this perspective, the objective of
this study is to obtain the dyes extracted from the bark of Pequi and Caja, and to verify
the biocompatibility of the dyes in animal tissues. An experimental study was carried
out in which 5 kg of pequi peel and 5 kg of caja were dehydrated, then the peels were
crushed. After a week the material was placed in a Rotaevaporator where the mixtures
of caja and pequi powder were separated from ethanol, with tests elaborated, the best
concentration for pequi extract was defined in 25% and caja in 20%. Tissues from the
heart, lung, liver and kidney from another previously approved research (506/18 CEUA-
UFPI) were selected. The materials were stained in accordance with their respective
group, Group 1: positive control, staining with Hematoxylin and Eosin; Group 2: tissue
staining with caja extract only; Group 3: tissue staining with pequi extract only. Groups
2 and 3 had three subgroups based on concentration tests: absolute ethanol extract, 70%
ethanol extract, and 70% ethanol and addition of acetic acid and potassium alum. The
histological analysis took place through the evaluation of the section under light
microscopy and the results recorded by a qualitative analysis of the tissues, a
quantitative analysis of the material was also carried out. The structures were chosen
and classified as good, when they allowed sufficient appreciation of a structure, and bad
when there was difficulty in appreciating it. After obtaining the quantitative results, the
analysis of variance test (ANOVA) was applied with post-test (t test), considering the
significance level of 95%. The results showed that the extract of the caja and pequi
peels, at concentrations of 20% and 25% respectively, at 70% hydroalcoholic
concentrations were able to generate color and allow the visualization of the tissue
architecture, with a yellowish tone, especially of the caja, staining the tissue cytoplasm.
Acetic acid and potassium alum showed no improvement in color. Different
concentrations must be tested, the inclusion of extracts with hematoxylin must also be
tested to verify the usability option of extracts by eosin.

Keywords: Coloring and Labeling. Histology. Vegetable Extracts. Anacardiaceae
Malpighiales.
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1 INTRODUCAO

Corantes sdo compostos organicos coloridos capazes de se ligarem seletivamente
aos componentes do tecido (VEUTHEY; HERRERA; DODERO, 2014). Sao utilizados
para colorir uma variedade de substratos como, por exemplo, téxteis, couro, papeis, e
cabelo, nos quais sdo completamente ou pelo menos parcialmente sollveis
(SURYAWANSHI et al., 2017).

Na préatica histoldgica existem dois tipos de corantes: os sintéticos produzidos
através de reacdes quimicas e os corantes naturais obtidos de fontes organicas (SAIKI;
THITIPRAMOTE, 2011). Os corantes sintéticos sdo eficientes, mas sdo perigosos para
a saude humana e animal. Pesquisas indicam que, a longo prazo, o0 contato com esse
material pode ocasionar problemas respiratorios, alergias na pele e neoplasias (AYADI
etal., 2016; BORDOLOI et al., 2017; HASAN et al., 2014).

O estudo de novos corantes naturais, ecologicamente corretos, necessita ser
incentivado, além do que, como muitos paises em desenvolvimento ndo podem mais
arcar com o custo cada vez maior dos corantes sintéticos, o uso de corantes naturais e
com boa relacdo custo-beneficio é uma opc¢éo viavel economicamente e ambientalmente
melhor (SURYAWANSHI et al., 2017).

As plantas produzem muitas cores que podem ser utilizadas como corantes
naturais (SAIKI; THITIPRAMOTE, 2011). O Brasil, por possuir uma rica diversidade
da flora mundial, se caracteriza como fonte incalculavel de possibilidades para o uso
econémico de seus elementos, capaz de gerar beneficios socioecondmicos (OLIVEIRA
JUNIOR et al., 2018; KOLLMANN; PEIXOTO, 2014) com o desenvolvimento de
novos bioprodutos, inclusive novos corantes (ZANI et al., 2013).

Dentre as potencialidades nacionais estd a cajazeira (Spondias Mombin 1.), uma
arvore frutifera da familia Anacardiaceae nativa das Américas, Asia e Africa tropicais
(SILVA; MARTINS; OLIVEIRA, 2009; TIBURSKI et al., 2011). No Brasil €
encontrado especialmente nas regides Norte e Nordeste (BRITO et al., 2018;
SACRAMENTO; SOUZA, 2009).

O seu fruto denominado caja, caja verdadeiro, caja-mirim ou tapereba possui um
formato ovoide com mesocarpo pouco carnoso, casca fina e lisa, coloracdo amarelo
alaranjado, com um sabor agridoce e excelente aroma (MARTINS et al., 2019;
MOURA NETO et al., 2015; SILVINO; SILVA; SANTOS, 2017; VALE; COSTA,;
MIRANDA, 2014).
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O Caja desempenha importante papel no agronegocio (BRITO et al., 2018)
devido as suas diversas possibilidades de uso, excelentes caracteristicas nutricionais e
alto potencial de processamento industrial (FREITAS et al., 2017) utilizado
principalmente na preparacao de refrescos, sorvetes, geleias e licores (MARTINS et al.,
2019; MOURA NETO et al., 2015).

Outra potencialidade é o pequizeiro (Caryocar brasiliense Camb.), uma arvore
com altura de 6 a 10 m, com tronco tortuoso de 0,30 a 0,40 m de didmetro (CARLOS et
al., 2014). Ocorre em varios estados brasileiros, com predominancia no cerrado (MELO
NETO; FERREIRA; FURSTENAU, 2018).

Seu fruto chamado de pequi constitui-se por um exocarpo de coloragdo marrom-
esverdeada, mesocarpo externo formado por uma polpa branca e mesocarpo interno a
porcdo comestivel do fruto, de coloracdo amarelo-claro a alaranjado escuro (SILVA et
al., 2018). O endocarpo espinhoso do pequi protege a semente comestivel, que €
revestida por um tegumento fino e marrom (MACHADO; MELLO; HUBINGER,
2013; SOUSA et al., 2011).

O pequi possui grandes valores econdmicos e de subsisténcia para comunidades
que vivem no cerrado (SANTOS et al., 2013). Eles podem ser consumidos frescos ou
como geleias, licores, cremes e 6leos, também sdo utilizados na medicina popular no
tratamento de doencas respiratorias (PINTO et al., 2016) ou na fabricacdo de produtos
cosméticos (PIANOVSKI et al., 2008; RIBEIRO et al., 2018).

Ambos os frutos, pequi e caja, possuem alta quantidade de compostos fendlicos
que explicam o nimero de pesquisas realizadas na area farmacéutica e nutracéutica
atualmente (BEMFEITO et al., 2020; GEOCZE et al., 2021; MADUKA et al., 2014;
OLADUNJOYE et al., 2021; SABIU; O’NEILL; ASHAFA, 2016). Esses frutos
também apresentam altas concentracdes de carotenoides principalmente em suas cascas,
0 que pode conferir boa coloracdo em tecidos (EGBUJO; ADISA; YAHAYA, 2008;
KRAMELL et al., 2019), algo que ainda néo foi investigado na literatura.

