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RESUMO

Introducdo: A utilizacdo de corantes naturais € uma pratica bem antiga, tendo evidéncias de uso datando
cerca de 20 mil anos, os quais foram extraidos de fontes diversas (animais, vegetais ou minerais). Na rotina
laboratorial, a maior parte dos corantes utilizados nas técnicas de coloracdo normal ou patoldgica sao
sintéticos, muitas vezes de dificil preparo e de pouco tempo de estocagem, envolvendo componentes que,
segundo testes toxicologicos e quimicos, tem efeitos prejudiciais & saude de quem trabalha com eles e ao
meio ambiente quando descartados. Objetivo: Este trabalho teve por objetivo analisar o emprego do corante
natural extraido a partir do urucum (Bixa orellana L.) em colora¢cfes histoldgicas de tecidos animais, e
padronizar os métodos de preparo e coloracdo, fazendo variagcdes de quantia de matéria prima, pH e
temperatura de coloragdo. Métodos: Através de andlises espectrofotométricas de 24 grupos do corante com
variaveis diferentes, e das microfotografias das laminas dos grupos por um software (Image J), tentou-se
determinar os melhores parametros para o preparo e coloracao de laminas histologicas com o corante de
urucum. Resultados: a desidratacdo das sementes implica na qualidade do corante, visto que diminuiu os
resultados de absorbancia nas andlises espectrofotométricas dos corantes, e a densidade 6ptica média na
morfometria das laminas. Conclusé&o: P6de-se concluir que os melhores pardmetros sao a utilizagdo de 20g
de sementes a cada 100mL de etanol 92,8°, sem adi¢do de &cido acético, com coloracdo a temperatura
ambiente, e que o urucum constitui um excelente substituto & eosina em coloragfes histoldgicas.

Palavras-chave: Corante de tecido, Lamina, Urucum.

ABSTRACT

Introduction: The use of natural colors is a very old practice, with evidence of use dating back about 20,000
years, which were obtained from various sources (animal, vegetable or mineral). In the standard procedure,
most of the dyes used in normal or pathological staining techniques are synthetic, often difficult preparation
and little storage time, involving components that, according toxicological and chemical testing, has adverse
effects on health of those who work with them and the environment when discarded. Objective: This study
aimed to analyze the use of natural dye extracted from the annatto (Bixa orellana L.) in histological staining of
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animal tissues, and standardize the methods of preparation and staining, making variations of amount of raw
material, pH and temperature staining. Methods: By spectrophotometric analysis of 24 dye groups with
different variables, and photomicrographs of the blades of the groups by software (Image J), we tried to
determine the best parameters for the preparation and staining of histological slides with annatto dye. Results:
Seed dehydration implies dye quality, as it decreased the absorbance results in the spectrophotometric
analyzes of the dyes, and the mean optical density in the morphometry of the slides. Conclusion: It was
concluded that the best parameters are the use of 20 g of seed at each 92,8° 100mL ethanol without addition
of acetic acid, at room temperature with coloring, annatto and is an excellent substitute for eosin for histological
staining.

Keywords: Fabric dye, Blade, Annatto.

RESUMEN

Introducion: El uso de colores naturales es una practica muy antigua, con la evidencia de su uso se remonta
a unos 20.000 afios, lo que se obtiene a partir de diversas fuentes (animal, vegetal o mineral). En el
procedimiento estdndar, la mayoria de los colorantes utilizados en las técnicas normales o patoldgicas de
tincion son, preparacién sintética a menudo dificil y poco tiempo de almacenamiento, involucrando
componentes que, segun las pruebas toxicolégicas y quimico, tiene efectos adversos en la salud de los que
trabajan con ellos y el medio ambiente cuando se desechan. Meta: Este estudio tuvo como objetivo analizar
el uso de tintes naturales extraidos del achiote (Bixa orellana L.) en la tincion histolégica de los tejidos
animales, y estandarizar los métodos de preparacion y tincion, haciendo variaciones de cantidad de materia
prima, el pH y la temperatura tinciéon. Métodos: Mediante el analisis espectrofotométrico de 24 grupos de tinte
con diferentes variables, y microfotografias de las palas de los grupos de software (Image J), hemos tratado
de determinar los mejores parametros para la preparacion y tincion de cortes histoldégicos con achiote.
Resultados: la deshidratacion de las semillas implica la calidad del colorante, ya que disminuyd los resultados
de absorbancia en los analisis espectrofotométricos de los colorantes, y la densidad éptica media en la
morfometria de las ldminas. Conclusion: Se concluy6é que los mejores pardmetros son el uso de 20 g de
semillas en cada 92,8° etanol 100 ml sin la adicion de &cido acético, a temperatura ambiente con el colorante,
achiote y es un excelente sustituto de eosina para tincién histoldgica.

