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RESUMO

O meio de montagem constitui uma interface que é adicionado entre a ldmina e a
laminula, na finalizacdo de preparagdes histolégicas, para proteger fisicamente o
tecido analisado. Existem varios tipos de meios de montagem disponiveis no mercado
€ a maioria desses possuem solventes em sua composi¢ao, principalmente o xileno
que € muito téxico, além de agentes antifungicos que podem interferir na visualizagéao
dos tecidos histoldgicos devido a sensibilidade de algumas coloragdes. Neste trabalho
objetivou-se utilizar exsudatos naturais de plantas do Nordeste brasileiro, obtidos das
espécies Anacardium occidentale L. (cajueiro), Mangifera indica L. (mangueira) e
Artocarpus heterophyllus Lam. (jaqueira), como alternativas de meios de montagem
na técnica histologica. A goma bruta de cajueiro passou por trituragéo, dissolugdo em
agua, lavagens e precipitagdo em etanol até a obtengado de um polimero. Latex da
jaqueira e da mangueira foram coletados diretamente em um recipiente de vidro
contendo alcool a 100 %, apos foram peneirados e secos até a obtencédo de uma
massa viscosa, que foi pesada e misturada com 6leo mineral (10 g: 1 mL). A massa
resultante foi macerada, acondicionada em estufa a 60°C e depois de resfriada foi
obtido um liquido viscoso e translucido. O indice de refracdo de cada meio de
montagem foi determinado por refratometria. As medidas de viscosidade dos meios
obtidos foram realizadas através de viscosimetro digital. Preparagdes histologicas
com diferentes amostras foram finalizadas com os meios de montagem naturais.
Foram utilizados cortes histolégicos de 6érgaos de ratos Wistar (coracédo, aorta,
traqueia, lingua, intestino delgado, figado, bacgo, rim e pele), de embrides de ave
(Gallus gallus domesticus), amostras de tecidos humanos (necropsia de cérebro,
estdmago e intestino) e material vegetal (folhas e pedunculos de cajueiro, jaqueira e
mangueira). As preparagdes permanentes das diferentes amostras utilizadas
apresentaram qualidade satisfatéria com relagao a nitidez, integridade das coloragdes
e conservagao das estruturas, aspectos indispensaveis as analises morfoldgicas.
Algumas preparagdes foram também acompanhadas por um periodo de trés ano de
observacado e mantiveram-se sem alteragdes atendendo o requisito de durabilidade.
Os meios de montagem naturais foram considerados apropriados para a finalizagao
das preparagdes histologicas, sendo sugeridos como alternativas aos meios
comerciais relativamente toxicos e amplamente utilizados.

Palavras-chaves: Histotecnologia; Meios de montagem atdxicos; Prospecg¢ao de
resinas naturais; Plantas do Nordeste brasileiro.



ABSTRACT

The mounting medium constitutes an interface that is added between the slide and the
coverslip, at the end of histological preparations, to physically protect the analyzed
tissue. There are several types of mounting media available on the market and most
of these have solvents in their composition, especially xylene, which is very toxic, in
addition to antifungal agents that can interfere with the visualization of histological
tissues due to the sensitivity of some stains. The objective of this work was to use
natural exudates from plants from the Brazilian Northeast, obtained from the species
Anacardium occidentale L. (cashew tree), Mangifera indica L. (hose tree) and
Artocarpus heterophyllus Lam. (jackfruit), as alternative mounting media in the
histological technique. The raw cashew tree gum was crushed, dissolved in water,
washed, and precipitated in ethanol until a polymer was obtained. Jackfruit and mango
latex were collected directly in a glass container containing 100% alcohol, after which
they were sieved and dried until obtaining a viscous mass, which was weighed and
mixed with mineral oil (10 g: 1 mL). The resulting mass was macerated, placed in an
oven at 60°C and after cooling, a viscous and translucent liquid was obtained. The
refractive index of each mounting medium was determined by refractometry. The
viscosity measurements of the media obtained were performed using a digital
viscometer. Histological preparations with different samples were finished with natural
mounting media. Histological sections of Wistar rat organs (heart, aorta, trachea,
tongue, small intestine, liver, spleen, kidney, and skin), bird embryos (Gallus gallus
domesticus), human tissue samples (brain necropsy, stomach, and intestine) and plant
material (leaves and peduncles of cashew, jackfruit and mango trees). The permanent
preparations of the different samples used showed satisfactory quality in terms of
sharpness, color integrity and structure conservation, essential aspects for
morphological analyses. Some preparations were also accompanied by a three-year
observation period and remained unchanged, meeting the durability requirement.
Natural mounting media were considered appropriate for the completion of histological
preparations, being suggested as alternatives to the relatively toxic and widely used
commercial media.

Keywords: Histotechnology; Non-toxic mounting media; Prospecting for natural

resins; Plants from the Brazilian Northeast.
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1 INTRODUGAO

O processamento de amostras de tecido realizado em laboratério de técnicas
histolégicas ocorre por meio de trés etapas (pré-fixagao, fixagdo e pos-fixagdo) que
possibilitam a confecgdo de preparagdes histolégicas permanentes a serem
analisadas com auxilio de microscopio 6ptico (MICHALANY, 1998; BANCROFT &
GAMBLE, 2002; PAZ, 2017). Durante a pré-fixagdo, substancias fixadoras sé&o
utilizadas para preservar e conservar os tecidos, evitando danos especialmente por
enzimas proteoliticas; durante a fixagao propriamente dita, preconiza-se a retirada de
agua dos tecidos através da desidratagdo com alcoois, para que se possa realizar os
procedimentos de diafanizacao e parafinizacéo, até o emblocamento das amostras e
realizacdo dos cortes histologicos; na sequéncia do processamento, a pés-fixagao
consiste na realizagdo da coloragdo e montagem dos tecidos (humano, animal ou
vegetal) sob uma laminula com a interposicdo de uma cola natural ou comercial,
soluvel em agua, alcool ou outros solventes (PAZ, 2017).

A montagem tem como finalidade principal proteger fisicamente as amostras de
tecido, mantendo a laminula aderida ao tecido e a lamina de vidro através de um filme
transparente e duravel que possibilita a visualizacdo das imagens (MICHALANY,
1998). Os meios de montagens sao classificados em duas categorias, resinosos
naturais ou sintéticos (hidrofdbicos) e aquosos (hidrofilicos); considerando-se que os
aquosos, compostos misciveis em agua como glicerina, gelatina e xarope de levulose,
podem ser utilizados em cortes por congelacdo e nos exames imediatos de pecas
cirdrgicas que nao necessitam de conservagao (MICHALANY, 1998; BANCROFT &
GAMBLE, 2002). Montagens com meios resinosos ndo misciveis em agua s&o
procedidas na técnica histoldgica para os cortes em parafina, principalmente devido a
refringéncia e duragcdo permanente das preparagdes; compreendem, portanto, as
resinas vegetais naturais como balsamo do Canada, balsamo de Fenol e goma de
Damar (MICHALANY, 1998; BANCROFT & GAMBLE, 2002; TOLOSA et al., 2003).

Os meios de montagem sintéticos (artificiais) como Permont®, Entellan® e
Euparal® sdo substancias dissolvidas em xileno, benzeno e tolueno (MICHALANY,
1998). Esses meios sao conhecidos por apresentarem solventes toxicos em suas
formulagcdes que podem ser inalados durante o processamento histoldgico e na etapa

da finalizagdo das preparagbes histoldgicas, sendo capazes de causar danos
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irreversiveis a orgaos do sistema nervoso central, entre outros como figado, rim,
pulméo e pele (KUM et al., 2007; SANDIKCI et al., 2009).

Devido a grande toxicidade inerente ao ambiente no qual o histotecnologista esta
exposto diariamente, modificagdes metodoldgicas vém sendo realizadas para excluir
o xilol da rotina laboratorial (FALKEHOLM et al., 2001; BUESA, 2007; COSTA et al.,
2007; BUESA & PERSKOV, 2009; CASTRO et al., 2010; CHEN et al. 2010; BLEUEL
et al.,, 2012; FUENTE et al., 2012; KUNHUA et al., 2012; ANKLE et al., 2015; EPA,
2016). Neste sentido, o processamento de amostras histolégicas foi inovado com a
utilizagdo de um produto atéxico, o 6leo mineral, que contribuiu n&o so6 para a redugao
do tempo das etapas de diafanizagdo e de desparafinizagdo, mas também gerou
beneficios como baixo custo, facil exequibilidade e biosseguridade (PAZ, 2017).

Na busca por aprimorar a finalizacdo do processamento histolégico atoxico, a
montagem de preparag¢des permanentes com colas naturais, obtidas de exsudatos de
plantas do Nordeste brasileiro, foram cogitadas como possiveis substitutos aos meios
comerciais usualmente utilizados (PAZ et al. 2022).

Neste contexto, as colas naturais t€m despontado como alternativas promissoras
as colas sintéticas, principalmente por preservarem o ambiente e a saude do
trabalhador (RAMAMOORTH et al., 2016); podendo também impactar na economia,
uma vez que nosso pais tem altos custos com a importagdo da goma arabica
(MIRHOSSEINI & AMID, 2012). O interesse por essas colas tem sido crescente no
mundo inteiro, repercutindo beneficamente nos setores farmacéutico, da
agroindustria, biorremediacdo e de cosméticos, considerados consumidores em
potencial de produtos naturais (Enriquez, 2001).

O Nordeste brasileiro apresenta uma grande diversidade de plantas nativas e
exoticas bem adaptadas as suas condi¢des edafoclimaticas e os exsudatos naturais
de espécimes como Anacardium occidentale L. (cajueiro), Mangifera indica L.
(mangueira) e Artocarpus heterophyllus Lam. (jaqueira), devido aos aspectos fisicos
da goma resinosa (pegajosa, parecido como cola) ou do latex (fluido viscoso, pegajoso
ou nao), podem constituir alternativas viaveis aos meios de montagem convencionais.
Neste intuito, o principal objetivo da presente pesquisa foi utilizar exsudatos naturais
do cajueiro, da mangueira e da jaqueira, como novas alternativas de meios de

montagem na finalizagao de preparagdes histoldgicas.
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1.1 OBJETIVOS
1.1.1 Objetivo Geral

Utilizar exsudatos naturais de plantas do Nordeste brasileiro na técnica

histologica de rotina como alternativas de meios de montagem.

1.1.2 Objetivos Especificos

Coletar exsudatos na forma in natura de Anacardium occidentale L., Mangifera
indica L. e Artocarpus heterophyllus, Lam.

Processar os exsudatos coletados (goma resinosa e latex) para a obtengéo
dos meios de montagem naturais.

Determinar os indices de refragado (IR) dos meios de montagem naturais.
Determinar a viscosidade dos meios de montagem naturais.

Substituir o meio de montagem comercial usualmente utilizado na finalizagao
das preparagdes histoldgicas por meios naturais obtidos neste estudo.
Avaliar microscopicamente as preparagbes permanentes de tecidos
(humanos, animais e vegetais) montadas com os meios naturais, segundo
diferentes critérios como qualidade geral das preparagbes (clareza,
uniformidade da coloragao, nitidez, adequacado da coloragdo nuclear e
citoplasmatica, presenca ou nao de artefatos), integridade das estruturas e
adequacao para avaliagao histolégica.