Existem apenas mencOes da utilizacdo popular da casca do pequi (CARLOS e
al., 2014) e casca do caja (AYOKA et al., 2008) na coloracdo de pecas de roupas. Nesse
ambito, um estudo de investigagdo das potencialidades da casca do pequi e do caja na
coloragcdo de tecidos biologicos é tecnologicamente viavel, pela caréncia de novas
descobertas na area da coloracao histoldgica, bem como pela possibilidade do aumento
no aproveitamento industrial da casca do fruto das espécies, ocasionalmente removida
durante processamento e descartada como residuo (MATTIETTO; LOPES; MENEZES,
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2010; SOUZA et al., 2018). Alem também de uma necessidade de um produto regional

natural que possa competir com os altos precos de corantes importados convencionais.

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Desenvolver corantes extraidos da casca do Pequi (Caryocar Brasiliense Camb.)
e do Caja (Spondias Mombin 1.), e verificar a biocompatibilidade dos colorantes

em tecidos animais.

2.2 Objetivos especificos

Verificar o efeito da inclusdo de mordente com &cido acético nos extratos na
biocompatibilidade nos tecidos;

Analisar a absorcdo e a distribuicdo dos extratos nos tecidos cardiacos,
hepaticos, pulmonares e renais, assim como transformacdes estruturais com
microscépio optico;

Investigar o tempo um minuto para a coloracdao nos tecidos biol6gicos em cada
uma das solucGes estudadas;

Avaliar a estabilidade das cores ocasionadas pelos extratos ap6s a analise
histoldgica;

Testar qual dos extratos é biocompativel com tecido investigado.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Corantes: definicdo e historico

Um corante pode ser descrito como uma substancia colorida que possui
afinidade com o substrato no qual é aplicado (SURYAWANSHI et al., 2017). Esse
elemento faz parte de um grupo de materiais chamados colorantes que sdo
caracterizados por absorverem luz na regido do visivel a olho nu, com comprimento de
onda entre 350 nm a 760 nm (PICCOLI; SCALIANTE; MACHADO, 2015; PRIETO;
BUITRAGO, 2014).

Ao longo da historia, os corantes foram utilizados para varias aplicacdes
praticas, que acompanharam a evolucdo do homo sapiens, sua presenca em amostras
arqueoldgicas fornece informacdes cruciais sobre 0 modo de viver nos tempos passados
(KRAMELL et al., 2019; STASIAK; KOCH; GLOWNIAK, 2014).

Antigas culturas peruanas usaram varios tipos de corantes organicos naturais
como indigo e acido carminico, para criar padrées ornamentais altamente complexos em
seus téxteis, revelando conhecimento de uma ampla gama de habilidades para extrair e
processar corantes (STASIAK; KOCH; GLOWNIAK, 2014). No Egito antigo, esses
materiais foram utilizados para pintar os labios e bochechas, manchar as unhas com
hena, revestir os olhos e sobrancelhas, além de serem utilizados em rituais religiosos e
de mumificacdo (CHAUDHRI; JAIN, 2014).

Na antiguidade cléssica, os povos desenvolveram técnicas de uso de corantes,
principalmente para tingir tecidos. Os romanos se tornaram eximios extratores de
corantes de cor parpura provenientes de moluscos do mediterraneo. Deve-se destacar
que esta técnica havia sido exaustivamente usada pelos fenicios, entretanto foram os
romanos que aprimoraram a técnica de criacdo em cativeiro dos moluscos, extragdo e
preparacdo do corante (MELLO; SUAREZ, 2012).

Nas monarquias europeias as cores das roupas eram associadas ao poder
aquisitivo, as cores dos nobres eram aquelas cujos corantes eram muito dificeis de
serem obtidos. Com as grandes navegacOes vieram novas descobertas na utilizacdo de
plantas como corantes (OLIVEIRA; MARTINS; APPELT, 2009).

Até a virada do seculo XIX, todos os corantes ainda eram obtidos de fontes
naturais, originarios de plantas, liquenes, insetos e moluscos (STASIAK; KOCH,;
GLOWNIAK, 2014). Durante a revolucdo industrial, corantes naturaiS passaram a ser
quimicamente sintetizados, com a descoberta da sintese de um corante, em 1856, por

William Henry Perkin. Este pesquisador, tentando produzir a quinina a partir da
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oxidacdo da aliltoluidina, conseguiu obter um corante de cor pdrpura, conhecido por
mauveina, o qual passou rapidamente a ser produzido em larga escala (MELLO;
SUAREZ, 2012).

Atualmente a producédo total de corantes no mundo é estimada em 800.000
toneladas por ano (PEIXOTO; MARINHO; RODRIGUES, 2013). Essa industria
desenvolve um importante papel na economia do mundo, visto que 0s corantes sdo
utilizados em varias atividades fabris, como também no campo da salde, onde os
corantes histologicos,  tém papel imprescindivel no diagnostico e patologias
(STASIAK; KOCH; GLOWNIAK, 2014).

3.2 Corantes Histoldgicos

Os corantes histoldgicos sdo geralmente usados para adicionar cor aos tecidos
animais, vegetais, microbios e esporos para torna-los opticamente distintos. Esta técnica
de rotulagem visual é conhecida como coloragdo (SURYAWANSHI et al., 2017).

A coloracéo é um processo comumente utilizado no diagnostico médico, onde o
corante é aplicado na borda posterior e anterior dos tecidos da amostra
(ALTURKISTANI; TASHKANDI; MOHAMMEDSALEH, 2016), para serem
examinados visualmente as regularidades das formas celulares e distribuicfes teciduais,
visualizando a condicao das regides celulares (HE et al., 2012).

Nos estudos biolégicos, a coloracdo é usada para marcar células e sinalizar
acidos nucléicos, proteinas ou a eletroforese em gel para auxiliar no exame
microscopico. Em alguns casos, varios métodos de coloracdo multipla sdo usados, como
coloracdo diferencial, dupla coloracdo ou a coloracdo multipla (ALTURKISTANI;
TASHKANDI; MOHAMMEDSALEH, 2016).

Nesse ambito, a coloragdo tem sido amplamente utilizada em histopatologia e
pesquisas para fornecer informacdes valiosas sobre estruturas celulares e morfologicas
dos tecidos, ndo apenas por ser de facil execucdo, mas também por seu custo econdmico
relativamente baixo (SURYAWANSHI et al., 2017; VEUTHEY; HERRERA;
DODERO, 2014).