Palabras clave: Tintura de telas, Hoja, Achiote

INTRODUCAO

A utilizacdo de corantes naturais € uma pratica bem antiga, afirma a Associagdo Brasileira da Industria
Quimica (2009), tendo evidéncias de uso datando cerca de 20 mil anos. Segundo 0 mesmo autor, as matérias
primas eram variadas, sendo extraidas de animais, como moluscos, por exemplo, de plantas ou de fontes
inorganicas, como a fuligem e o ocre. No entanto, o primeiro corante natural sintetizado com técnica mais
apurada foi o Mauve, obtido em 1856 por Willian H. Perkin.

Os corantes histoldgicos podem ser divididos em dois grupos principais: corantes &cidos e corantes
basicos. Um corante &cido contém uma carga liquida negativa em sua porgéo colorida, tendo, portanto,
cromaforo aniénico, que tende a se combinar com os componentes celulares basicos, que sao eletricamente
positivos. As estruturas que se coram com corantes acidos da-se o nome de acidofilas, onde a eosina, fucsina
acida e o Orange G sao exemplos dos mais usados. J& um corante basico mantém uma carga liquida positiva
em sua parte colorida (cromoforo catifnico) e combina-se com os grupamentos acidos das células. Tais
estruturas recebem o nome de basofilas, e podem ser coradas com hematoxilina, azul de metileno ou verde
de metila, por exemplo (ROSS e PAWLINA, 2012; JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2012). Os mordentes, segundo
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Ross e Pawlina (2012) podem ser definidos como uma substancia que faz uma ponte de ligacdo entre o
corante e 0 componente tecidual.

A maior parte dos cortes histolégicos de tecidos animais tem suas amostras fixadas em formol, incluidas
em parafina e coradas com hematoxilina e eosina (H-E), porém, dependendo do caso, outras técnicas de
coloracdo sdo as vezes empregadas para demonstrar componentes celulares e teciduais especificos, que
incluem o uso de materiais como a orceina, resorcina-fucsina e a prata, por exemplo, no preparo das
coloragcbes (BEHMER, 2003).

Alguns testes toxicologicos realizados com corantes sintéticos sob vigilancia da Organizacdo Mundial de
Salde (OMG), segundo Santos (2007), comprovaram alguns efeitos colaterais como alergias, problemas
circulatérios, gastricos e oftalmolégicos, cancer dentre outros. O impacto da utilizacdo de corantes sintéticos
sobre a salde causa preocupacdes, direcionando a atencéo para o uso daqueles de origem natural, que pode
ser desprovido de efeitos toxicos (COSTA e CHAVES, 2005).

Conforme Souza e Lorenzi (2008), a familia Bixaceae possui distribuigdo pantropical e inclui trés géneros:
Amoreuxia, Bixa e Cochlospermum, com aproximadamente 15 espécies, sendo que Brasil possui dois
géneros nativos (Bixa e Cochlospermum) e cerca de cinco espécies, onde a espécie de maior destaque é
Bixa orellana. Os representantes dessa familia variam de ervas, subarbustos, arbustos a arvores, possuindo
folhas alternas, simples, com estipulas, com margem inteira ou serrada. A inflorescéncia pode ser paniculada
ou racemosa, com flores vistosas, bissexuadas, actnomorfas ou zigomorfas, diclamideas. O célice é
pentamero, dialissépalo com pré-floragdo imbricada e a corola, também pentamera, e dialipétala com pré-
floracéo imbricada ou convoluta. O fruto é do tipo cpsula.