Avaliar a integridade e durabilidade das preparagbes permanentes apds

montagem e quando estocadas ao longo do tempo.
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 TECNICA HISTOLOGICA: CONCEITO, HISTORICO E ETAPAS

A técnica histologica caracterizou-se como sendo um conjunto de procedimentos
técnicos repassado ao longo dos anos entre diversos profissionais das ciéncias
naturais como boténicos, zoologistas, anatomistas e histologistas (BANCROFT &
GAMBLE, 2002). No principio da histéria da microscopia, para a descri¢gao dos tecidos
basicos foi necessario estabelecer a técnica histolégica como um procedimento
pratico relacionado a avaliagdo histolégica (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2017). O
médico alem&o e antropologista, Rudolf Virchow, considerado “Pai da Patologia”,
buscou explicar os mecanismos envolvidos no surgimento das doencas e utilizou pela
primeira vez o termo “analise histopatologica”, envolvendo os procedimentos
realizados em laboratorios de histologia e anatomia patoldgica, para sedimentar as
bases da Patologia Celular (MOLINARO et al., 2010, JUNQUEIRA & CARNEIRO,
2017).

Os preparados histolégicos sao obtidos a partir de amostras de tecidos retiradas
de um organismo (vivo ou morto) para a realizagdo do exame microscopico e
dependem de procedimentos como coleta do material, fixagdo, desidratacao,
clarificagao, inclusao, microtomia (corte), coloracdo e montagem (MOLINARO et al.,
2010).

A coleta de amostras pode ser realizada por meio de bidpsias ou durante uma
cirurgia, ou mesmo post mortem, através de procedimentos de necropsias em animais
ou humanos e apds serem avaliadas por um patologista, um laudo especifico é
fornecido com relagao aos aspectos macroscoépicos da peca anatdomica (tamanho, cor
e aparéncia do material observado); logo em seguida as amostras sdo fragmentadas,
mantendo-se espessuras de 3 a 5 mm, sendo imediatamente mergulhadas em fixador
especifico (MOLINARO et al., 2010).

Preservar e conservar as amostras constituem etapas fundamentais para o inicio
da técnica histoldgica e que visam interromper o metabolismo celular, ao estabilizarem
estruturas e componentes bioquimicos intra e extracelulares, possibilitando a
penetragado de outras substancias subsequentes a fixagao (CAPUTO et al, 2010).

O processamento histoldgico inicia-se com a fixacado do material por meio da

retirada de agua dos tecidos, o que caracteriza a desidratagdo e em seguida sao



22

procedidas a diafanizacado ou clarificagcdo e a impregnacao (Figura 1); apds essas
etapas, novos procedimentos sao realizados como inclusdo, emblocamento, corte,

coloragéo e montagem (CAPUTO et al, 2010).

Figura 1 — Processamento manual de amostras histologicas.
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Nota: O processamento manual de amostras contém as principais etapas:
desidratagdo com alcoois em gradagbes crescentes (70, 80, 95 e 100% |, Il e IlI),

clarificagao (xilol I e II) e impregnacao por parafina (I e IlI). Fonte: Caputo et al. (2010).

2.2 MEIOS DE MONTAGEM DE PREPARACOES HISTOLOGICAS

Os meios de montagem sao solugbes onde as amostras encontram-se
embutidas, geralmente sob um fino vidro de cobertura, a laminula (BROWN, 1997).
Esse meio pode ser liquido, goma ou resinoso, soluvel em agua, alcool ou outros
solventes e deve ser selado a partir da atmosfera externa de forma mecénica pelo
técnico que o manipula (DIONI, 2002). A finalidade principal do meio de montagem é
proteger fisicamente a amostra ou espécime, e ao conter esse material, torna-se
possivel o deslizamento da laminula, obtendo como produto um filme transparente e
duravel, necessario para a visualizagdo das imagens e interpretagcdo das mesmas
(RENSHAW, 2007).

A escolha de um meio de montagem adequado é relevante para finalizacao da
preparagcao histoldgica, considerando-se a conservagdo a longo prazo; visto que
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meios de montagem n&o adequados podem causar deslocamento da laminula sobre
a lamina, bem como dificultar a observacéo do corte tornando-o opaco, e por produzir
descoramento das preparagdes logo em seguida a sua aquisicdo (BANCROFT &
GAMBLE, 2002).

Para evitar danos que possam ser produzidos por meios de montagem faz-se
necessario a analise de varias propriedades: (1) o indice de refragédo (IR) deve estar
0 mais proximo possivel ao do vidro (1,530); (2) deve ser incolor e transparente; (3)
nao deve causar mancha difusa ou desaparecer; (4) deve estar seco para conferir
uma consisténcia antiaderente e endurecer de forma relativamente rapida; (5) nao
deve retrair para trds da borda da laminula; (6) deve ser capaz de permear
completamente e preencher os intersticios dos tecidos; (7) n&o deve ter efeito adverso
para os componentes do tecido; (8) deve ser resistente a contaminagao
(particularmente crescimento de microrganismos); (9) deve proteger a secgao
histolégica ou a preparacado citolégica contra danos fisicos e atividade quimica
(oxidagcdo e alteragbes no pH); (10) deve ser completamente miscivel com
desidratante ou agente de limpeza; (11) deve ser fixado sem cristalizar, rachar ou
encolher (ou deformar o material que esta sendo montado) e n&o reagir, lixiviar ou
induzir o desbotamento (manchas) nas coloragdes e nos produtos de reagao
(incluindo aqueles de procedimentos histoquimicos, de hibridizacdo e imuno-
histoquimicos); (12) finalmente, uma vez definido, o composto deve permanecer
estavel (em termos das caracteristicas listadas acima) (CULLING et al., 1985; ONO et
al., 2001; BANCROFT & GAMBLE, 2002; RENSHAW, 2007).

A visualizagdo da imagem ao microscopio éptico se torna possivel quando a luz
ao passar pela preparagao histologica sofre uma pequena refragcdo, a qual é medida
através do indice de refragao, que é a razao entre a velocidade da luz no vacuo e a
velocidade da luz no ar (RENSHAW, 2007). O IR considerado ideal para os meios de
montagem deve ser mais préoximo possivel do tecido fixado (aproximadamente 1,530).
O meio de montagem com um IR préximo ao tecido fixado, o torna transparente, com
visibilidade apenas dos elementos teciduais corados; por outro lado, um meio de
montagem com um IR muito distante de 1,530 fornecera pouca clareza e contraste
(DIASPRO; FEDERIC & ROBELLO, 2002).
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2.2.1 Meios de montagem aquosos

Os meios de montagem aquosos (hidrofilicos e ndo adesivos) séo, em geral,
usados em algumas preparagdes histoquimicas ou quando os corantes ndo podem
sofrer desidratagao (soluveis em alcool ou em hidrocarbonetos aromaticos); esses
meios, também sdo capazes de prevenir a deslocagdo metacromatica do tecido e
como parte desta classificagdo estdo a goma-arabica, a gelatina e a glicerina
(TOLOSA et al., 2003).

As solugdes aquosas de gelatina ou goma-arabica possuem baixo IR entre 1,410
e 1,420, respectivamente, sendo pouco usadas porque produzem rachaduras ao
secar; ja a glicerina por ser mais plastica e possuir IR de aproximadamente 1,456 tem
sido muito requerida na montagem de cortes por congelagdo para se estudar os
lipideos (ADENIYI et al., 2019).

2.2.2 Meios de montagem resinosos naturais

Os meios de montagem resinosos (hidrofobicos, adesivos, organicos e néo
aquosos) podem ser naturais, semissintéticos e sintéticos, geralmente sédo dissolvidas
em benzeno, tolueno ou xileno e utilizados na montagem de preparacdes
permanentes coradas com Hematoxilina-Eosina (H&E), obtidas a partir do
processamento histolégico de rotina (PALMA, 1978; MICHALANY, 1998). Entre os
meios resinosos naturais mais usados se destacam os seguintes: balsamo do
Canada, goma de Damar, 6leo de cedro, colofénia ou resina de terebentina
(RAVIKUMAR et al., 2014).

O balsamo do Canada foi a primeira resina utilizada como meio de montagem,
sendo extraida da Abies balsamea (L.) Mill (Pinaceae), possui IR de 1,160 e quando
dissolvido em xilol numa concentragao de 60% apresenta IR de 1,530 (proximo ao IR
do vidro); na presenca desse meio os corantes acidos e a hematoxilina sdo bem
conservados, ndo acontecendo o mesmo com alguns corantes basicos como anilina
e azul da Prussia, além do mais com o tempo a resina se torna amarelada e os
corantes de uma forma geral tendem a descorar (RAVIKUMAR et al., 2014).

A goma de Damar, retirada de arvores do género Shorea (familia
Dipterocarpaceae), tem origem na india e Filipinas; sendo composta por ésteres
acidos ndo saturados, possui IR de 1,517 e quando dissolvida em xilol na
concentracado de 60% apresenta indice de 1,558 (TOLOSA et al., 2003). Essa resina
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pode substituir o balsamo do Canada com algumas vantagens tais como aparéncia
mais clara, secagem mais rapida, ndo descora os corantes, nem forma halo amarelo
na margem da lamina (SAIFY &TIWARI, 2020).

O d6leo de cedro e a colofénia s&o resinas retiradas do cedro e de Abetos ou
Pinus, respectivamente. A resina do 6leo de cedro possui um IR de 1,515 e conserva
bem preparag¢des coradas com acido 6smico, podendo ser usada também como 6leo
de imersao; com relag&o a resina da colofbnia, tem sido muito usada na conservagéo

de preparagdes coradas pelo método Wright (TOLOSA et al., 2003).

2.2.3 Meios de montagem resinosos semissintéticos e sintéticos

As resinas semissintéticas (Euparal® e a Diafane®) sdo referidas associadas a
varios produtos quimicos. Euparal® consiste em nove parte de goma de Sandaraca
dissolvida em uma mistura de eucaliptol e paraldeido ou dioxan, com canfora e
salicilato de fenil (salol), possui IR de 1,477 quando liquida e de 1,535 quando sélida;
essa resina provoca descoramento dos corantes hematoxilina e azul da Prussia,
todavia os basicos sao bem conservados (TOLOSA et al., 2003).

Diafane® é uma resina de goma de Juniper ou 6leo de Cade, retirada da espécie
Juniperus oxucedrus (Pineaceae), dissolvida e combinada com varios produtos
sintéticos e naturais do fenol; possui IR de 1,548, entretanto clareia o azul da Prussia
e a fucsina de van Giemsa, mas mantém a conservagao de corantes basicos
derivados da anilina (TOLOSA et al., 2003).

As resinas sintéticas sao geralmente neutras e apresentam variagdes quanto ao
tempo de secagem, viscosidade, tendéncia a formagéao de bolhas e indice de refragao.
Essas resinas conservam bem as anilinas basicas; as ndo saturadas tendem a clarear
o azul da Prussia, enquanto as saturadas conservam a referida coloragao; entre essas
destacam-se o poliestireno (Permount®), polimero de terpeno, acetato de polivinil,
silicone e o Entellan® (TOLOSA et al., 2003).

O poliestireno é uma resina com alta viscosidade, de secagem rapida, com
propriedade de conservar corantes basicos, contudo produz bolhas; ja o polimero de
terpeno ou resina Permont®, possui IR de 1,514 (forma liquida, dissolvido em xilol) e
na forma sélida IR de 1,538, conserva bem a hematoxilina e anilina, mas descora o
azul da Prussia (TOLOSA et al., 2003; SAIFY &TIWARI, 2020).
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O acetato de polivinil contém em sua composicdo duas resinas que tém
compatibilidade com gordura e outros corantes; conservando coloragbées como o
Sudan e vermelho Orange, possui IR de 1,437 e vantagens de ser usado em
temperatura ambiente e de ndo forma bolhas ao secar (TOLOSA et al., 2003).