O diagnostico de muitas doencas, especialmente oncologicas, depende da
avaliacdo de cortes histologicos por um patologista (HE et al., 2012; KUMAR;
SRIVASTAV; SRIVASTAVA, 2015). Na pesquisa basica e translacional, a
interpretacdo das secOes histoldgicas é a base para as conclusdes cientificas. A precisao
e a eficiéncia desse processo de diagndstico visual sdo determinadas por varios fatores
(AREVOLA; CRUZ-ROA, 2014; BRUNYE et al., 2017).
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Quatro desses fatores sdo comumente considerados: primeiro, a amostra de
tecido original deve obedecer a certos padrdes e, entdo, os procedimentos de fixagéo e
coloragcdo devem ser padronizados e otimizados, constituindo assim o segundo
fator. Terceiro, sdo consideradas as propriedades opticas do microscopio de diagnostico,
as caracteristicas da aquisicao da imagem e o armazenamento de dados que devem ser
calibrados para obter uma quantidade méxima de informacgdes. Por fim, para patologia
digital, a calibracdo do monitor pode afetar a eficicia diagnostica (KATHER et al.,
2015; RASMUSSEN; RUDBECK, 2015; TAYLOR; LEVENSON, 2006).

Ao contrario da imuno-histoquimica, o corante histolégico, ndo utiliza
anticorpos para identificar moléculas especificas e, portanto, ndo possui a especificidade
inerente de uma interacdo antigeno-anticorpo (SAIKI; THITIPRAMOTE, 2011,
VEUTHEY; HERRERA; DODERO, 2014).

Na histologia moderna, uma combinacdo de diferentes técnicas de coloracéo é
usada para melhorar a eficacia do processo de coloragcdo. Como uma forma de melhorar
as manchas histoldgicas, varias manchas foram modificadas e combinadas com outras
para melhorar sua eficacia (ALTURKISTANI; TASHKANDI; MOHAMMEDSALEH,
2016).

Grande parte dos corantes histologicos sdo obtidos com base em tecnologias
quimicas de producdo industrial, concentradas principalmente em paises
industrializados. (ISHUNINA; MOSPANOVA; ARKHIPOVA, 2017). A coloracdo
nuclear mais procurada, a hematoxilina, é obtida da arvore nativa da América central
Haematoxylon campechianum; é um exemplo de um corante natural que é amplamente
utilizado (DAPSON; HOROBIN; KIERNAN, 2010).

De forma adversa, a eosina, seu contra-corante € um corante sintético,
resumidamente a combinacdo de hematoxilina e eosina fornecem aos tecidos cores em
azul escuro para nucleos e rosa ou laranja para o citoplasma (CARDIFF; MILLER;
MUNN, 2014).

A eosina pertence ao grupo xanteno, estes corantes ndo sao apenas eficientes,
mas também tém efeitos deletérios que sdo perigosos para a salde humana e animal
(SURYAWANSHI et al., 2017). Além do que, a exposi¢do frequente a esses produtos
quimicos afeta a satde do trabalhador de laboratério (SUDHAKARAN; HALLIKERI;
BABU, 2018).

A crescente percepcdo de que alguns corantes sintéticos histologicos podem ser
prejudiciais a saude e ao meio ambiente, tem levado ao crescente interesse na busca por
substancias naturais produtoras de corantes (FAN et al., 2018; SHAKERI et al., 2018).
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Além disso, devido a grave ameaca da globalizacdo ecoldgica, degradacéo
ambiental e homogeneizacéo cultural, é crucial pesquisar novas utilizacbes de plantas, e
para preservar os habitats naturais das plantas, especialmente onde as mesmas ainda

ndo estdo completamente extintas.

3.3 Corantes Naturais

Corantes naturais tém sido usados em quase todas as culturas e quase todos 0s
periodos, em muitos itens do cotidiano, incluindo alimentos, cosméticos e decoragao.
(KRAMELL et al., 2019). Antes da descoberta de corantes sintéticos, os colorantes
obtidos de plantas eram utilizados em abundancia em todo o mundo, posteriormente
foram substituidos gradualmente (FAN et al., 2018; HASAN et al., 2014; SHAKERI et
al., 2018).

Entretanto, no inicio do século XXI, principalmente devido ao crescente
interesse da opinido pablica acerca da seguranca dos corantes sintéticos, unidos a
inquiri¢bes de sustentabilidade, os pigmentos extraidos de fontes naturais estao voltando
a assumir um papel importante (CAl; SUN; CORKE, 2005; YUSUF; SHABBIR;
MOHAMMAD, 2017; WATHON et al., 2019).

Os corantes naturais podem ser obtidos de plantas, animais ou insetos e podem
ser classificados em trés grupos principais: 0s heterociclos, com estrutura tetrapirrdlica,
que compreende as clorofilas presentes em vegetais, 0 heme e as bilinas encontradas em
animais (SENGE et al., 2014); o segundo grupo é composto pelas substancias de
estrutura isoprendides, representadas pelos carotenoides, encontrados em animais e
principalmente em vegetais (LANGI et al., 2018). No terceiro, estdo os heterociclos
contendo oxigénio, como os flavondides, que sdo encontrados exclusivamente em
vegetais (ASIF; KHODADADI, 2013).

Existem ainda outros dois grupos de corantes: as betalainas, que sdo compostos
nitrogenados, pigmentos vacuolares e atoxicos que substituem as antocianinas em
algumas plantas e fungos (CAI; SUN; CORKE, 2005), e os taninos, que sao polifenois,
encontrados geralmente na parte externa de varias plantas, funcionando como um
mecanismo de defesa contra pragas e predadores (CROZIER; JAGANATH;
CLIFFORD, 2006).

Alguns corantes naturais além de dar tons Unicos e elegantes também fornecem
protecdo a raios Ultravioletas (UV), antibacteriana, antioxidante, anti-inflamatoria
fluorescente e fungdes repelentes de insetos a fibras e tecidos (MORAGA et al., 2013;
RATHER et al., 2017; SAIVARAJ; CHANDRAMOHAN, 2018).
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A protecdo a raios UV ocasionou uma série de estudos e desenvolvimento de
tecnologias relacionadas a corantes naturais como fotossensibilizadores em células
solares (MAIAUGREE et al., 2015; KUMARA et al., 2017; RICHHARIYA et al.,
2017; SHALINI et al., 2015). Os pigmentos vegetais exibem estrutura eletrénica que
interage com a luz solar e altera os comprimentos de onda que sdo transmitidos ou
refletidos pelo tecido da planta (SHALINI et al. 2015). Este processo leva & ocorréncia
de pigmentacdo da planta, no qual cada pigmento é descrito a partir do comprimento de
onda da absorvancia maxima (Amax) e da cor percebida pelos seres humanos
(RICHHARIYA et al., 2017; SHALINI et al. 2015).

Seus efeitos benéficos a satde (quando ingeridos ou em contato com 0 corpo
humano) relacionados as suas propriedades antioxidantes, anti-inflamatérias e
antimicrobianas, proporcionaram também recentemente uma designacdo de pesquisas e
desenvolvimento de tecnologias nas areas biociéncias e biotecnologia (ADEEL et al.,
2018; MARTINEZ et al., 2015; TULI et al., 2015), principalmente na designacao de
corantes a base de plantas no campo da histologia (EGBUJO; ADISA; YAHAYA,
2008; PERIS et al., 2013; SURYAWANSHI et al., 2017).