O urucum (Bixa orellana L.) é um arbusto pertencente a familia Bixaceae, nativo da América do Sul,
Ameérica Central e Asia, de origem pré-colombiana. Possui um crescimento rapido, sem necessitar de muita
agua, podendo atingir até seis metros de altura, sendo portanto uma planta rdstica e perene, pertencente a
flora amazénica. Pode florescer e frutificar o ano todo, entretanto, a maior ocorréncia é na primavera e no final
do verdo. As flores sdo hermafroditas, com cinco pétalas, surgindo na extremidade dos ramos. Os frutos séo
ovoides, tipo capsula, com denso revestimento de espinhos moles. Os frutos sédo chamados de cachopas,
tem coloracdo variada e abriga em média 54 sementes envoltas por arilos vermelhos, de onde se extrai seus
pigmentos (RHODE et all,, 2006; SANTOS, 2007; CASTRO, 2009).

Dos corantes naturais conhecidos, o urucum é um dos mais utilizados, sendo que o Brasil € um dos
maiores produtores e exportadores de sementes de urucum (MERCADANTE e PFANDER, 2001),
representando cerca de 90% dos corantes naturais usados (TOCCHINI e MERCADANTE, 2001). Os indios
ja faziam uso do urucum, e fazem até hoje, extraindo a tintura vermelha das sementes para pintarem o corpo,
e atualmente, o pigmento do urucum (a bixina), é usado, industrialmente, em diversos setores, como
alimenticio, farmacéutico, téxtil e cosmético (RHODE et all., 2006).

Tal corante é chamado, internacionalmente, de annato, e é extraido do pericarpo das sementes de B.
orellana, consistindo em uma mistura de pigmentos de coloragdo amarelo-alaranjada em consequéncia da
presenca de varios carotenoides, cujo principal é a bixina (COSTA e CHAVES, 2005). De todos os
carotenoides presentes no urucum, a bixina compreende cerca de 80% do total dos pigmentos
(MERCADANTE e PFANDER, 2001), e juntamente com a norbixina, séo os dois pigmentos mais importantes
do urucum. A bixina consiste em um pigmento lipossolivel, enquanto que a norbixina € um pigmento
hidrossoluvel, que pode ser obtida com a saponificagcao da bixina. Tais componentes fazem com que o urucum
tenha uma boa adeséo as proteinas (RHODE et all., 2006).

Em outros trabalhos feitos (RHODE et all., 2006), ja foi constatado que o urucum tem alto potencial como
corante histolégico, porém, ainda ndo foram estabelecidos os parametros que proporcionem os melhores
resultados nas visualiza¢cdes microscopicas com tal corante.

Sendo assim, esse trabalho teve por objetivo analisar o emprego do corante natural extraido a partir do
urucum (Bixa orellana L.) em coloracdes histoldgicas de tecidos animais, e padronizar os métodos de
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coloracéo, fazendo variacdes de quantia de matéria prima, pH e temperatura de coloracao, ja que, na rotina
laboratorial, a maior parte dos corantes utilizados nas técnicas de coloracdo normal ou patolégica sao
sintéticos, muitas vezes de dificil preparo e de pouco tempo de estocagem, envolvendo componentes tdxicos
a quem os prepara ou ao ambiente, quando se vé a necessidade de descarte.

METODOLOGIA
Preparo das laminas

Para os cortes, foram utilizadas pecas de baco de rato Wistar, fixadas com formalina tamponada por 24
horas (pH 7,4-7,4) e liquido de Bouin por 12 horas, as quais passaram por uma desidratacao, ficando imersas
em solugBes crescentes etanol (70%, 95% e trés absolutos), uma hora em cada solugdo, sob agitagdo em
shaker, e foram diafanizadas por imerséo por uma hora em duas soluc¢des de xilol, também sob agitacdo. As
pecas foram impregnadas em parafina, mergulhando-as em dois banhos, um de uma hora e outro de duas
horas, em estufa a 652C. A espessura utilizada na microtomia foi a de 5um, utilizando-se laminas previamente
limpas com solu¢do aquecida de detergente a 10%.