O silicone, tem sido muito utilizado como meio de montagem e sao polimeros de
ligagao silicone-oxigénio, diferente de outras resinas com ligagdes carbono-carbono;
consiste em um liquido inerte, incolor e ndo higroscoépico, apresenta IR de 1,375
(forma liquida) e na forma sélida de 1,556 (TOLOSA et al., 2003).

O Entellan® é um meio de montagem a base de xilol que contém metacrilato de
metila em vez de poliestireno, tem sido recomendado como selante, pois endurece
rapidamente (20 minutos); além disso, foi relatado que esse meio se comporta melhor

como selante para montagens a base de glicerol (SAIFY &TIWARI, 2020).

2.3 CONSIDERACOES SOBRE O XILENO NA TECNICA HISTOLOGICA

Na etapa de finalizagdo das preparacgdes histoldgicas, no geral sdo utilizadas
resinas sintéticas devido as suas caracteristicas de secagem, transparéncia e
preservagdo do material a longo prazo; e as mais comercializadas sdo Euparal®,
Entellan® e Permount® (KRAUS & ARDUIN, 1997), que possuem em suas
composi¢des o denominado de 1,2 dimetilbenzeno, dimetiltolueno ou, como é mais
conhecido, o xilol ou xileno (MERCK, 1996; GARDNER, 1996).

O xileno é um liquido incolor, muito volatil, insolivel em agua e miscivel em
etanol, éter e outros solventes orgéanicos; sendo reconhecivel por apresentar odor
caracteristico, além de ser nocivo e inflamavel, e sua solucdo comercial resulta de
uma mistura de trés isébmeros de xilol, etilbenzeno e outros hidrocarbonetos
aromaticos, nas seguintes proporgdes: orto-xileno (23%), meta-xileno (46%), para-
xileno (21%), etilbenzeno (0,9%) e outros hidrocarbonetos aromaticos (9%) (Figura 2)
(MERCK, 1996; JACOBSON & McLEAN, 2003; EPA, 2016).
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Figura 2 — Estrutura quimica dos principais constituintes do xilol.
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1 —orto-xileno; 2 —meta-xileno; 3 — para-xileno; 4 — etilbenzeno
Fonte: Merck, 1996.

A Resolugdo n°. 358, de 29 de abril de 2005, do Conselho de Meio Ambiente
(CONAMA), classifica o xileno no grupo B, enquadrado como substancia quimica que
pode apresentar riscos a saude publica ou ao meio ambiente, dependendo de suas
caracteristicas de inflamabilidade, corrosividade, reatividade e toxicidade (BRASIL,
2005).

O uso frequente de xileno em laboratérios de ensino e pesquisa, bem como para
analises clinicas e patoldgicas pode causar agravos a saude dos trabalhadores que
se expdem a esse solvente (BUESA, 2007). O estudo de Kandyala e colaboradores
(2010) demonstra, numa visédo geral, todos os agravos para a saude dos expostos ao
xileno e as medidas preventivas necessarias.

A toxicidade do xileno pode provocar uma série de reagdes no organismo
humano como dores de cabeca, perda de memdria, perda auditiva, leucopenia,
trombocitopenia, anemia, cianose, irritacdo ocular, dermatite, infertilidade, além de
alteragdes neurofisiolégicas 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, infecgdes secundarias, e alteragbes musculares causada pelo esgotamento
de ATP mitocondrial nas células afetadas (COSTA et al., 2007; BUESA & PESHKOV,
2009).

Logo, faz-se necessario o monitoramento toxicoldgico dos profissionais
expostos, através da deteccdo do acido metil-hipurico, um metabdlito do xileno

excretado na urina, que constitui o indicador proposto pela Legislacido Brasileira
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incluso na Norma Regulamentadora (n°. 15), para a monitorizagcédo bioldégica desse
agente quimico (BRASIL, 2006).

Além da exposigao ocupacional ao xileno, a contaminagao também pode ocorrer
devido ao vazamento de tanques de armazenamento subterraneo contendo produtos
de petrdleo no solo e o agente quimico também pode vazar para lengois de agua
superficiais ou subterrédneas, permanecendo por meses ou mais tempo até se
decompor (KANDYALA; RAGHAVENDRA; RAJASEKHARAN, 2010). Os residuos de
xileno que sao langados no meio ambiente ndo sdo degradados e seus vapores
podem causar explosdes nas instalagdes de esgotos, existindo, portanto, um limite de
toleréncia ao xileno estipulado de 76 ppm ou 340 mg/m?® (CETESB, 1992).

O xileno foi considerado nos Estados Unidos pela OSHA (Occupational Safety
and Health Administration) e a ACGIH (American Conference of Governamental
Hygienist) como produto perigoso, tendo sido estipulado um limite de exposi¢ao de
100 ppm. Verificou-se, ainda, que a contaminag¢ao do solo e de mananciais de agua
por esse produto poderia permanecer por meses, contudo, devido a sua facil
evaporagao, ao entrar em contato com a luz, o xileno se degrada em outros quimicos

menos perigosos (ANKLE et al., 2015).

2.4 CONSIDERACOES SOBRE POSSIVEIS SUBSTITUTOS BIOSSEGUROS PARA
O XILENO

Devido aos diversos efeitos toxicos do xileno que podem comprometer a saude
dos técnicos de laboratério de histopatologia, durante o processamento de material e
na etapa da finalizacdo das preparagdes histologicas, muitos estudos tém sido
realizados na busca de alternativas para a substituicado desse solvente (PAZ, 2017).

Alguns substitutos como reagentes de limoneno, hidrocarbonetos alifaticos e
reacoes de oleos minerais tém sido utilizados no processamento de tecidos como
agente de limpeza (NEGI et al., 2013). Entretanto, esses substitutos se mostraram
menos efetivos em algumas etapas do processamento histolégico, sendo em
determinadas situagdes alternativas mais dispendiosas que o xileno (SERMADI et al.,
2014).

Kunhua e colaboradores (2012) descreveram um possivel substituto para o
xileno, nao toxico, gerado de uma mistura com 6leo branco n°. 2 (86%) e n-heptano

(14%), com elevado ponto de ebulicdo (188 °C), ponto de inflamacao (144 °C),
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volatilidade diminuida e sem cheiro; tendo-se sugerido com base nessas
caracteristicas que a mistura poderia substituir o xileno sem comprometer o
diagnostico.

No estudo de Swuamy e colaboradores (2015), foi possivel observar que a
utilizacao de dleos naturais (de cenoura, pinho, 6leo de rosa e azeite de oliva) como
alternativa “bio-amigavel”’, se mostraram eficientes como agentes clareadores em
procedimentos histopatolégicos; além de, promoverem menos retragées dos tecidos
e qualidade das coloragdes.

Alwahaibi e colaborades (2018) propuseram como alternativa ao xileno, o uso do
UltraClear™, um produto a base de isoparafina incolor e inodoro, contendo
hidrocarbonetos (C11-12) e que sao derivados do fracionamento e craqueamento de
petréleo bruto; embora considerado menos téxico e menos inflamavel, o custo foi duas
vezes maior em comparagao com o xileno, tendo sido apenas testado como agente
de clareamento e ndo durante a desparafinizagcao e coloragao.

Em 2019, Chandraker e colaboradores compararam a eficacia do 6leo de coco
em substituicho ao xileno, apenas na etapa de clareamento das amostras
histopatolégicas e ndao observaram diferengcas nas coloragcbes e visualizagao das
imagens.

Saravanakumar e colaboradores (2020) compararam o éleo de coco e o 6leo de
amendoim como provaveis substitutos do xileno e ao avaliarem os critérios da
arquitetura celular e qualidade das coloragbes, nao constataram diferencas
significativas.

Rahmawati e colaboradores (2020) realizaram um estudo com o objetivo de
explorar a poténcia do 6leo vegetal de cozinha (palma, milho ou de coco) como agente
clareador no processamento histologico e constataram que os Oleos utilizados se
apresentaram com propriedades parecidas as do xileno; sendo considerados bons
substitutos, ndo apenas por manterem a arquitetura das células e qualidade das
coloragdes, mas também por serem mais econémicos, nao téxicos e terem odores
agradaveis.

Aswani e colaboradores (2020) descreveram o uso de agua de limao diluida e
do vinagre natural, como substitutos alternativos do xileno, por serem econémicos,
facilmente disponiveis, ndo toxicos e nao inflamaveis; além do que, avaliaram o tempo

de processamento das amostras e a qualidade das preparagdes, tendo-se constatado
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que a utilizagao desses agentes de desparafinizacao ecoldgicos foram mais eficientes
que o xileno no procedimento de coloracéao.

Tsamiya e colaboradores (2021) testaram 6leos de cravo, de amendoim e de
oliva no processo de diafanizagéo dos tecidos de ratos Wistar (figado, rim e coragao)
em temperatura ambiente e perceberam que entre os trés diferentes 6leos utilizados,
0 6leo de amendoim foi a melhor alternativa para substituir o xileno, devido a qualidade
da arquitetura dos tecidos e qualidade da coloragao.

Em um estudo recente, Abreu e colaboradores (2022) utilizaram 6leo de coco puro
ou combinado com xileno e mencionaram que o procedimento, apesar da pouca
translucidez, nao divergiu daquele realizado apenas com o xileno. Esses
pesquisadores referiram que os 6leos vegetais podem ser usados na rotina histologica
em substituicdo ao xileno na etapa de diafanizagao e o 6leo de coco foi sugerido como
um substituto promissor, sendo uma alternativa segura, de baixo custo, que nao
comprometeu a morfologia dos tecidos e nao interferiu nas diferentes coloragdes

utilizadas.

2.5 UTILIZACAO DE EXSUDATOS NATURAIS DE PLANTAS DO NORDESTE
COMO MEIOS DE MONTAGEM DE PREPARACOES HISTOLOGICAS

No contexto atual, as colas naturais despontam como promissoras alternativas
as colas sintéticas (derivadas do petroleo), uma vez que apresentam vantagens em
termos ambientais e com relacao a saude (RAMAMOORTH et al., 2016). O interesse
crescente por colas naturais como possiveis substitutos de resinas fendlicas tem
motivado muitos pesquisadores e, de acordo com Enriquez (2001), alguns setores
como farmacéutico, agroindustria, de biorremediacdo e cosméticos constituem
potenciais mercados consumidores de produtos naturais.

O Brasil, em especial a regiao Nordeste, apresenta uma grande diversidade de
fruteiras nativas e exéticas adaptadas as condi¢gdes climaticas, com destaque
socioecondmico, tanto para os mercados interno e externo de comercializacdo de
frutas in natura como para industrializagcdo. Pressupondo-se que muitas dessas
arvores produzem exsudacgao, as resinas naturais de plantas do Nordeste brasileiro
COMO cajueiros, mangueiras e jaqueiras, poderao representar alternativas de meios

de montagem economicamente viaveis na rotina de laboratérios de histotécnica, uma
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vez que o pais ainda tem altos custos com a importagdo de colas sintéticas e até
mesmo da goma arabica (MIRHOSSEINI & AMID, 2012).

Essas resinas naturais de fruteiras do Nordeste brasileiro poder&o constituir mais
uma fonte de lucro para o produtor, seja durante as épocas de colheitas ou como uma
alternativa para o aproveitamento de plantas improdutivas ou mesmo daquelas em
fase de declinio e senescéncia (SANTOS-SEREJO et al., 2009).