3.4 Utilizacdo de plantas como corantes naturais histolégicos

Apds muitas controvérsias, o uso de plantas medicinais comeca a ter apoio
cientifico em todos os recantos do planeta. O Brasil e outros paises, com apoio da
Organizacdo Mundial de Salde, comecaram a resgatar a medicina popular, em que o
estudo das plantas medicinais ressurge, muitas delas tém uso milenar (BEZERRA et al.,
2015).

Tendo em vista que o Brasil é o terceiro maior produtor de frutas do mundo e
um dos que mais produzem residuos agroindustriais, vém crescendo a busca de
alternativas para a utilizacdo da matéria organica gerada, sendo a producdo de corantes
naturais uma possivel alternativa (BATAGLION et al., 2015).

Corantes naturais a base de plantas sdo amplamente utilizados em histopatologia,
como por exemplo 0 carmin e hematoxilina
(ALTURKISTANI; TASHKANDI; MOHAMMEDSALEH, 2016). A combinacdo
hematoxilina-eosina, é a coloracdo mais utilizada na histologia. Em decorréncia da
eosina ser um produto sintético varios estudos estdo sendo realizados com plantas
naturais de modo a encontrar resultados satisfatorios comparados ao corante sintético
(EGBUJO; ADISA; YAHAYA, 2008; PERIS et al., 2013; SUDHAKARAN;
HALLIKERI; BABU, 2018; SURYAWANSHI et al., 2017).
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Sudhakaran, Hallikeri e Babu (2018) pesquisaram sobre a eficacia dos extratos
do gengibre (Zingiber officinale) e acafrdo (Curcuma longa) como corantes histolégicos
em tecidos bioldgicos, confrontando nivel de intensidade na coloracéo e especificidade.
Foi observado que o gengibre apresentou boa intensidade de coloracdo e especificidade
ao citoplasma do tendédo de ratos, dessa forma os autores concluiram que o extrato do
gengibre se mostrou proximo ao desfecho da eosina na literatura e rotina medica.

Em outro estudo realizado com extrato de Hibisco sabdariffa foi investigado sua
acao como colorante celular substituto para hematoxilina e eosina na morfologia da pele
e tecido conjuntivo. Os resultados mostram uma coloracdo nitroso-azulada com
aparéncia citoplasmatica rosa-claro comparavel a coloracdo de rotina (hematoxilina-
eosina) para a morfologia da pele e tecido conjuntivo (AGBEDE et al., 2017).

A inclusdo de plantas na investigacdo ocorre na composic¢do fotoquimica do
fruto, especialmente pelas substancias antocianinas e carotenoides. As antocianinas sao
derivadas de sais flavilicos, solUveis em agua, que na natureza estdo associados a
moléculas de agucar, responsaveis por uma variedade de cores atrativas de frutas, flores
e folhas que variam do vermelho ao azul (WALLACE; GIUSTI, 2015; SMERIGLIO et
al., 2016).

Os carotenoides sdo abundantes em diversas frutas dos biomas brasileiros, como
a laranja, limdo, tangerina, uva, péssego entre outras (BOUKROUFA;
BOUTEKEDJIRET; CHEMAT; 2017; MURGA et al., 2016; SUN et al., 2019). Séo
substancias quimicas tetraterpénicas que compreendem pigmentos amplamente
difundidos na natureza, responsaveis pelas cores laranja, amarela e vermelha das frutas
e hortalicas (NISAR et al., 2015; SAINI; KEUM, 2018).

3.5 Caja (Spondias Mombin [.)

O género Spondia pertencente a familia Anacardiaceae (ordem: Sapindales),
compreende cerca de 20 espécies e tem importancia econémica, ecoldgica e social, pois
certas espécies séo utilizadas na agricultura e na industria para alimentagdo humana e
animal.

Algumas espécies ocorrem no Brasil (SANTOS; ALMEIDA, 2019), como a
cajazeira (Spondias Mombin L.), uma arvore ereta decidua, que cresce até 15 a 20 m de
altura, com um tronco de 60 a 75 cm de largura. Pode ser encontrada em outros locais
das Américas tropicais, Indias Ocidentais, partes da Africa e na Asia tropical
(AWOGBINDIN, et al., 2014; NWIDU et al., 2018).
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O seu fruto é conhecido na regido nordeste do Brasil principalmente pelo nome

de caja, apresenta a forma ovoide com 3 e 5 cm de comprimento, oblonga e plana na

base, tendo casca fina e lisa, com uma cor amarelo-laranja (Figura 1), com sabor acido e
tem uma grande semente fibrosa branca (FREITAS et al., 2018; LOURENCO et al.,
2018).

Figura 1. Fotografia com aspecto visual‘do fruto caja (Spondias Mombin I).
Fonte: Fadimu, Idowu e Ipinlaye (2014).

O caja é um fruto sazonal e perecivel, que, apesar de ser consumido cru, precisa
ser processado em produtos industriais como geleias de frutas, sucos ou sorvetes, séo
encontrados durante todo o ano (CARVALHO et al., 2019).

O crescimento dos frutos é caracterizado pela rapida divisdo e alongamento, com
um aumento irreversivel de peso, diametro, e comprimento, que sdo influenciados por
fatores genéticos e ambientais, como temperatura, radiagdo solar e precipitagdo. No
final da maturagdo, ocorre mudancas nas caracteristicas nutricionais e sensoriais, como
mudancas na cor, textura, sabor e aroma, transformando-os em produtos aceitaveis e
produtos comercialmente atraentes (SILVA et al., 2018).

Todas as partes da fruta sdo relatadas como Uteis e ricas em beta-criptoxantina,
luteina, flavondides e compostos fendlicos. O extrato de sua polpa e casca mostrou
efeitos anti-inflamatorios em um estudo experimental com a diminui¢do de células
inflamatorias e edemas (LOURENCO et al., 2018).

A sua casca, que corresponde a 10-15% da fruta, apresenta grande quantidade de
compostos fendlicos e carotenoides, tendo sido alvo de investigagdo por pesquisadores
na verificagdo de propriedades antioxidantes. (FREITAS et al., 2018; MITCHELL;
DALY, 2015).

Todavia, por melhor que seja 0 método da extracdo das cascas aplicado pelas
indUstrias na producdo de produtos secundarios do caja, sempre sdo observadas perdas
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nutricionais devido a remocdo da casca no processamento, uma vez que 0s carotenoides
se concentram em camadas mais externas (MATTIETTO; LOPES; MENEZES, 2010).

Durante o processamento, a casca desintegra-se pelo atrito das escovas entre o
fruto e a peneira, e é descartada como residuo, sem valor comercial, além de apresentar
custos para seu descarte e ser potencialmente um causador de prejuizos ao meio
ambiente (MATTIETTO; LOPES; MENEZES, 2010). Por conter sete tipos de
carotenoides, esse residuo pode ser transformado em ingredientes para utilizacdo e
aproveitamento em outros ramos da industria como alimenticia, farmacéutica e de
corantes (GIUFFRIDA et al., 2015).