Preparo dos corantes

Como matéria-prima dos corantes, utilizou-se as sementes extraidas, manualmente, dos frutos maduros.
A metodologia envolvida no preparo dos corantes foi uma adaptacdo da utilizada por Rhode et all. (2006):
preparou-se trés solugdes corantes com quantias de matéria-prima diferentes, 10g, 20g e 30g, as quais foram
colocadas em 100mL de etanol 92,8° e submetidas a agitagéo por 24 horas, em frascos protegidos da luz. As
solucdes passaram por filtragdo a vacuo, e foram acondicionadas em frascos protegidos da luz.

Desidratacdo das sementes

Realizou-se uma desidratacdo de uma amostra de sementes (200g), em dois grupos: um a temperatura
de 65°C e outro a 110°C. Cada grupo foi constituido de dez amostras com 10g de sementes, as quais ficaram
em estufa por cinco dias, sendo aferidas suas massas diariamente no mesmo horério. Os dados coletados
foram analisados por teste de Friedman, e as massas obtidas de cada desidratacdo foram comparadas por
teste de Wilcoxon. Posteriormente, preparou-se mais trés solugdes corantes de cada grupo da desidratacéo,
seguindo a mesma metodologia dos primeiros (10g, 20g e 30g).

Andlise espectrofotométrica

As variaveis analisadas consistiram na quantidade de matéria-prima (10g, 20g e 30g / 100mL de etanol
92,89), e na concentracao de acido acético (0%; 0,5%; 1% e 2%), onde o cruzamento das variaveis possibilitou
a divisdo de 24 grupos de teste, que podem ser visto na Tabela 1. De cada grupo, analisou-se a absorbancia
de dez amostras das solu¢des corantes.

Para determinacédo do pico de absorbéncia, do melhor espectro de leitura e do fator de diluicdo das
amostras, fez-se, como teste piloto, uma diluicdo seriada da solugdo corante U1/U2, utilizando como solvente
o etanol 92,8° e uma leitura nos espectros de 415, 445, 460, 490, 520, 535, 550, 580, 610 e 640nm.

Preparou-se para cada grupo de teste, 10 amostras das solugBes corantes de sementes frescas,
desidratadas a 65°C e desidratadas a 110°C. Cada amostra possuia 4mL, de onde 10uL eram do corante.
Nos grupos com a variagédo de acido acético, as amostras com concentracdes de 0,5%, 1% e 2% continham,
respectivamente, 20, 40 e 80uL de acido acético. Todas as amostras permaneceram acondicionadas em
tubos de ensaio vedados com papel filme e envoltos em papel aluminio, para evitar evaporacéo e degradacao
do corante pela luz.

Todas as amostras foram analisadas no espectro de 415nm, utilizando-se como “branco” o etanol 92,8°, e
para 0s grupos com variagdo de pH, o mesmo alcool acrescido da respectiva concentracdo de 4cido acético.
Os dados obtidos passaram por analise estatistica, tendo como base o teste de Friedman, comparando-se 0s
grupos de 10g, 20g e 30g a cada concentragao de acido acético, e os grupos de 0%, 0,5%, 1% e 2% a cada
proporcao de matéria prima.
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Tabela 01: Grupos de testes com suas respectivas variaveis.

Grupo Proporcéao Concentragao Temperatura
(100mL etanol 92,8°) Ac. Acético Coloracéo
Ul 10g 0% Ambiente
U2 10g 0% 60°C
U3 10g 0,5% Ambiente
U4 10g 0,5% 60°C
us 10g 1% Ambiente
U6 10g 1% 60°C
u7 10g 2% Ambiente
us 10g 2% 60°C
U9 20g 0% Ambiente
u10 20g 0% 60°C
U1l 20g 0,5% Ambiente
u12 20g 0,5% 60°C
ul13 20g 1% Ambiente
ui4 20g 1% 60°C
ul5 20g 2% Ambiente
ui6 20g 2% 60°C
ul7 30g 0% Ambiente
uis8 30g 0% 60°C
u19 30g 0,5% Ambiente
u20 30g 0,5% 60°C
u21 309 1% Ambiente
u22 30g 1% 60°C
u23 30g 2% Ambiente
u24 30g 2% 60°C