2.5.1 Cajueiro (Anacardium occidentale L.)

O cajueiro € uma planta rustica, originaria do Brasil e tipica de regides de clima
tropical, que pertence a familia Anacardiaceae, sendo especialmente encontrada nas
regides Norte e Nordeste do Brasil, tem se destacado por sua grande importancia
econbmica ao gerar emprego, renda e impostos, em decorréncia dos produtos
industrializados oriundos do seu fruto e pseudofruto, principalmente para os Estados
do Ceara, Piaui e Rio Grande do Norte (AGUIAR et al., 2000; MAIA et al., 2000;
ASSUNCAO & MERCADANTE, 2000; MAIA et al., 2001; MOURA, 200f1;
VALEXPORT, 2003; SANCHO et al., 2007; CUNHA E SILVA et al., 2013).

O cajueiro € uma arvore perene de tamanho pequeno, com muitas ramificagdes
€ possui uma copa baixa e espalhada de 6 a 12 metros; cresce a uma altura de 2 a
15 metros, apresenta uma casca marrom ou cinza, lisa a aspera com fissuras
longitudinais e um sistema radicular profundo (LIM, 2012). O cajueiro apresenta folhas
simples e alternadas, flores com 5 sépalas estreitamente ovadas e corola cilindrica de
5 pétalas, com estames longos; além disso, possui o fruto (castanha) que é um
aquénio reniforme (noz), com cerca de 3 cm de comprimento e 2,5 cm de largura, e
preso a extremidade distal de um receptaculo alargado encontra-se o hipocarpo
(pseudofruto) chamado caju, que é brilhante, alaranjado, vermelho ou amarelado de
10 a 20 cm de comprimento, e de 4 a 8 cm de largura (Figura 3) (LIM, 2012).

O caju e a castanha sao muito utilizados na culinaria nordestina, tanto in natura
quanto na composicdo de outros produtos alimenticios e, também, apresentam
potenciais propriedades medicinais no tratamento infecgbes e determinadas
inflamagdes relacionadas ao trato gastrointestinal (NOVAES, 2021).
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Figura 3 — Espécie Anacardium occidentale L.
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A) Exsudato liberado por agdo mecéanica ou lesdes na casca do caule,
B) Pseudofruto (caju) amarelado, C) Pseudofruto (caju) alaranjado.
Fonte: Lim (2012).

Na medicina tradicional, os extratos de diferentes partes do cajueiro tém sido
aplicados no tratamento de inumeras doencgas tais como disturbios gastrointestinais
(GIRON et al., 1991; COE & ANDERSON, 1996; AGRA; FRANCA; BARBOSA-FILHO,
2007), asma (GIRON et al., 1991; MAZZETTO & LOMONACO, 2009), doengas de
pele (COE & ANDERSON, 1996; MAZZETTO & LOMONACO, 2009) e febre (PATRO
& BEHERA, 1979; SUDARSHAN; TRUST; RAO, 1985). Além do que, tem-se referido
0 uso da casca do caule e as folhas em preparagdes tépicas ou decocgdes para
diversas condi¢des inflamatérias como artrite (IWU, 1993; OLIVER-BEVER, 1986) e
no tratamento da dor (COE & ANDERSON, 1996; MAZZETTO & LOMONACO, 2009).

A goma do cajueiro € um exsudato produzido e armazenado naturalmente em
células epiteliais da casca da planta, sendo liberada em resposta a agdes mecanicas
ou a lesdes e ataques de patdégenos como forma de protegcao (MIRANDA, 2009). A
sintese da goma resinosa ocorre em todos os Orgaos da planta, podendo
apresentarem-se com composi¢cao e aparéncia variadas em funcdo de controle

genético e sob influéncia das condigbes ambientais (AZEEZ, 2005).
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A goma de caju é um polissacarideo complexo de alta massa molecular, por
hidrolise produz galactose e acido galacturénico, possuindo em sua composi¢céo 61%
de galactose, 14% de arabinose, 7% de ramnose, 8% de glicose, 5% de acido
glucurinico e 2% de outros residuos de agucar (ANDERSON et al., 1974). A analise
elementar revelou teor de agua de 7,4%, proteina total em torno de 0,5%, lipidios
totais (0,06%), fibras (0,95%) e cinzas (0,95%), o carboidrato total foi de 98% e a
hidrolise da goma de caju produziu L-arabinose, L-ramnose, D-galactose e acido
glucurdnico (GLICKSMAN & SAND, 1973).

A goma resinosa de cajueiro apresenta propriedades semelhantes a goma
arabica, podendo ser utilizada como substituto da goma arabica na industria
farmacéutica como aglutinante para capsulas e comprimidos e na industria alimenticia
como estabilizante de sucos e como aditivo na fabricagdo de gomas de mascar devido
ao seu poder espessante; também se tem referido seu uso como agente gelificante
em alimentos enlatados e na composigcao de geleias, assim como incluidas na
elaboracao de vinhos de caju. Além disso, a goma tem aplicagdo como cola liquida na
industria de papel, para encadernacado de livros e como adesivos para envelopes,
etiquetas, selos e cartazes (AZEEZ, 2005).

Estudos pré-clinicos avaliaram as propriedades etnofarmacolégicas da goma de
cajueiro e constataram agao antibacteriana (TORQUATO et al., 2004; CAMPOS et al.,
2012), antitumoral (FLORENCIO et al., 2007, MOTHE et al., 2008), antidiarreica
(ARAUJO et al., 2015) e hipoglicemiante (OJEWOLE, 2003). Em um estudo in vitro, a
atividade de macrofagos peritoneais de camundongos foi atribuida a presenca de
polissacarideos no exsudato de goma de cajueiro (YAMASSAKI et al, 2015).

Da Silva e colaboradores (2017) demonstraram que os efeitos antinociceptivos
e anti-inflamatorios do extrato da goma de cajueiro foram ocasionados por mecanismo
de acao dependente da reducdo dos niveis de prostaglandinas E2 em diferentes
modelos experimentais e justificaram seu uso na medicina tradicional para o
tratamento de condi¢cbes dolorosas e inflamatdrias, devido a atividade dos acidos

anacardicos evidenciados na caracterizagao quimica do exsudato.

2.5.2 Mangueira (Mangifera indica L)
As mangueiras, fazem parte da familia Anacardiaceae e s&o geralmente

encontradas em regides de climas tropicais e subtropicais, sendo cultivadas
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principalmente na Asia, Africa, América do Sul e Central (MWAURAH et al., 2020;
MIRZA et al., 2021).

A mangueira € uma arvore perene de grande porte que cresce até 45 m, em
forma de cupula com folhagem tipicamente densa e pesada ramificada de um tronco
robusto (Figura 4A) (SHAH; JAMIRUDDIN; ACHARYA, 2010). As folhas em geral sao
simples e possuem arranjo alternado, o fruto é do tipo drupa e quando amadurece
pende da arvore em longos caules; a fruta ndo madura apresenta cor verde (Figura 4
B) e a fruta madura esboga uma coloragao variada de amarelo (Figura 4 C) até laranja
ou avermelhada (DERESE, 2017).

A manga contém em sua constituicdo elementos como sddio, potassio, fosforo,
magneésio e calcio, principais constituintes minerais e outros microelementos como
cobre, zinco e selénio (KITTIPHOOM & SUTASINEE, 2013; TSIAKA et al., 2017). A
fruta apresenta baixo teor proteico, entretanto, contém a maior parte dos aminoacidos
considerados essenciais, como leucina, valina, isoleucina, lisina, treonina,
fenilalanina, tirosina e metionina (ABDALLA et al., 2007).

A produgédo de manga no mundo tem sido considerada de larga escala em 100
paises e 65 destes, produzem toneladas da fruta por ano; logo, o estudo de Mwaurah
e colaboradores (2020) revelou a existéncia uma grande quantidade residual dessa
fruta, gerada a partir das industrias de processamento, refletindo-se numa taxa
consideravel de perda desses recursos naturais que poderiam ser reaproveitados. A
mangicultura no Semiarido do Brasil tem permitido o escalonamento de colheitas tanto
na entressafra quanto em periodos especificos do ano, favorecendo aos produtores e
empresas 0 acesso a diferentes mercados em épocas oportunas de comercializagao
(MWAURAH et al., 2020; MIRZA et al., 2021).
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Figura 4 — Espécie Mangifera indica L.
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A) Arvore de Mangifera indica L., B) Fruto de Mangifera indica L. verde,
C) Fruto de Mangifera indica L. maduro (laranja).

Fonte: https://nossacasa.net/nossosriachos/agroecologia/mangueira/ e
https://en.wikipedia.org/wiki/Mangifera_indica#/media/File:Mangoes_(M
agnifera_indica)_from_India.jpg. Acessado em 09/07/2022.

A manga possui propriedades farmacoldgicas imunoestimulantes, antivirais,
antimicrobianas, anti-inflamatérias, analgésicas, antioxidantes, citotoxicas,
antimutagénicas, antiadipogénicas, antidiarreicas, hipolipidémicas, hipoglicemiantes e
antineoplasica (SANCHEZ et al., 2000; GARRIDO et al., 2001; MAKARE;
BODHANKAR; RANGARI, 2001; SELLES et al., 2002; SAIRAM et al., 2003;
BELTRAN et al., 2004; OJEWOLE, 2005; PARDO-ANDREU et al., 2008; GARRIDO-
SUAREZ, 2010; MORFFI et al., 2012; RAJAN; THIRUNALASUNDARI; JEEVA, 2012;
TAING et al., 2012).

A manga madura possui canais de latex que ocorrem tanto no exocarpo quanto
na regidao externa do mesocarpo, esses canais (ductos) formam uma rede por todo o
fruto, incluindo sua base (JOEL, 1980). Os ductos frutiferos e os ductos do pedunculo
estdo localizados na zona de transi¢ao e de abscisao na regido superior do pedunculo
(JOEL, 1981).



36

A maturidade dos frutos provoca uma diminuigdo no volume do latex (HOLMES
et al, 1999). As chuvas ou regas intensas aumentam rapidamente os volumes de latex
(HOLMES et al., 1999). Além disso, a medida que os frutos amadurecem, o teor de
proteinas e carboidratos no latex da manga apresenta-se reduzido (SABY et al.,
2003).

O latex da manga, quando drenado da fruta e deixado em repouso, separa-se
em uma fase superior ndo aquosa (oleosa) que contém principalmente monoterpenos
e uma fase inferior aquosa, que em contraste, contém proteinas e carboidratos (SABY
et al., 2003). As proteinas da fase aquosa sao principalmente enzimas tais como
polifenol oxidase, peroxidase, protease, lipoxigenase, amilase e poligalacturonase;
assim como os carboidratos sao polissacarideos ndo amilaceos de alto peso
molecular (SABY et al., 1999; SABY et al., 2003).

Em sua fase ndo aquosa, o latex da manga contém substancias antimicrobianas
(SABY et al., 2003; NEGI et al, 2002; HASSAN et al., 2007), e resorcindis antifungicos
(HASSAN et al, 2007). J&4 na fase aquosa, a presenga da enzima quitinase,
desempenha papel defensivo contra patégenos pos-colheita e, também, observou-se
que a fixacao de latex em frutas reduziu o desenvolvimento de doengas pés-colheita
(KARUNANAYAKE et al., 2015). Além disso, ha relato que o latex de manga apresenta
agao redutora no ataque de insetos (JOEL, 1980).

Karunanayake (2019) realizou uma investigagdo sobre a composicao,
propriedades antifungicas e distribuicdo dos canais de latex da manga e demonstrou
que a fase aquosa do latex de manga continha quantidades moderadas de
carboidratos e agucares redutores (dissacarideos), estando os resorcindis presentes
principalmente na fase ndo aquosa. Além disso, os didmetros dos canais de latex
foram maiores em uma seg¢ao transversal na zona de abscisdo e abaixo da zona de
abscisao do pedicelo do fruto proximo ao fruto quando comparado as regides mais
distantes do fruto (KARUNANAYAKE, 2019).