3.6 Pequi (Caryocar Brasiliense Camb.)

O fruto do pequizeiro (Caryocar Brasiliense Camb.), conhecido popularmente
como, pequi, pequia, améndoa de espinho, grdo de cavalo ou améndoa do Brasil, €
encontrado em todo o cerrado brasileiro (DAMIANI et al., 2013). Sua frutificacdo
ocorre de setembro a fevereiro nas areas que compreendem o cerrado (VERA et al.,
2005).

A producdo é maior em periodos de seca e, na presenca de chuvas, ha
irregularidade de frutificacdo (LIMA et al., 2007). O fruto é constituido pelo exocarpo
ou pericarpo de coloracdo esverdeada ou marrom esverdeada, o endocarpo, que é
espinhoso, protege a semente, ou améndoa, que é revestida por uma polpa de cor
intensa, que varia de amarelo-claro para laranja-escuro (Figura 2) (GEOCZE et al.,
2013).

Figura 2. Fotografia com aspecto visual pequi (Caryocar Brasiliense Camb.).
Legenda: A. Epicarpo. B. Fruto cortado, possivel ver a regido endocarpo e epicarpo.
Fonte: Cardoso et al. (2013).

O consumo e o uso do pequi ainda estdo restritos & populagédo local do cerrado,
onde é explorado, na sua grande maioria, provenientes de atividade extrativista
(MOURA,; CHAVES; NAVES, 2013; RIBEIRO et al., 2012). Néo climateéricos, o fruto
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apresenta uma atividade respiratéria extremamente alta que diminui durante o seu
amadurecimento, assim como diminui a producéo de etileno (ALMEIDA et al., 2019).

O pequi apresenta alto valor energético e nutricional, por ser fonte de lipidios,
proteinas, vitaminas A (p-caroteno) e C, e sais minerais, 0 que 0 torna importante na
alimentacdo das populacbes da regido do cerrado (RODRIGUES et al., 2009).
Apresenta propriedades sensoriais, como cor, aroma, sabor diferenciados e muito
agradaveis, amplamente utilizado como ingrediente basico na elaboracdo de pratos
tipicos da culinaria regional. Alem de servir de matéria-prima para agroindustrias
regionais de conservas, temperos, licores e congelados (FERREIRA et al., 2009).

Durante 0 processamento do pequi, a casca é removida para acessar o0 interior
comercialmente valioso, 0 que gera uma quantidade excessiva de residuos e contamina
0 ambiente. Esse desperdicio poderia ser evitado, se tais fossem utilizados para outros
fins (RESENDE; TERRONES; RESENDE, 2011; SOUZA et al., 2018).

Curiosamente, esterdides, triterpenos, flavonoides, taninos e saponinas foram
identificados nas cascas de pequi (RESENDE; TERRONES; RESENDE, 2011; SOUZA
et al., 2018). Biazotto et al. (2019) investigaram compostos bioativos de frutas
brasileiras subaproveitadas, encontraram que o maior teor de carotenoides foi registrado
no pequi com total de 36 (10,156.21ug/100g), superior a todas as frutas investigadas.

Portanto, o aproveitamento estratégico da casca do pequi € necessario, visto a
quantidade de principios ativos, principalmente carotenoides em relacdo a outras
plantas. Recentemente pesquisas mostram a utilizacdo da casca como racdo para
coloracdo de gema em aves (OLIVEIRA et al., 2016) e para tingimento artesanal
(SILVA NETO; COSTA, 2010). Contudo, o campo de corantes e tinturas a partir da

casca do pequi segue subexplorado.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Caracterizacao do estudo

Estudo experimental com abordagem qualitativa e quantitativa do tipo

transversal.

4.2 Aspectos éticos

Todos os procedimentos relacionados ao uso de animais foram iniciados
somente apos o parecer favoravel emitido pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA), da Universidade Federal do Piaui (UFPI), comprometendo-se a contemplar as
normas éticas do Conselho Nacional de Controle da Experimentacdo Animal
(CONCEA) e legislagdo nacional para vivisseccdo animal em vigor (Lei n° 11.794, de
8/10/08, Lei n° 9.605, de 12/02/98 e Resolucdo normativa n° 38, de 17/04/18). Para a
realizacdo deste estudo, os animais utilizados foram provenientes de outra pesquisa
realizada anteriormente e aprovada no Comité de Etica em Experimentacdo Animal da
Universidade Federal do Piaui sob o numero de parecer 506/18 CEUA-UFPI (anexo 1).

4.3 Preparacao do extrato

Cinco quilos das cascas do pequi e cinco quilos das cascas do caja adquiridos em
um mercado do Estado do Piaui, na cidade de Teresina foram desidratados na estufa a
60° C por 4 dias. Apos a desidratacdo, as cascas foram trituradas no liquidificador
Philco Double Inox 900W com copo metalico para obtencdo do p6 (Figura 3). Apos este
processo, o material foi levado para o funil de decantacdo, onde cada p6 foi misturado

com etanol absoluto em proporgdo de 1:1, 1:2, 1:4 (Figura 4).

Figura 3. Fotografia dos pés obtidos das cascas dos frutos apds desidratacéo.
Legenda: A: pé do caja, B: p6 do pequi.
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Fonte:Laboratori

l

0 de Histotécnicas do Dep

artamento de Morfologia/CCS — UFPI.

Figura 4. Fotografia dos Funis de decantacdo com a mistura de cada p6 com etanol
96%. Legenda: Seta vermelha indica mistura entre o etanol e p6 do caja; a seta amarela
indica mistura entre etanol e p6 do pequi.

Fonte: Laboratorio de Histotécnicas do Departamento de Morfologia/CCS — UFPI.

Apobs uma semana o material foi colocado em um Rotaevaporador a 100°C com
pressdao de 600 mmHg onde as misturas do p6 do caja e do pequi foram separadas do

etanol em um processo de evaporacao (Figura 5) para obtencao do extrato bruto.

Figura 5. Fotografia do processo de separacdo do etanol e os extratos brutos pelo uso
do rotaevaporador.

Legenda: Extrato do caja (A) e extrato do pequi (B).

Fonte: Laboratorio de Analises clinicas do Departamento de Farmacia — UFPI.
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Com base em levantamento da literatura sobre alguns corantes a base de plantas
naturais (EGBUJO; ADISA; YAHAYA, 2008; PERIS et al., 2013; SURYAWANSHI et
al., 2017), as concentracdes dos extratos 5, 10, 20 e 80 g de cada extrato foi dissolvido
em volume final de 100 ml de etanol absoluto, 100 ml de fracdo volumétrica
hidroalcodlica em 70 %, 100 ml fracdo volumétrica hidroalcodlica em 70% com é&cido
acético (gradual para manter o pH das solugdes em 5) e alimen de potéssio para
funcionar como mordente na concentracdo de 1%. Separadamente para fazer as
concentracdes de 0,05, 0,1, 0,2 g e 0,8g / ml (10%, 20%, 25%, 80%; p/v),
respectivamente. Com testes piloto elaborados a melhor concentracdo para extrato do
pequi foi em 25% e do caja em 20%.