Fonte: Dados da pesquisa, 2018

Coloracéo das laminas

Para cada grupo de teste, preparou-se 10 laminas, que foram submetidas a um aquecimento a 65°C por
uma hora, para em seguida serem desparafinizadas, passando por trés banhos de xilol de cinco minutos cada,
e hidratadas com trés soluc¢des de etanol absoluto (um minuto em cada), uma de etanol 95% (um minuto),
uma de etanol 70% (um minuto) e 4gua destilada (um minuto). Foram coradas com hematoxilina de Harris
por dois minutos, de onde retirou-se o excesso de corante com um banho de agua de torneira por cinco
minutos e dois banhos de agua destilada.

Depois, foram desidratadas com etanol 70% por dois minutos e com etanol 92,8° por dois minutos para
serem coradas com urucum por trinta minutos. Nos grupos com variacdo de temperatura, este tempo
transcorreu com as laminas dentro de uma estufa a 60°C. O excesso foi retirado com o préprio solvente do
corante (cinco segundos), e prosseguiu-se a desidratacdo com dois banhos de etanol absoluto por cinco
segundos. As laminas foram diafanizadas passando por trés xiléis, um minuto em cada, e montadas com
verniz incolor (automotivo). Preparou-se também dez laminas controle, coradas com a coloragdo padrédo de
hematoxilina e eosina, para compara¢do com as lamina coradas com hematoxilina e urucum.

Andlise morfométrica

De cada lamina confecionada, foram captadas imagens do tecido, utilizando uma cadmera Opton, sem
alteracao de luminosidade, e de cada imagem, através do software Image J (versdo 1.49, de Wayne Rasband,
Nationallnstitutes of Health, USA), inverteu-se a coloracéo da fotografia com a ferramenta “Invert” e mediu-se
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a densidade 6ptica média com o recurso “Measure”, de uma area de 22.500 pixels. Os dados obtidos foram
analisados estatisticamente por teste de Friedman, comparando-se os grupos de 10g, 20g e 30g a cada
concentracdo de 4cido acético e os grupos de 0%, 0,5%, 1% e 2% a cada proporcao de matéria prima,nas
laminas coradas a temperatura ambiente e a 60°C. Para comparacado entre as laminas coradas a temperatura
ambiente e as coradas a 60°C foi feito um teste de Wilcoxon. O grupo com o melhor resultado estatistico foi
comparado com um grupo controle (corado com hematoxilina-eosina) também através do teste de Wilcoxon.

RESULTADOS
Desidratacao das sementes

A desidratacéo revelou uma quantia significativa de agua contida nas sementes, onde a massa de agua
evaporada foi maior na secagem a 110°C (2,243g) do que a 65°C (1,568g) depois de 96 horas na estufa,
tendo um p-valor (bilateral) = 0,0051. A cada 24 horas, ndo houve significancia na comparac¢éo das medianas
das massas, porém, a comparacao entre as massas iniciais e as massas obtidas depois de 96 horas apontou
uma significancia com (p) = 0,0001 para 65°C e 110°C.

Anédlise Espectrofotométrica

Pelo teste de Friedman aplicado nos dados obtidos das andlises espectrofotométricas, com relagédo a
matéria-prima, as medianas de absorbancia foram maiores com o aumento de sementes em 100mL de etanol
92,80, resultando em maior absorbancia sempre em 30g, independente da concentragcéo de acido acético,
como pode ser visto na Figura 1. J4 com a variagao de acido acético, constatou-se que com o aumento deste,
os valores de absorbancia diminuem, independente da propor¢do de sementes por 100mL de etanol 92,8°.As
comparacdes dos valores de absorbancia de 20g para 30g néo tiveram significancia, destacando-se o grupo
20g; 0% de acido acético.