2.5.3 Jaqueira (Artocarpus heterophyllus, Lam)

A jaqueira € uma planta exoética que pertence a familia Moraceae, subfamilia
Moroideae, género Artocarpus e espécie Artocarpus heterophyllus Lam (Figura 5)
(HAQ, 2006; OLIVEIRA, 2009; CARVALHO, 2010). Ela é nativa entre os Gates

Ocidentais da india e comum na Asia, Africa e algumas regides da América do Sul,
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sendo bem adaptada ao ambiente de transicao entre a Mata Atlantica e o Semiarido
nordestino (HAQ, 2006; CARVALHO, 2010). Essa planta é considerada laticifera e
quando cortada exsuda uma resina medicinal de propriedades cicatrizantes (HAQ,
2006; OLIVEIRA, 2009; CARVALHO, 2010; RANASINGHE; MADUWANTHI;
MARAPANA, 2019).

Figura 5 — Espécie Artocarpus heterophyllus Lam.
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A) Arvore de Artocarpus heterophylius Lam, B) Frutos imaturos (jaca),
C) Latex do fruto (seta laranja).
Fontes: Elevitch & Manner (2006) e Bhadra e colaboradores (2019).

A jaqueira possui um dos maiores frutos de arvore que pode pesar até 55 kg,
com 90 cm de comprimento e 50 cm de didametro, quando madura essa planta pode
produzir de 100 a 200 frutos por ano (LOVE & PAULL, 2011). Varias partes da arvore,
como sementes, latex, raizes, fruto, folhas e cascas da jaqueira apresentam
caracteristicas anticarcinogénicas, antimicrobianas, antifungicas, anti-inflamatdrias,
cicatrizantes e efeitos hipoglicémicos, sendo amplamente utilizadas na medicina
tradicional; além do que, a jaca, apresenta em sua polpa e sementes diversos
nutrientes, como carboidratos, proteinas, vitaminas, minerais e fitoquimicos (SAHA et
al., 2022). A partir da fruta, é possivel desenvolver diversos produtos alimenticios,
como geleias, marmeladas, sorvetes, entre outros (RANASINGHE; MADUWANTHI;
MARAPANA, 2019; SAHA et al., 2022).
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A jaca possui propriedades antioxidantes e € uma rica fonte de fendlicos e
flavonoides (JAGTAP et al, 2010; SOONG & BARLOW, 2004). Sua polpa tem
abundante quantidade de vitaminas, minerais, acidos graxos, carboidratos, proteinas,
aminoacidos e polifendis, considerados fontes de nutrientes importantes (ZHANG et
al, 2004; SWAMI et al, 2012; SHAFI et al 2017; ZHANG et al, 2017). O extrato da
casca da jaca contém compostos bioativos tais como: fendlicos, flavonoides
(prenilflavonoides, acidos hidroxicinamicos e glicosideos) (SAHA et al, 2015).

As folhas de Artocarpus heterophyllus possuem abundantes substancias tais
como acidos fendlicos, flavonoides, estilbendides, terpendides (SAHA et al., 2015) e
sdo usadas para tratamento de anemia, asma, dermatite e diarreia (VAZQUEZ-
GONZALEZ et al., 2020). A madeira e a casca dessa planta sao fontes de flavonoides
prenilados, esteroides, estilbenoides e triterpenoides (BHAD et al, 2021).

As partes da arvore da jaqueira contém latex branco pegajoso que se caracteriza
por ser uma emulsdao aquosa encontrados nos vacuolos das células secretoras
(laticiferos), contendo lipidios, borrachas, agucares, proteinas e enzimas
(MEKKRIENGKRAI et al., 2004; FONSECA et al., 2010;). Esse latex possui uma alta
quantidade de resina e suas propriedades quimicas sdo semelhantes a goma
(NEPACINA et al., 2020). Além disso, o latex também ¢é rico em metabdlitos
secundarios tais como flavonoides, taninos, alcaloides, entre outros minerais
(SUNDARRAJAN & POTTAIL, 2021).

Bhadra e colaboradores (2019) analisaram o latex de Artocarpus heterophyllus
como substituto da borracha natural e encontraram alguns constituintes quimicos
similares, tais como 1,4-cis-poliisopreno e 1,4-trans-poliisopreno, entre outros
detectados. Esse estudo mostrou que o latex da jaca pode ser usado como resina
natural de baixo peso molecular, especialmente para melhorar a dispersdo do Black
Carbon (BC) no composto de borracha e para melhorar a derrapagem umida para
pneus, bem como pode ser usado para qualquer produto elastomérico, incluindo,
mangueiras, correias transportadoras, para-choques de docas, tapetes, bolsas de
agua quente, entre outros vulcanizaveis similares (BHADRA et al., 2019).

Um estudo revelou que o extrato aquoso (AE) e o extrato trifluoroetanol (TFE) do
latex de jaca possuem atividades bioativas como antioxidante e antibacteriana, sendo

a atividade antioxidante do AE maior do que a do TFE; e a atividade antibacteriana do
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TFE foi demonstrada contra Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus e
Bacillus sp. (SAMROT & SEAN, 2022).

O latex obtido de jaqueiras tem sido utilizado em consertos de rachaduras de
potes de barro e de lougas (PRAKASH et al., 2009). A decocgao das folhas e do latex
foram eficazes na prevencdo de micoses, tratamento da asma e cicatrizagdo de
rachaduras nos pés (GUPTA & TANDON, 2004). O latex também tem sido usado em
casos de faringite, disturbios oftalmicos como disopia e como agente antibacteriano
(SATO et al., 1996). Acredita-se que a mistura do latex com vinagre promova a cura
de abscessos, inchagos glandulares e picadas de cobra (BALIGA et al., 2011).

A fracdo protease e a artocarpaina-H extraidos do latex do caule da jaqueira
revelaram efeito anti-inflamatério em animais experimentais, reduzindo o peso de
granulomas e inibindo o edema de pata induzido por carragenina em ratos, sendo
esses efeitos dependentes da concentracao utilizada (CHANDA et al., 2009).

A atividade antimicrobiana da protease do latex da jaqueira foi avaliada e se
observou uma inibi¢do no crescimento de Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) e
de Candida albicans, com concentracdo inibitéria minima de 2,2 mg/mL e
concentragao microbicida minima de 8,8 mg/mL (SIRITAPETAWEE et al., 2012).

As propriedades fisicas do latex da jaqueira e de outros quatro tipos do mesmo
género foram avaliados quanto a morfologia de superficie, ndo sendo detectada uma
forma especifica; todavia, caracterizaram-se pela flexibilidade e viscoelasticidade
(NEPACINA et al., 2020). O baixo valor do angulo de contato das amostras foi devido
aos teores da fonte de origem do latex e entre todas as espécies de Artocarpus
avaliadas nesse estudo, a que apresentou maior valor percentual de alongamento
pertencia ao Artocarpus heterophyllus (NEPACINA, 2020).
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 OBTENCAO DO MATERIAL DE ESTUDO

Material secretério na forma in natura de arvores frutiferas (cajueiro, mangueira
e jaqueira) foi coletado a partir da exsudagao espontanea da resina obtida através de
incisdes nos troncos de cajueiros; assim como da exsudacgao leitosa (latex), obtida
através da secgao dos pedunculos de frutas da jaqueira e da mangueira.

A goma bruta do cajueiro foi coletada entre agosto de 2018 a janeiro de 2019
(trés coletas, no intervalo de trés meses) e foi cedida, pelo Sr. Edil Franca, da Fazenda
Grande, Buique, Pernambuco, Brasil, 270, Km-32. Buique, situa-se a 846 metros de
altitude e tem as seguintes coordenadas geograficas: Latitude: 8° 36' 51" Sul,
Longitude: 37° 9' 39" Oeste.

O latex da jaqueira foi coletado entre outubro de 2018 e dezembro de 2019,
procedente dos Campus da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE), Cidade
Universitaria e da Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE), regido de
Dois Irmaos, Recife/PE; com exemplar anteriormente depositado no Herbario UFP
Geraldo Mariz do Centro de Biociéncias da UFPE (n°. 7.700), identificado pela
pesquisadora Rita Pereira (ANEXO A).

A coleta de latex da mangueira ocorreu no periodo de outubro a dezembro de
2019, sendo a espécie procedente do Campus da UFPE préximo ao Centro de
Ciéncias Bioldgicas; tendo um exemplar anteriormente depositado no Herbario UFP
Geraldo Mariz do Centro de Biociéncias da UFPE (n°. 22.616), identificado pela
pesquisadora Maria Graciete Silva (ANEXO B).

3.2 LOCAIS DE ESTUDO

O estudo foi realizado no Laboratério de Histotecnologia do Programa de Pds-
graduacdo em Saude Translacional do Centro de Ciéncias Médicas (CCM/UFPE).
Procedimento com embrides foi conduzido no Laboratério de Cultura de Tecidos (LCT-
DHE) do Departamento de Histologia e Embriologia (CB/UFPE) e o processamento
da goma resinosa de cajueiro foi feito no Laboratério de Biofisica das Membranas
(LBM) do Departamento de Biofisica e Radiobiologia (CB/UFPE). Colaborag¢des foram
firmadas com outros laboratérios de outros Departamentos (Nutrigdo e Bioquimica -
CB/UFPE) e com o Centro de Tecnologias Estratégicas do Nordeste (CETENE).
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3.3. PROCESSAMENTO DE EXSUDATOS NATURAIS (GOMA RESINOSA E
LATEX) PARA OBTENGCAO DOS MEIOS DE MONTAGEM

3.3.1 Processamento da goma resinosa do cajueiro

Amostras de goma in natura foram submetidas a processo de purificagao, de
acordo com meétodo adaptado de Rinaudo e Milas (RODRIGUES; DE PAULA;
COSTA, 1993; LOPES et al.,, 1994; SILVA, 2013). A goma bruta de cajueiro foi
triturada em moinho de facas (IKA mini G A-10) e o p6 resultante foi dissolvido em
agua destilada autoclavada obtendo-se uma solugéo a 4% (m/v) em temperatura
ambiente, com pH ajustado para 7,5 com adigdo de NaOH (0,5 M). A solugdo passou
por filtragens em |a de vidro e filtragdo a vacuo com funil de vidro sinterizado até ficar
transparente. Apds, o polimero do cajueiro foi precipitado pela adigdo de etanol anidro
por 24 horas. A solugao foi novamente submetida a filtracdo a vacuo e colocada em

capela de exaustdo com temperatura controlada para secagem parcial (Figura 6).

Figura 6 — Etapas do processamento da goma resinosa de cajueiro para obtencao
de meio de montagem utilizado na finalizagdo de preparagdes histologicas.

PROCESSAMENTO DA GOMA RESINOSA DE CAJUEIRO [ &
PARA OBTENCAO DE MEIO DE MONTAGEM B S G
UTILIZADO NA CONFECCAO DE PREPARACOES 62
HISTOLOGICAS

GOMA RESINOSA DE CAJUEIRO
(A: Pesagem, B e C: trituraciio)

4

DISSOLUCAO DO PO
(D: 4% m/v, em dgua destilada, temp. ambiente
e pH ajustado para 7,5)

FILTRACAO

(E: em membranas porosas)

PRECIPITACAO DO POLIMERO
(F: em etOH)

J

FILTRACAO

(G: em funil de vidro sinterizado)

LAVAGEM
(H: em etOH/H,0 )

SECAGEM PARCIAL
(I: em capela de exaustiio) /‘

Fonte: Paz (2022)
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3.3.2 Processamento do latex da jaqueira

Frutos de jaqueira da variedade “dura” foram utilizados para a coleta do latex. O
latex foi obtido da regido do pedunculo a 5 cm de distancia da fruta e deixado para
escorrer por 24 horas dentro de um recipiente de vidro com alcool 100 %. Apds, o
latex foi repassado para outro recipiente com alcool 100%, onde ficou por 30 minutos.
Utilizou-se apenas a massa viscosa, que foi seca em papel de filtro e pesada (10 g),
sendo macerada num cadinho com 1 mL de 6leo mineral. A solugdo obtida foi
aquecida a 60°C em estufa (Fenam), posteriormente foi resfriada em temperatura
ambiente e acondicionada em tubo Falcon (50 mL) para ser centrifugada (5 rpm) por
10 minutos, até a obtencdo de um liquido viscoso e transparente, que foi mantido em

recipiente de vidro &mbar a temperatura ambiente (Figura 7).