Para mistura do &cido acético e alimen de potassio as solu¢cdes foram utilizadas
uma centrifuga de laboratorio, para possibilitar maior homogeneidade das coloracdes. A
velocidade foi ajustada em 2000 rpm com tempo de centrifugacdo de 10 minutos
(Figura 6).

Figura 6. Fotografias do processo de centrifugacéo dos extratos.

Legenda: A - Centrifuga para mistura de solucdes com é&cido acético e alimen de
potassio. B - Tubos com solucdo misturada &cido acético e alumen de potassio.

Fonte: Laboratorio de Histotécnicas do Departamento de Morfologia/CCS — UFPI.

Todas as solugdes foram filtradas por papel de filtro Whatman e armazenados
(Figura 7). O pH de todas as solugdes foi aferido com Phmetro Medidor de bancada,

com faixa pH 0-14 e com brago articulado.
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Figura 7. Fotografias do processo de filtragdo dos extratos.

Legenda: A. Solucdo filtrada com papel filtro Whatman. B. Armazenamento dos
extratos em frasco de vidro Ambar.

Fonte: Laboratorio de Histotécnicas do Departamento de Morfologia/CCS — UFPI.

4.4 Amostra e preparacéao dos tecidos

Foram selecionados os seguintes tecidos para essa pesquisa: rim, figado, pulmao,
coracdo de camundongod BALBC acondicionados em frascos contendo formol a 10%
no laboratério de Histotécnicas do Departamento de Morfologia/CCS — UFPI,
provenientes de outra pesquisa 506/18 CEUA- UFPI.

Apbs retirada dos 6rgdos dos frascos cada peca foi desidratada em etanol com
porcentagens crescentes (50%, 70%, 80%, 90%) por periodos de 1h e finalmente em
etanol absoluto 100% durante 8h. Apos a desidratacéo a peca foi diafanizada em xilol,
permanecendo em parafina por 4h em estufa a 58°C para, entdo, ser emblocada para a
realizacdo dos cortes histologicos. Posteriormente foram realizados cortes semi-seriados
com Sum de espessura em um microtomo distendidos em dgua a 45°C e pescados em
laminas albuminizadas, no qual cada l&mina foi corada em consonancia com Seu

respectivo grupo.

4.5 Grupos experimentais

e Grupo 1: controle positivo, coloragdo com Hematoxilina e eosina;
e Grupo 2: coloragao dos tecidos com o extrato do caja (25%) unicamente;
e Grupo 3: coloragdo dos tecidos com o extrato do pequi (20%)

unicamente.
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Os grupos 2 e 3 tiveram trés subgrupos com bases em testes de concentracdes.
Dessa forma, os grupos 2A e 3A foi utilizado o extrato com etanol absoluto, 0s grupos
2B e 2B foi usado o extrato com etanol 70%, e grupos 2C e 3C com etanol 70% e

adicdo de acido acético e alimen de potassio conforme quadro 1.

Grupo subgrupos

Grupo 1 G1 - controle positivo

Grupo 2 G2A - extrato  G2B - extratoem  G2C - extrato com etanol 70% e
em etanol etanol 70% adicao de &cido acético e alumen de

(caja) absoluto potassio

Grupo3  G3A-extrato G3B -extratoem G3C - extrato com etanol 70% e
) em etanol etanol 70% adicao de &cido acético e alumen de
(pequi) absoluto potassio

4.6 Método de coloracéo

As seccBes foram desparafinadas em 3 fracGes de xilol e hidratadas através de
solucgdes graduadas de alcool (100%, 90%, 80% e 70%). Posteriormente, foram lavados
em agua corrente por 1 minuto, e corados em consonancia com seu grupo, em seguida,
as laminas foram mergulhadas em &gua destilada (10 vezes).

O tempo de imersdo das laminas nos extratos foi de 1 min. Posteriormente as
secOes foram desidratadas em graus ascendentes de alcool, clareadas em xilol e
montadas em um composto de montagem sintética. Durante todo método de coloracao

foi mantido temperatura ambiente dentro da faixa de 25° C a 30° C.

4.7 Analise dos dados

O material foi examinado em microscopio trinocular com objetivas
planacromaticas e com uma camera digital resolucédo de 2592 x 1944 pixels acoplada ao
microscopio, que realizou a captura das imagens. As fotomicrografias foram obtidas em
aumento de 100X e 400X.

A anélise histoldgica ocorreu por meio da avaliagcdo do corte sob microscopia de
luz e os resultados registrados por uma andlise qualitativa dos tecidos em colorag&o,
com auxilio do software Leica Application Suite Image®, com analise da morfologia
dos tecidos conforme ¢ descrito na literatura (KUSCULU; ASLAN, 2019).
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Foi realizado também uma analise quantitativa do material, no qual 5 areas de 3
laminas foram analisadas em cada grupo com respectivo tecido investigado. As
estruturas foram escolhidas e classificadas em boa (pontuagcdo 1), quando permitiu
apreciacdo suficiente de uma estrutura de tecido; e ruim (pontuacdo 0) quando houve
dificuldade na apreciacdo ou nao foi possivel identificar uma estrutura de tecido
particular.

As estruturas escolhidas sdo referidas a seguir:

Quadro 2. Componentes selecionados dos tecidos para anéalise histologica.

Tecido Componente selecionados

Pulmao Arquitetura em geral  Bronquiolos  Alvéolos Ducto alveolar
do tecido

Rim Arquitetura em geral Glomérulos  Tubulos Cépsula de
do tecido contorcidos Bowman

Figado Arquitetura em geral  Capilares Espaco de disse  Hepatocitos
do tecido sinusoides

Coracdo  Arquiteturaem geral Ndcleo da Discos Disposigao das
do tecido fibra intercalares fibras

4.8 Anélise estatistica

Apds a obtencdo dos resultados quantitativos, os dados foram avaliados quanto
ao coeficiente de variacdo e a distribuicdo amostral com o teste Shapiro-Wilk, seguido
teste de analise de variancia (ANOVA) com poés-teste (teste t). Foi considerado o nivel

de significancia de 95% (p<0,05), utilizando o software GraphPad Prism versdo 8.0.1.
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5 RESULTADOS

Com a obtencdo dos extratos pelo método descrito acima, 0s compostos
apresentaram o pH em média de 4,6 no caja, e 4,9 no pequi, 0 que mostra um pH
levemente &cido. Em todas as coloracdes utilizadas foi possivel observar a arquitetura
do tecido pulmonar utilizado, embora os extratos dos frutos com etanol bruto, tenham
apresentado maior dificuldade de visualizacdo de estruturas, como é possivel ver na

Figura 8, através do limen do bronquiolo.
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grupos experimentais. Legenda: A - coloracdo do com hematoxilina e eosina (G1). B -

Coloracdo do extrato do caja em etanol absoluto (G2A). C - Coloracdo G2B do extrato
do caja em solucgdo hidroalcodlica em 70% (G2B). D - Coloragéo do caja com adicao de
acido acético e alumen de potassio (G2C). E - Coloracdo do pequi em etanol absoluto
(G3A). F - Coloracdo do pequi em solucdo hidroalcodlica em 70% (G2C). G -
Coloracdo do pequi com adi¢do de acido acético e alimen de potassio. * indica o limen

do bronquiolo. Aumento em 400x. em etanol absoluto

Nos grupos G2B e G3B, houve melhor qualidade de coloracdo em tons de mais
forte do amarelo no epitélio cibico do bronquiolo. A adi¢do de alimen de potassio e

acido acético ndo resultou em melhorias da imagem, entretanto resultou uma coloracéo
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marrom-azulada nas estruturas do tecido pulmonar, descaracterizando a coloracdo
inicial buscada.