Figura 1- Valores de absorbancias das amostras de corante de sementes frescas, com variagdo de
guantidade matéria-prima e pH. Medianas com os respectivos desvios padrdes.
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Fonte: Dados da Pesquisa.
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Comparando-se as absorbancias dos corantes preparados com extrato fresco de sementes com o0s
preparados com sementes desidratadas a 65°C e a 110°C, observou-se uma queda acentuada nas médias
de absorbancias (Figura 2). Nos corantes de sementes secas a 65°C, a adi¢cdo de matéria-prima implicou na
elevacdo da absorbancia do corante. A adicdo de acido acético também proporcionou queda nas
absorbancias. As analises estatisticas ndo apontaram significancia nos valores de 20g para 30g (Figura 3),
destacando-se também o grupo de 20g;0% de acido acético em relacdo ao grupo de 10g;0% de acido acético,
para os corantes preparados de sementes desidratadas a 65°C.

Figura 2: Comparacéo das absorbancias dos corantes preparados com sementes frescas, desidratadas a
65°C e a 110°C. Medianas com os respectivos desvios padrdes.
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400 H 0%; 65°C
350 m 0%; 110°C
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250 W 0,5%; 65°C
200 W 0,5%; 110°C
150 B 1%; Fresco
100 B 1%; 65°C
50 W 1%; 110°C
0 W 2%; Fresco
10g 20g 30g

Fonte: Dados da Pesquisa.

Figura 3: Valores de absorbancias das amostras de corante de sementes desidratadas a 65°C, com
variacdo de quantidade matéria-prima e pH. Medianas com 0s respectivos desvios padrdes.
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Fonte: Dados da Pesquisa.
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J& nos corantes preparados com sementes desidratadas a 110°C, a adi¢cdo de matéria-prima também fez
com gue a absorbancia fosse maior, e a adicdo de &cido acético mais uma vez fez com que os valores
diminuissem, exceto no grupo de 10g;0,5% de &cido acético. Como néo houve significancia na comparacéo
dos valores, 10g e 30g, destacou-se os grupos com 10g; 0,5% de acido acético, conforme pode ser visto na
Figura 4.

Figura 4: Valores de absorbéncias das amostras de corante de sementes desidratadas a 110°C, com variagao
de quantidade matéria-prima e pH. Medianas com os respectivos desvios padroes.
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Fonte: Dados da Pesquisa.

Anélise morfométrica

Os valores de densidade Optica média obtidos da analise das microfotografias ndo apontaram significancia
na comparacao entre os grupos de 10g, 20g e 30g a cada concentracéo de &cido acético, porém, os valores
das medianas foram maiores nas laminas coradas em temperatura ambiente, destacando-se o de valor maior
as laminas de 20g se &cido acético (Figura 5). J& com a variacdo do acido acético, constatou-se que a
densidade Optica média é menor conforme se aumenta a concentragdo do acido (Figura 6).

Figura 5: Valores de densidade 6ptica média encontradas nas microfotografias com variacdo de proporcao
de matéria-prima e temperatura de coloragdo. Controle: hematoxilina e eosina.* p=0,0367.
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Fonte: Dados da Pesquisa.
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Constatou-se uma variagdo significante na comparacao das laminas coradas com hematoxilina-eosina
com as laminas coradas com hematoxilina-urucum a 20g sem acido acético em temperatura ambiente, com
um p-valor (bilateral) = 0,0367, onde o valor da mediana da coloragdo com urucum foi superior & da coloracéo
com eosina (94,04 contra 85,72, respectivamente).

Figura 6: Valores de densidade optica média encontradas nas microfotografias com variagéo pH e temperatura
de coloracéo.
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Figura 7: Imagens de laminas coradas com hematoxilina-eosina e hematoxilina-urucum sem &cido acético,
proporcao de 20g, respectivamente (aumento de 100x).
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Figura 8: Imagens de laminas coradas com hematoxilina-urucum (aumento de 100x). Legenda: A: 10g, 0%;
B: 20g, 0%; C: 30g, 0%; D: 10g, 0,5%; E: 20g, 0,5%; F: 309, 0,5%; G: 10g, 1%; H: 20g, 1%; I: 30g, 1%; J:
10g, 2%; K: 20g, 2%; L: 309, 2%.
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DISCUSSAO

Os corantes histolégicos vendidos ja preparados possuem custos elevados, uma vez que sao importados,
porém, sdo os mais utilizados nas técnicas, ja que poupam a etapa de preparacdo dos mesmos e ja vém com
métodos mais faceis para estocagem.