Figura 7 - Etapas do processamento do latex da jaqueira para obtengdo do meio
de montagem.

A) Arvore da espécie Artocarpus heterophyllus Lam, B) Extracdo do latex a partir do pedunculo do
fruto, C) Obtencdo da massa viscosa e D) Pesagem da massa, E) Maceragdo da massa com 6leo
mineral, F) Obtencdo de liquido viscoso, G) Aquecimento do liquido viscoso em estufa, H)

Centrifugagéo do liquido viscoso, 1) Liquido viscoso filtrado. Fonte: Paz (2022).
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3.3.3 Processamento do latex da mangueira

O exsudato de frutos da mangueira cultivar espada também foi obtido a partir da
seccao do pedunculo da fruta, cerca de 5 cm de distancia. O latex da mangueira
(liquido branco viscoso) escorreu instantaneamente do pedunculo da fruta imatura,
assim que foi destacada do caule, sendo diretamente armazenado em tubos de ensaio
e 0 processamento seguiu de acordo com o protocolo estabelecido para a extragéo

do latex da jaqueira (Figura 8).

Figura 8 — Etapas do processamento do latex da mangueira para obtengao do meio
de montagem.

A) Arvore da espécie Mangifera indica L., B) Extragdo do latex a partir do pedunculo do fruto, C)
Precipitagdo em alcool, D) Obtencdo de massa viscosa para pesagem, E) Maceragdo com 6leo
mineral, F) Obtencédo de liquido viscoso, G) Aquecimento do liquido viscoso na estufa, H)

Centrifugagéo do liquido viscoso, 1) Liquido viscoso filtrado. Fonte: Paz (2022).
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3.4 DETERMINACAO DO INDICE DE REFRACAO (IR) DOS EXSUDATOS
NATURAIS

O IR dos exsudatos processados foi determinado pelo técnico Sebastido Camilo

de Melo Filho, no Laboratério de Experimentagdo em Analise de Alimentos (LEAL) do
Departamento de Nutrigdo - CCS/UFPE (Figura 9).
Figura 9 — Fotos do procedimento para determinagao do IR em refratdbmetro Abbes.

én"/ ‘

A e B) Calibragéo com IR conhecido, C) Detecgdo numérica do IR. Fonte: Paz (2022)

Determinou-se o indice de refracdo dos meios de montagem de acordo com
metodologia do Instituto Adolfo Lutz (IAL, 2008). As leituras foram realizadas em
refratbmetro Abbes (marca Analytik Jena), sendo o0 mesmo inicialmente ajustado com
agua destilada a um indice de refragao conhecido (1,333). As amostras foram filtradas
e a leitura foi realizada com a adicao de duas gotas de cada amostra no prisma do
aparelho. No decorrer de cada leitura o aparelho foi limpo com auxilio de alcool e
algodao. As leituras foram realizadas a temperatura de 30 °C e os valores das mesmas
foram corrigidos para uma temperatura padréao de 40 °C, de acordo com a equacgao:

R=R’ + K (T’-T)

R = Leitura a temperatura padrao

R’ = Leitura a temperatura ambiente

T = Temperatura padrao (40 °C)

T’ = Temperatura ambiente na qual a leitura R’ foi realizada (°C)

K =0,0003650 para gorduras e 0,0003885 para oleos
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3.5 DETERMINACAO DA VISCOSIDADE DOS EXSUDATOS NATURAIS

A medida da viscosidade com a variagao da temperatura foi realizada por meio
de viscosimetro digital MVD-20 (Marte Cientifica, Brasil) em temperatura controlada
(25°C), com a colaboragcdo de pesquisadores do Laboratério de Enzimologia do
Departamento de Bioquimica - CB/UFPE, de acordo com a metodologia de Becker e
colaboradores (2001). A quantidade de amostra foi de aproximadamente 3 g para
cada analise com umidade corrigida para 14% e foi acrescida agua destilada até
completar 28 g. A variagao de temperatura iniciou em 25°C com aumento gradual até

95°C, permaneceu constante por 3 minutos e foi resfriada gradualmente até 25°C.

3.6 ASPECTOS ETICOS

No presente projeto, foram utilizados 6rgaos de ratos Wistar e embrides de ave,
aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais - CEUA/UFPE (ANEXOS C, D e
E).

Blocos com amostras de diferentes tecidos de humanos (cérebro, meninges e
intestino) foram obtidos da Blocoteca da Pos-graduacdo em Saude Translacional
(PPGST) do Centro de Ciéncias Médicas da UFPE, com a autorizagdo do Prof. Dr.
Mario Ribeiro de Melo Junior, Coordenador do PPGST, em 31 de abril de 2021
(ANEXO F).

3.7 COLETA E PROCESSAMENTO DE TECIDOS ANIMAIS, HUMANOS E
VEGETAIS

3.7.1 Tecidos de ratos Wistar

Inicialmente, foram utilizados ratos albinos adultos, machos e fémeas (com peso
de aproximadamente 250 g), da linhagem Wistar (numero total = 06 animais, 03
machos e 03 fémeas), procedentes do Biotério de Criagdo José Paulino Ventura
Ramos do Departamento de Nutricdo do Centro de Ciéncias da Saude da UFPE, onde
o0 manejo e cuidado dos mesmos foram de acordo com as normas internacionais
estabelecidas pelo National Institute of Health Guid for Care and Use of Laboratory
Animals (NCBI), as quais foram adotadas como critérios de avaliagéo e julgamento

pela Comiss&o de Etica para Uso de Animais (CEUA) do Centro de Biociéncias da
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UFPE (Processo n°. 0041/2016) com vigéncia até 20/10/2018. Posteriormente, mais
04 animais com peso em torno de 270 g, da mesma linhagem Wistar (02 machos e 02
fémeas) e procedentes do referido Biotério foram utilizados para obten¢ao dos 6rgaos
a partir de 31/05/2022, com vigéncia até 31/12/2022. Os animais foram anestesiados
com cloridrato de cetamina (50 mg/Kg) associada ao cloridrato de xilazina (5 mg/Kg),
via intraperitoneal. Apdés constatagdo de arreflexia profunda, os animais foram
submetidos a laparotomia mediana para retirada de 6rgaos (colo de utero, coragéo,
epididimo, figado, intestino, lingua, osso, pavilhdo auricular, rim, testiculo). Os 6rgaos
foram colocados em recipientes de vidro contendo fixador (formol tamponado a 10%)
e permaneceram imersos por 24 horas. Apds, os diferentes 6rgéaos foram processados
no Laboratorio de Histotecnologia do Programa de Pés-graduagdo em Saude
Translacional — CM/UFPE, conforme metodologia proposta por Paz (2017) e foram
realizadas as montagens das preparagdes permanentes com o uso de cola comercial
(Entellan®) e com as colas naturais obtidas com o processamento da goma resinosa
do cajueiro e do latex da mangueira e da jaqueira. Fotomicrografias foram realizadas
com o auxilio de microscopio DM500 e camera ICC50 W acoplada (ambos da marca
Leica®) (Figura 10).

Figura 10 — Preparagdes histolégicas montadas com meio natural e sistema de
captura de imagem.

A) PREPARAGOES HISTOLOGICAS MONTADAS COM B) SISTEMA DE CAPTURA DE IMAGENS (MICROSCGPIO DM500 COM
A GOMA RESINOSA DE CAJUEIRO CAMERA ACOPLADA ICC50 W (LEICA®).

A) Fotos de preparagdes histolégicas montadas com meio natural processado a partir da goma
resinosa de cajueiro. B) Visualizagdo do sistema de captura de imagens (microscépio DM500 com
camera acoplada ICC50 W, Leica). Fonte: Paz (2022)
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3.7.2 Modelos com embrides de ave

Neste trabalho foram utilizados embrides de Gallus gallus domesticus, com 48
horas de desenvolvimento, com caracteristicas morfoldgicas referentes ao estadio 12
(HAMBURGER; HAMILTON, 1951). Os ovos foram doados pela Diretoria da G-3
Agroavicola LTDA (Fazenda Santa Teresinha, municipio de Pombos/PE) e os
experimentos realizados no Laboratério de Embriotoxicidade do Departamento de
Histologia e Embriologia (LE-DHE). Os embrides foram fixados em Bouin e
submetidos a montagem total com a utilizacdo dos meios de montagem naturais
obtidos. A analise das preparagcdes permanentes foi realizada com o auxilio de
microscopio MOTIC (BA200), numa magnitude 100x. As fotomicrografias dos
embrides foram registradas e armazenadas com a utilizacdo do software Motic Image
Plus 2,0 ML (Figura 11).

Figura 11 — Etapas do processamento para obtencao de embrides de Gallus gallus.

= ~ 7

A) Foto da incubadora automatica (NELIPE) com ovos a 37,7°C, B) Foto de embrido de Gallus
gallus no interior do ovo, C) Retirada de albumen, D) Disco embrionério exposto, E) Uso do fixador
Bouin para facilitar o corte das membranas e F) Embrides fixados para a realizagdo da montagem
das preparagbes embrioldgicas. Fonte: Fotos do acervo do Laboratério de Embriotoxicidade do
Departamento de Histologia e Embriologia — CB/UFPE
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3.7.3 Amostras de tecidos humanos

Blocos de amostras de diferentes tecidos humanos (necropsias de cérebro,
meninges e intestino) foram obtidos da Blocoteca da Pds-graduagdo em Saude
Translacional (PPGST) - CCM/UFPE. Cortes com 5 ym de espessura foram realizados
com auxilio de micrétomo (Leica), para obtengcao das secgbes transversais dos
referidos tecidos. Posteriormente, os cortes foram estirados em banho Maria numa
temperatura de 40°C e capturados com laminas de vidro, posicionadas de forma
diagonal (45°) com a superficie da agua. A etapa de coloragéo procedeu-se de acordo
com metodologia estabelecida por Paz (2017) e as preparag¢des foram montadas com

0s meios de montagem natural propostos neste trabalho.

3.7.4 Amostras de tecidos vegetais

Folhas e pedunculos de cajueiro, jaqueira e mangueira foram utilizados para a
confecgcdo de preparagcbes permanentes (Figura 12). As folhas foram montadas
diretamente sobre laminas de vidro e finalizadas com meios de montagem naturais de
sua espécie de origem e os pedunculos (ou talos) foram processados até as etapas
de corte, coloragdo e montagem também com colas naturais de sua espécie de

origem.