Assim como é verificado nas fotomicrografias, na analise estatistica o0s
resultados foram uniformes. A pontuacdo dos extratos hidroalcoolicos em 70 % do
pequi e caja, revelaram valores proximos aos da hematoxilina e eosina. Ndo houve

diferenca significativa entre os grupos (Figura 9).
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Figura 9. Pontuacdo dos componentes de tecido pulmonar conforme grupos. Legenda:
G1 — Hematoxilina e eosina. G2A - extrato do caja em etanol absoluto. G2B - extrato do
caja em solucdo hidroalcodlica em 70%. G2C - extrato do caja em solucdo
hidroalcotlica com adicdo de acido acético e alimen de potassio. G3A - extrato do
pequi em solucdo hidroalcodlica em 70%. G3B - extrato do pequi em etanol absoluto.
G3C - extrato do pequi em solucdo hidroalcodlica com adicéo de acido acético e alumen

de potéssio. * indica p<0,05 pelo teste t.

Na coloracdo dos glomérulos e tdbulos contorcidos do tecido renal houve
biocompatibilidade da coloracdo. A cor gerada pelo extrato do caja foi amarelada e
opaca, enquanto a do pequi mostrou aspecto amarelo esverdeado. Mesmo em etanol
absoluto foi possivel identificar glomérulos e tbulos no tecido, com menor qualidade
(Figura 10).
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Figura 10. Fotomicrografia de cortes do tecido renal corados de acordo com 0s grupos
experimentais. Legenda: Legenda: A - coloragéo do com hematoxilina e eosina (G1). B
- Coloragdo do extrato do caja em etanol absoluto (G2A). C - Coloragdo G2B do extrato
do caja em solucgdo hidroalcodlica em 70% (G2B). D - Coloragéo do caja com adicao de
acido acético e alumen de potéssio (G2C). E - Coloracdo do pequi em etanol absoluto
(G3A). F - Coloracdo do pequi em solucdo hidroalcoodlica em 70% (G2C). G -
Coloracdo do pequi com adicdo de &cido acético e alimen de potassio. * indica tubos

contorcidos. Estrela indica glomérulos. Aumento em 100x.
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Na imagem ampliada de tubulos renais distais e proximais, dos extratos em
fracdo hidroalcoodlica 70%, € possivel verificar mitocéndrias, nessa ampliacdo é possivel
observar a persisténcia coloracdo do tom amarelo do cajd. No pequi existe um maior

desarranjo dos tubulos (Figura 11).
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Figura 11. Fotomicrografia de tdbulos renais corados de acordo com 0S grupos
experimentais. Legenda: A - coloracdo do com hematoxilina e eosina (G1). B -
Coloracdo do extrato do caja em solugdo com etanol absoluto (G2A). C - Coloracdo B

do extrato do caja em solucao hidroalcodlica em 70% (G2B). D - Coloracao do pequi
em solucéo hidroalcoolica em 70% (G3B). Aumento em 400x.

Na comparacao estatistica houve diferenca significativa entre G1 e G2A e G3A,
além disso G2B e G2C apresentaram pontuacdes maiores significativamente em
comparagdo ao G2A (Figura 12). O que releva boa qualidade na coloragdo ocasionada
pelo G2B e G3 e pior qualidade do G2A.
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Figura 12. Pontuagdo dos componentes de tecido renal conforme grupos. Legenda: G1
— Hematoxilina e eosina. G2A - extrato do caja em etanol absoluto. G2B - extrato do
caja em solucdo hidroalcodlica em 70%. G2C - extrato do caja em solucéo
hidroalcodlica com adicdo de &cido acético e alumen de potéssio. G3A - extrato do
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pequi em solucdo hidroalcodlica em 70%. G3B - extrato do pequi em etanol absoluto.
G3C - extrato do pequi em solucdo hidroalcoolica com adicéo de &cido acético e alimen
de potéssio. * indica p<0,05 pelo teste t

O musculo estriado cardiaco é mostrado na figura 13 O G2B apresentou tom de
marrom-amarelado mais forte em relagdo a outras coloracdes. A dificuldade em
identificar ncleos de discos intercalares foi comum em todos os grupos de colora¢Ges

experimentais.

Figura 13. Fotomicrografia de cortes do muscular estriado cardiaco corados de acordo
com o0s grupos experimentais. Legenda: A - coloracdo do com hematoxilina e eosina
(G1). B - Coloragéo do extrato do pequi em solugdo hidroalcodlica em 70% (G2B). C -
Coloracdo G2B do extrato do caja em solucéo hidroalcoolica em 70% (G3B). D -
Coloracdo do pequi com adi¢édo de acido acético e alimen de potassio (G3C). Aumento
em 400x.

Na figura 14 foi verificado diferenca significativa entre a G1 e G2A (p<0,05).
Nas demais comparacfes ndo houve diferenca significativa. Novamente os valores do

G2B e G3B bem proximos aos valores do grupo controle.
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Na visualizacdo da veia centrolobular para analise do tecido hepatico, o grupo
G2B mostrou coloracdo em tom mais amarelo, no G3B um marrom-amarelado. Com

etanol absoluto a coloragdo ficou em escuro com menor biocompatibilidade.
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Figura 14. Pontuacdo dos componentes de tecido muscular cardiaco conforme grupos.
Legenda: G1 — Hematoxilina e eosina. G2A - extrato do caja em etanol absoluto. G2B -
extrato do caja em solucdo hidroalcodlica em 70%. G2C - extrato do caja em solucao
hidroalcodlica com adicdo de acido acético e alimen de potassio. G3A - extrato do
pequi em solucdo hidroalcodlica em 70%. G3B - extrato do pequi em etanol absoluto.
G3C - extrato do pequi em solucéo hidroalcodlica com adicéo de acido acético e alumen
de potassio. * indica p<0,05 pelo teste t.