No entanto, o desenvolvimento de corantes histolégicos naturais, utilizando plantas de facil acesso e de
facil cultivo da flora brasileira, seria uma melhor alternativa em varios aspectos, ja que as formas de preparo
e estocagem seriam estudadas para viabilizar a utilizagdo destes corantes, que seriam menos toxicos tanto
para quem os prepara quanto para o0 meio ambiente na necessidade do descarte (DEEPALI et all., 2014).
Além disso, por se tratarem de plantas nativas, 0s custos em sua producao seriam significativamente baixos,
fator este importante para o preparo em grande escala, provado a eficiéncia do corante natural (DEMCZUK
JUNIOR, 2012).

Outro fator importante é que, sdo muitas as estruturas celulares que podem ser coradas e servirem para
o diagnéstico patoldgico, e, uma vez que tais corantes alternativos mostrem eficiéncia na coloragdo de tais
estruturas, mostrando-se como colorag8es especificas, contribuiriam para diagnésticos laboratoriais.

As analises espectrofotométricas tiveram como objetivo avaliar a influéncia da quantia de matéria-prima e
da variacdo do pH (pela adicdo de &cido acético) na absorbancia das solu¢fes corantes. Um corante com
uma maior absorbancia tende a ser melhor visualizado ao microscopio, ao passo que o pH da solu¢&o corante
pode evidenciar ou ndo determinada estrutura celular, por atracdo idnica dos cromoéforos as estruturas
celulares. Tais parametros corretamente combinados melhoram a ligacdo das moléculas de pigmentos as
estruturas celulares que se deseja visualizar (FAVARO, 2007; AVWIORO, 2005).

A diminuigdo da absorbancia constatada na comparacgédo dos corantes de sementes frescas, de sementes
secas a 65°C e a 110°C pode ter acontecido pela degradacédo da bixina e norbixina presentes nas sementes,
0 que implica em repensar-se 0os métodos de conservacdo das sementes para o0 preparo do corante de
urucum. O urucum, como j& constatado em outros trabalhos (RHODE et all., 2006), possui croméforo anibnico,
caracterizando-o, portanto, como corante &cido, corando assim as estruturas celulares alcalinas, como o
citoplasma e algumas organelas, podendo substituir a eosina, utilizada na coloragdo de rotina “H-E”
(hematoxilina — eosina).

A adicdo de acido acético pode ter alterado a afinidade (ligacfes idnicas) do corante pelo tecido, mesmo
aumentando-se a proporcéo de matéria-prima, implicando em valores de densidade 6ptica média menores
dos que constatados nas laminas sem acido acético.

Por ser menos toxico a saude e gerar efluentes menos nocivos ao meio ambiente, ja que em seu preparo
€ utilizado somente o etanol 92,8°, e como proporciona uma boa visualizagdo microscépica de tecidos
animais, o corante do urucum pode se tornar um excelente substituto da eosina, uma vez que este contém
em sua composi¢do o bromo, elemento altamente téxico e mutagénico (RHODE et all., 2006; OLIVEIRA e
AFONSO, 2013).

Uma futura analise das microfotografias de laminas preparadas com solu¢des corantes feitas de sementes
desidratadas a 65°C e a 110°C, utilizando as mesmas varidveis de estudo, poderiam averiguar se realmente
a desidratacdo confere uma visualizacdo de qualidade inferior as laminas, como deduzida pelas analises
espectrofotométricas deste trabalho.

CONCLUSAO

Pdde-se concluir pelas andlises espectrofotométricas e de morfometria que os melhores parametros para
o preparo do corante de urucum para coloragdes histologicas séo a utilizacdo de 20g de sementes a cada
100mL de etanol 92,8°, sem adi¢éo de acido acético, com coloracdo a temperatura ambiente, e que o urucum
constitui um excelente substituto & eosina em coloragdes histoldgicas.
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