Figura 12 — Apresentacgéo de folhas e pedunculos de cajueiro, jaqueira e mangueira

para confeccao de preparacdes vegetais

A) Foto de folhas e pedunculos de sustentagédo dos pseudofrutos de cajueiro, B) Foto de folhas e
pedunculos de frutos da jaqueira, C) Foto de folhas e pedunculos de frutos da mangueira cultivar
espada. Fonte: Paz (2022).
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3.8 AVALIACAO DA INTEGRIDADE E DURABILIDADE DAS PREPARACOES
PERMANENTES APOS MONTAGEM COM MEIOS NATURAIS

Um conjunto de preparag¢des permanentes foi acompanhado no periodo de 2018
a 2022, quanto a integridade e durabilidade das amostras montadas com os meios
naturais obtidos do processamento da goma resinosa de cajueiro e do latex da
jaqueira e da mangueira. As amostras (vegetais, tecidos, embriées e tumores) foram
analisadas com relagcdo ao estado de conservacao preconizado no nosso protocolo
de observacao e foram configuradas como adequada (meio transparente em fungao
do indice de refragdo), moderada (deslizamento da laminula, formacgao de bolhas) ou

comprometida (meio opaco, desbotamentos, manchas ou presencga de fungos).

3.9 METODO DE ANALISE

As preparacgdes processadas segundo metodologia de Paz (2017) e finalizadas
com os meios de montagem naturais obtidos cajueiro, jaqueira e mangueira foram
analisadas por trés observadores (professores ou pesquisadores) da area de estudo,
sem o conhecimento prévio do tipo de cola utilizada (comercial ou natural). Cada
observador avaliou os seguintes critérios: clareza e uniformidade da coloracao,
nitidez, adequacao da coloracdo nuclear e citoplasmatica, presenca de artefatos,
integridade das estruturas e adequagdo para avaliagdo histolégica. A analise
estatistica dos resultados gerados a partir dos questionarios foi realizada com a
aplicacao do teste Kappa de concordancia (LANDIS; KOCH, 1977).

3.10 GERACAO DE PATENTE

A presente pesquisa esta associada um pedido de Patente em andamento. Os
detalhamentos desse processo deverao ser resguardados em fungédo da tramitagéo
junto ao setor de patente da UFPE e os examinadores deverao assinar os termos de
Compromisso de Sigilo e Confidencialidade sobre as informagdes técnicas e
quaisquer outras atividades que sejam diretas ou indiretas, oriundas da referida
Qualificagdo de Doutorado, como uma das exigéncias para serem anexados ao

processo em andamento.
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Resumo

Neste trabalho, objetivou-se utilizar exsudato resinoso de uma planta tipica do Nordeste brasileiro, a goma de cajueiro
(Anacardium occidentale L.) como alternativa de meio de montagem na técnica histologica, economicamente viavel e
ambientalmente saudavel. A goma do cajueiro foi processada de acordo com o método adaptado de Rinaudo e Milas.
A leitura do indice de refragdo e a medida de viscosidade foram realizadas em refratdbmetro Abbes e viscosimetro
digital MVD-20, respectivamente. De acordo com a liberagdo do comité de uso de animais da Universidade Federal
de Pernambuco, diferentes 6rgdos de ratos Wistar foram processados histologicamente e as preparagdes permanentes
foram montadas com a goma resinosa de cajueiro (MGRC). O indice de refracdo do MGRC foi 1,343 e a viscosidade
do meio sem 6leo mineral foi 1143,7 + 267,4 mPas.s e com 0 6leo mineral foi 939,9 + 103,7 mPas.s. As preparacfes
montadas com MGRC independentemente do tipo de coloragdo utilizada, apresentaram-se com imagens nitidas e
morfologia das estruturas conservadas. O MGRC revelou-se de forma satisfatéria como alternativa aos meios de
montagem comerciais, sendo economicamente viavel e gerando beneficios como biosseguridade pessoal por ser
atéxico, além de ndo prejudicar o meio ambiente.

Palavras-chave: Histotecnologia; Meios de montagem; Goma de cajueiro; Planta do Nordeste brasileiro.

Abstract

In this work, the objective was to use the resinous exudate of a typical plant of the Brazilian Northeast, the cashew
tree gum (Anacardium occidentale L.) as an alternative mounting medium in the histological technique, economically
viable and environmentally healthy. Cashew gum was processed according to the adapted method from Rinaudo and
Milas. The refractive index reading, and the viscosity measurement were performed using an Abbes refractometer and
an MVD-20 digital viscometer, respectively. According to the authorization of the Animal Use Committee of the
Federal University of Pernambuco, different organs of Wistar rats were histologically processed and the permanent

1
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preparations were mounted with cashew resin gum (MGRC). The refractive index of the MGRC was 1.343 and the
viscosity of the medium without mineral oil was 1143.7 + 267.4 mPas.s and with the mineral oil it was 939.9 + 103.7
mPas.s. The preparations mounted with MGRC, regardless of the type of stain used, presented with clear images and
morphology of the structures conserved. The MGRC proved to be a satisfactory alternative to commercial assembly
means, being economically viable and generating benefits such as personal biosecurity as it is non-toxic, in addition to
not harming the environment.

Keywords: Histotechnology; Mounting means; Cashew gum; Plant from the Brazilian Northeast.

Resumen

En este trabajo, el objetivo fue utilizar el exudado resinoso de una planta tipica del Nordeste brasilefio, la goma de
anacardo (Anacardium occidentale L.) como medio de montaje alternativo en la técnica histolégica, econémicamente
viable y ambientalmente saludable. La goma de anacardo se procesd segln el método adaptado de Rinaudo y Milas.
La lectura del indice de refraccion y la medicion de la viscosidad se realizaron utilizando un refractdmetro Abbes y un
viscosimetro digital MVD-20, respectivamente. De acuerdo con la autorizacion del Comité de Uso Animal de la
Universidad Federal de Pernambuco, se procesaron histolégicamente diferentes 6rganos de ratas Wistar y las
preparaciones permanentes se montaron con goma de resina de marafion (MGRC). El indice de refraccion del MGRC
fue de 1,343 y la viscosidad del medio sin aceite mineral fue de 1143,7 + 267,4 mPas.sy con aceite mineral fue de
939,9 + 103,7 mPas.s. Las preparaciones montadas con MGRC, independientemente del tipo de tincién utilizada,
presentaron imagenes nitidas y morfologia de las estructuras conservadas. EI MGRC demostr6 ser una alternativa
satisfactoria a los medios comerciales de montaje, siendo econémicamente viable y generando beneficios como la
bioseguridad personal al no ser téxico, ademas de no dafar el medio ambiente.

Palabras clave: Histotecnologia; Medios de montaje; Goma de anacardo; Planta del Nordeste brasilefio.

1. Introducéo

O meio de montagem constitui uma interface que é adicionado entre a lamina e a laminula, na finalizacdo de
preparacdes histolégicas, com o objetivo principal de proteger fisicamente a amostra ou espécime (Ravikumar et al., 2014). A
consisténcia do meio de montagem possibilita o deslizamento da laminula, obtendo-se um filme transparente e duravel,
necessario para a visualizacdo de imagens a partir da microscopia 6ptica (Renshaw, 2007).

A interposicdo de um meio de montagem na confec¢do da preparacdo histoldgica € de fundamental importancia para
sua conservacao e tempo de durabilidade; uma vez que, meios inadequados podem deslocar a laminula expondo os cortes de
tecido ao ar, resultando em opacificagdo e descoramento dos preparados histoldgicos logo em seguida a realizacdo do
procedimento de montagem (Andrade et al., 2013).

Algumas propriedades sdo fundamentais e recomendadas para a utilizagdo de um meio de montagem, tais como: (1) o
indice de refracdo deve estar 0 mais proximo possivel ao do vidro (1,53); (2) deve ser incolor e transparente; (3) nao deve
causar mancha difusa ou desaparecer; (4) deve estar seco para conferir consisténcia antiaderente e endurecer de forma
relativamente rapida; (5) ndo deve retrair abaixo da laminula; (6) deve permear completamente e preencher os intersticios dos
tecidos; (7) ndo deve ter efeito adverso para os componentes do tecido; (8) deve ser resistente a contaminagdo (crescimento de
microrganismos); (9) deve proteger a sec¢do histolégica ou a preparacao citolégica contra danos fisicos e atividade quimica
(oxidacdo e alteracbes no pH); (10) deve ser completamente miscivel com desidratante ou agente de limpeza; (11) deve fixar
sem cristalizar, rachar ou encolher (ou deformar o material que estd sendo montado) e ndo reagir, lixiviar ou induzir o
deshotamento (manchas) nas coloragdes e nos produtos de reacdo (incluindo aqueles de procedimentos histoquimicos, de
hibridizacdo e imuno-histoquimicos); e finalmente, (12) uma vez definido, o composto deve permanecer estavel em funcgéo das
caracteristicas anteriormente mencionadas (Culling et al., 1985; Michalany, 1988; Ono et al., 2001; Bancroft; Gamble, 2002;
Renshaw, 2007; Ravikumar et al., 2014).

No contexto atual as colas naturais despontam como uma promissora alternativa as colas sintéticas (derivadas do
petrleo); uma vez que, apresentam vantagens em termos ambientais e com relagdo a salde (Ramamoorth et al., 2016). O

interesse por colas naturais tem crescido no mundo inteiro como possiveis substitutos de resinas fendlicas, e setores como
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farmacéutico, agroindustria, biorremediagdo e cosméticos foram considerados como os principais mercados consumidores de
produtos naturais (Enriquez, 2001).

A regido Nordeste do Brasil tem uma vasta diversidade de fruteiras nativas e exdticas adaptadas as suas condicGes
edafoclimaticas, representando um grande potencial socioecondmico, para mercados interno e externo, seja de comercializagao
de frutas in natura, como para industrializacdo (Aguiar et al., 2000; Assunc¢do; Mercadante, 2000). O cajueiro (Anacardium
occidentale L.), uma planta ristica, tipica de clima tropical, encontrada nas regiGes Norte e Nordeste do Brasil, tem-se
destacado com relevancia econémica ao gerar emprego, renda e impostos, devido aos produtos industrializados oriundos do
fruto e pseudofruto, principalmente para os Estados do Ceara, Piaui e Rio Grande do Norte (Aguiar et al., 2000; Maia et al.,
2000; Assuncdo et al., 2000; Maia et al., 2001; Moura et al., 2001; Valexport, 2003; Sancho et al., 2007; Cunha e Silva et al.,
2013; Catarino et al., 2015; MDCI, 2019).

A goma resinosa produzida pelo cajueiro localiza-se nos seus ductos resinosos do cortex e lenho, havendo também
exsudacdo na casca e caule da arvore (Araujo et al., 2018). O exsudato secretado pelo cajueiro ocorre devido ao seu
metabolismo normal (prote¢do a dessecamento e contra infeccBes) e a situagbes de estresse ambiental, sendo a resina
produzida por células epiteliais em resposta a ataques de patdgenos ou a estimulos mecanicos por meio de talhos realizados na
casca da arvore ou através da inoculagdo de substancias quimica (Kumar et al., 2012; Ribeiro et al., 2016).

A utilizacdo da goma do cajueiro se justifica, por apresentar caracteristicas de um biopolimero de baixo custo, sendo
atdxica e biodegradavel (Dias et al., 2016). As propriedades da goma de caju sdo semelhantes a goma arébica e pode ser usada
como substituto de cola liquida para papel (Azeez, 2005), na indUstria cosmética e farmacéutica como aglutinante para
capsulas e comprimidos (Carneiro-da-Cunha et al., 2009) e na industria alimenticia como estabilizante de sucos e como aditivo
na fabricagdo de gomas de mascar devido ao seu poder espessante (Cordeiro et al., 2017). Com isso, objetivou-se utilizar a
goma resinosa do cajueiro (Anacardium occidentale L.) como uma alternativa de meio de montagem economicamente viavel
na rotina de laboratdrios de histotécnica, uma vez que o pais ainda tem altos custos com a importagdo da goma arabica (Santos-
Serejo et al., 2009; Mirhosseini; Amid, 2012; Lica et al., 2018; Ferreira et al., 2022).