Figura 15. Fotomicrografia de cortes do tecido hepatico de acordo com 0s grupos
experimentais. Legenda: A - coloracdo do com hematoxilina e eosina (Gl1). B -
Coloracdo do extrato do caja em solucdo com etanol absoluto (G2A). C - Coloracdao B
do extrato do caja em solucdo hidroalcodlica em 70% (G2B). D - Coloracdo do pequi
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em solucéo hidroalcoolica em 70%. * indicam a veia centro lobular. As setas indicam
capilares sinusdides. Aumento em 400x.

Houve diferenca significativa dos tecidos corados do grupo controle em relacdo
aos submetidos a coloracdo com extrato das cascas das frutas em etanol absoluto
(Figura 16). As pontuacdes do tecido hepatico foram menores em comparagao ao grupo
controle, com bases dos tecidos anteriores.
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Figura 16. Pontuacdo dos componentes de tecido hepatico conforme grupos. Legenda:
G1 — Hematoxilina e eosina. G2A - extrato do caja em etanol absoluto. G2B - extrato do
caja em solucdo hidroalcodlica em 70%. G2C - extrato do caja em solucdo
hidroalcodlica com adicdo de acido acético e alimen de potassio. G3A - extrato do
pequi em solucdo hidroalcodlica em 70%. G3B - extrato do pequi em etanol absoluto.
G3C - extrato do pequi em solucéo hidroalcodlica com adicdo de acido acético e alumen
de potassio. * indica p<0,05 pelo teste t.
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6. DISCUSSAO

Foi verificado que os extratos das cascas do cajé e do pequi, nas concentragdes
de 25% e 20%, respectivamente, em concentracdes hidroalcodlicas de 70% foram
capazes de gerar coloracdo e permitir a visualizacdo da arquitetura dos tecidos, com o
tom amarelado, principalmente o caja, corando o citoplasma da célula.

N&o houve coloracdo de ndcleos, o que era esperado pelas substancias serem
acidas. Além disso, a coloracdo experimental de nucleo tende a ser menos efetiva em
investigacbes de corantes experimentais. Em circunstancias normais, 0s corantes
tendem a ser enriquecidos na superficie do tecido, enquanto o ndcleo do tecido
frequentemente mostra uma coloracdo pobre (LI et al., 2018).

Nessa pesquisa o pH dos extratos ficaram na faixa de 4,6 e 4,9, que possibilitou
a coloracao de estruturas basicas como citoplasma, fibras musculares cardiacas. O pH
ideal para a coloracao apropriada da eosina é de aproximadamente 4,5. A intensidade da
coloracdo cai significativamente acima de um pH de 5, enquanto a coloracdo escurece
abaixo de um pH de 4. Nesse sentindo os extratos dessa pesquisa, assim como do estudo
de Sudhakaran, Hallikeri e Babu (2018), possuem a caracteristica de coloracéo devido a
capacidade de seus fendis de liberar ion hidrogénio dos grupos hidroxila. A adicdo de
acido acético ndo resultou em melhorias de coloracdo quando adicionado com alimen

de potéssio nos extratos.



36

Além da acidez, a coloragdo amarela fornecida aos tecidos testados se deve a
composicao de carotenoides presentes em ambos os frutos. A presenca de carotenoides,
principalmente zeaxantina, anteraxantina e luteina fornece a coloracdo presente no
pequi (NASCIMENTO-SILVA; MENDES; SILVA, 2020). No cajd os principais
carotenoides sdo: B-criptoxantina, luteina, zeaxantina, a e § caroteno (TIBURSKI et al.,
2011).

A zeaxantina e luteina podem apresentar compatibilidade em diferentes tecidos,
ambas sdo utilizadas na inddstria para producao de corantes (MARTINS et al., 2012). A
zeaxantina é usada como aditivo alimentar e corante na industria de alimentos, o
pigmento confere uma coloragdo amarelada a pele e gema de ovo das aves, e zeaxantina
é preferida a outros carotenoides por aumentar a pigmentacao em aves e peixes devido a
sua capacidade de se depositar uniformemente na carne e nos ovos. Este carotenoide €
pelo menos 1,5 vezes mais potente que a luteina. A avaliacdo da zeaxantina na area
cosmeética, principalmente na protecdo solar, estad em estudo devido a sua funcao natural
como protetor de células da fotossensibilizacdo (CASAROLI-MARANO et al., 2015;
SAJILATA,; SIN-GHAL; KAMAT, 2008).

A aplicacdo do etanol absoluto ndo apresentou melhores resultados na coloracéao
dos tecidos animais que a fracdo com etanol a 70%, entretanto, 0s carotenoides é
melhor absorvido em solugdes com etanol e insoluvel em éagua (MEZZOMO;
FERREIRA, 2016), a hipotese é que a presenca de outros compostos, como proteinas,
nas cascas dos frutos podem ter afetado essa absorcdo em etanol absoluto, o que pode
ser bases a pesquisas futuras com isolamento de carotenoides dos frutos para verificagdo
da biocompatibilidade.

Em testes a solucdo com agua destilada sem qualquer fracdo de etanol nédo
apresentou bons resultados. Em outra pesquisa de Udonkanget al. (2018), que utilizou
extratos de frutas com antocianinas com principal colorante, a mistura somente com
agua destilada foi eficaz na coloracdo de tecidos. Isso pode mostrar que colorantes com
antocianinas somente agua destilada pode ser usada, inverso ao carotenoides das cascas
do pequi e caja.

O tempo de 1 minuto utilizado neste estudo para coloragcdo foi menor que
diversos estudos de coloracdo histologica, como os 20 minutos utilizados Saiki e
Thitipramote (2011) com extrato do Jamel&o, 10 minutos usados por Pereira, 2020, com
extrato de eucalipto na coloragéo de tecido conjuntivo, ou 15 a 30 minutos definidos por
Alshamar e Dapson (2021) com extrato da Roselle de Hibiscus Sabdariffa para

coloracéo celular.
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Como potencial limitacdo desse estudo pode ser citado o nimero de tecidos
utilizados. Em pesquisas futuras € necessario utilizar outros tipos de tecidos animais e
mais amostras. Outra possivel limitagdo é a ndo inclusdo de um grupo dos extratos com
hematoxilina, mas justifica-se visto que esse é o primeiro estudo investigando o0s
extratos como colorantes, era necessario primariamente verificar qual a acdo das
solugdes nos tecidos, para futura juncdo a outros corantes naturais ou convencionais

para corar ncleo.

7 CONCLUSAO

Os extratos do caja em solucdo hidroalcodlica a 70% mostraram capacidade de
coloracdo de tecidos e, mostrando que podem ser viaveis para serem usados em rotina
histoldgica visando identificar componentes celulares teciduais, principalmente com um
tom de cor mais forte e sem diferenca significativa a hematoxilina e eosina. O extrato
com pequi apresentou capacidade semelhante, mas com tonalidade no tecido renal e
muscular cardiaco. A inclusdo de &cido acético e o alimen de potassio ndo resultaram
melhora na coloracdo, diferentes concentracdes devem ser testadas. Em pesquisas

futuras a inclusdo dos extratos com a hematoxilina também deve ser testada.
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