2. Metodologia
Obtenc¢do do material de estudo

A goma bruta do cajueiro foi coletada entre agosto de 2018 a janeiro de 2019 (trés coletas, no intervalo de trés meses)
e foi cedida pelo Sr. Edil Franca, da Fazenda Grande, Buique, Pernambuco, Brasil, 270, Km-32. Buique, situa-se a 846 metros

de altitude e tem as seguintes coordenadas geogréficas: Latitude: 8° 36' 51" Sul, Longitude: 37° 9' 39" Oeste.

Processamento da goma de cajueiro para obtengdo do meio de montagem

Amostras de goma in natura foram submetidas a processo de purificacdo, de acordo com método adaptado de
Rinaudo e Milas (1994) (Rodrigues et al, 1993; Lopes et al., 1994; Silva, 2013). Inicialmente, a goma de cajueiro bruta foi
triturada em moinho de facas (IKA mini G A-10) e o pd resultante da moagem foi colocado num Becker, para dissolugcdo em
agua destilada autoclavada obtendo-se uma solucdo de 4% (m/v) a temperatura ambiente e o pH foi ajustado para 7,5 com
adicdo de NaOH (0,5 M). A solucéo passou por filtragens em 18 de vidro e funil de vidro sinterizado até se tornar transparente.
Ap6s essa etapa, o polimero do cajueiro foi precipitado pela adicdo de etanol anidro por 24h. Em seguida, a solucdo foi
novamente submetida a filtracdo a vacuo com funil de vidro sinterizado e colocada em capela de exaustdo de gases com

temperatura controlada para secagem parcial (Figura 1).
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Figura 1: Etapas do processamento da goma resinosa de cajueiro (Anacardium occidentale L.) para obtencdo de meio de

montagem utilizado na confeccédo de preparagdes histologicas.

PROCESSAMENTO DA GOMA RESINOSA DE CAJUEIRO [

PARA OBTENCAO DE MEIO DE MONTAGEM

UTILIZADO NA CONFECCAO DE PREPARACOES
HISTOLOGICAS

~

GOMA RESINOSA DE CAJUEIRO
(A: Pesagem, B e C: trituragio)

3

/[ DISSOLUCAO DO PO \
(D: 4% m/v, em agua destilada, temp. ambiente
€ pH ajustado para 7.5)

FILTRACAO

(E: em membranas porosas)

PRECIPITACAO DO POLIMERO
(F: em etOH)

FILTRACAO
(G: cm funil de vidro sinterizado)

LAVAGEM
(H: em etOH/H,0 )

SECAGEM PARCIAL
(I: em capela de exaustiio)

Fonte: Autores (2022).

Determinacdo do indice de refracdo do meio de montagem obtido a partir do processamento da goma resinosa de
cajueiro (MGRC)

O indice de refragdo (IR) foi determinado pelo Técnico Sebastidio Camilo de Melo Filho, no Laboratério de
Experimentacdo em Andlise de Alimentos (LEAL) do Departamento de Nutri¢do - CCS/UFPE. Determinou-se o indice de
refracdo do meio de montagem obtido a partir do processamento da goma resinosa de cajueiro acrescido de duas gotas de 6leo
mineral. As leituras foram realizadas em refratdmetro Abbes (marca Analytik Jena), sendo 0 mesmo inicialmente ajustado com
agua destilada a um indice de refragdo conhecido (1,333). As amostras foram filtradas e a leitura foi realizada colocando-se
duas gotas de cada amostra no prisma do aparelho. No decorrer de cada leitura o aparelho foi limpo com auxilio de alcool e
algoddo. As leituras foram realizadas a temperatura de 30 °C e os valores das mesmas foram corrigidos para uma temperatura

padrdo de 40 °C, de acordo com a férmula:

R=R’ + K (T-T)
R = leitura a temperatura padréo
R’ = leitura a temperatura ambiente
T = temperatura padrdo (40 °C)
T’ = temperatura ambiente na qual a leitura R’ foi realizada (°C)

K = 0,0003650 para gorduras e 0,0003885 para 6leos

Determinacéo da viscosidade do MGRC

A medida da viscosidade com a variacdo da temperatura, foi realizada através de viscosimetro digital MVD-20 (Marte
Cientifica, Brasil) em temperatura ambiente de (25°C), em colaboracdo com pesquisadores do Laboratorio de Enzimologia do
departamento de Bioquimica — CB/UFPE, de acordo com a metodologia de Becker et al. (2001). A quantidade de amostra foi
de aproximadamente 3 g para cada analise com umidade corrigida para 14% e foi acrescida agua destilada até completar 28 g.
A variacdo de temperatura iniciou em 25°C com aumento gradual até 95 °C, permaneceu constante por 3 minutos e foi

resfriada gradualmente até 25°C.
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Animais utilizados no estudo

Ratos adultos (04 machos e 04 fémeas), pesando aproximadamente 270 gramas, albinos da linhagem Wistar,
procedentes do Biotério de Criagdo José Paulino Ventura Ramos do Departamento de Nutri¢do do Centro de Ciéncias da Saude
da UFPE foram utilizados e cuidados de acordo com as normas internacionais estabelecidas pelo National Institute of Health
Guid for Care and Use of Laboratory Animals, sendo adotadas como critérios de avaliagdo e julgamento pela Comissdo de
Etica para Uso de Animais (CEUA) do Centro de Biociéncias da UFPE. Os animais foram anestesiados com Cloridrato de
Cetamina (50 mg/Kg) associado ao Cloridrato de Xilazina (5 mg/Kg), via intraperitoneal. Apds constatacdo de arreflexia
profunda, os animais foram submetidos a laparotomia mediana para retirada de determinados 6rgdos. Este estudo foi aprovado

pelo Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal de Pernambuco (n°. do registro: 108/2021).

Processamento histoldgico e finalizagdo com 0 MGRC

Os 6rgdos (testiculo, epididimo, colo de Gtero, coragdo, rim, figado, pavilhdo auricular e osso) foram colocados em
fixador por 24 horas (formol tamponado a 10%) e processados segundo metodologia de Paz (2017), no Laboratdrio de
Histotecnologia do Programa de Pds-graduacdo em Salde Translacional do Centro de Ciéncias Médicas da UFPE - Recife/PE,
Brasil. As montagens das preparacfes permanentes foram realizadas com o uso de cola comercial e com 0 meio de montagem
obtido a partir do processamento da goma resinosa de cajueiro (Figura 2). Fotomicrografias foram obtidas com o auxilio de

microscopio DM500 com camera acoplada ICC50 W (ambos da marca Leica®).

Figura 2: Preparag0es histologicas montadas com meio da goma resinosa de cajueiro (MGRC).

Fonte: Autores (2022).

3. Resultados e Discusséo
Montagem de preparacédo histolégica com o MGRC

O meio polimérico extraido da goma resinosa de cajueiro (MGRC) foi utilizado, pela primeira vez neste trabalho, na
montagem de preparacGes histologicas processadas de acordo com o método de Paz (2017). O processamento da goma
resinosa de cajueiro foi considerado de facil reprodutibilidade, sendo de baixo custo e ndo produziu residuos. O MGRC
apresentou-se translicido e foi depositado na forma de goticula sobre os cortes de tecido animal, sendo cobertos por laminulas
que se mantiveram firmemente aderidas devido ao rapido endurecimento do meio utilizado (Figura 3).
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Figura 3: Procedimento de montagem de preparagdo histolégica com meio polimérico extraido da goma resinosa de cajueiro
(MGRC)

PRE/)M;-A.; %
PELE FINA

111!'

i

v
il
3

I

1L

T j"l"l’i“i\\\ 133800y
. -

7
4
X

b &

~ (33H) E. B l
NI 37, =
roving Bt [l F

Fonte: Autores (2022).

Gomas polissacaridicas tém se destacado em funcéo de suas diversas aplicabilidades como agentes ligantes e de
suspensdo, materiais formadores de filme, inibidores de cristalizacdo, agentes espessantes dentre muitas outras e essas
aplicacdes estdo relacionadas ndo somente as suas propriedades reoldgicas, mas também com referéncia a disponibilidade e
custo, promovendo a geracdo de produtos potenciais para diferentes indistrias como quimica, alimenticia e de medicamentos
(Licaetal., 2018).

Este polissacarideo possui algumas caracteristicas de interesse para uso biotecnol6gico, especialmente por nédo
apresentar toxicidade e ser hidrofilico, biocompativel e biodegradavel, revelando propriedades semelhantes a goma arabica em
relagdo ao peso molecular, teor de acido urdnico e mesmo tipo de unidades monossacaridicas (Paula et al., 2011). Logo, 0
desenvolvimento de novos bioprodutos a base de polissacarideos do cajueiro pode ser uma alternativa para agregar valor a
cajucultura, visto ser um produto & base de matéria prima regional com baixo custo-beneficio (Silva et al., 2013).

No contexto atual, os meios de montagem sintéticos (artificiais), ainda fazem parte da rotina dos Laboratdrios de
Histotécnica, como Permont®, Entellan® e Eurapal® que sio substancias dissolvidas em xileno, benzeno e tolueno (Michalany,
1998). A toxicidade desses meios se deve principalmente a volatilizacdo dos solventes, podendo ser inalados durante a
obtengao das preparaces histologicas e capazes de causar danos irreversiveis a satde do histotecnologista devido a exposicao
continua (Kum et al., 2007; Sandikci et al., 2009). Logo, o interesse pela utilizacdo de colas naturais tem crescido no mundo

inteiro como possiveis substitutos de resinas sintéticas (Enriquez, 2001).

Determinacéo do indice de refragdo do MGRC

O indice de refracdo (IR) do meio de montagem obtido a partir da goma resinosa de cajueiro (MGRC) foi de 1,343 e
apesar de ndo ser similar ao do Entellan® (1,490-1,500), ndo interferiu na resolugdo das imagens com o microscopio utilizado.
A forma de processamento dos tecidos, com uso de xileno na técnica histologica de rotina e principalmente sem o uso desse
solvente (Paz, 2017), influenciou na qualidade da finalizacdo das preparacdes obtidas. Foi também determinado o IR da agua

obtendo-se o valor de 1,333 e do 6leo mineral de 1,460 (Tabela 1).
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Tabela 1: Andlise de indice de refracdo das amostras avaliadas no estudo: agua, 6leo e meio de goma resinosa de cajueiro
(MGRC).

AMOSTRAS INDICE DE REFRACAO
Agua 1,333

Oleo mineral 1,460
MGRC 1,343

Fonte: Autores (2022).

Numa concepgdo geral, qualquer tampdo aquoso pode servir como meio de montagem. Todavia, o indice de refragéo
(IR) da &gua (1,333) difere significativamente da lamina de vidro e laminula (1,510), liquidos de imersdo em 6leo (1,510) e da
prépria seccdo de tecido (1,380-1,460) (Ravikumar et al., 2014). Logo, a utilizacdo de 4gua como meio de montagem pode
resultar em incompatibilidade dos IRs, ocasionando o alargamento do ponto focal ou aberracéo esférica, 0 que pode causar
degradacio da resolugdo e modificar o brilho da amostra (Renshaw, 2007). E por isso que combinar o Rl do seu meio de
montagem com o RI dos componentes de vidro e liquido de imerséo (quando usado) otimizar4 a clareza, a resolucéo e o brilho
das imagens (Diaspro et al., 2002; Renshaw, 2007).

Muitos meios de montagem a base de agua usam glicerol como o principal componente, devido ao IR do glicerol
(1,470) ser proximo o suficiente do vidro para permitir imagens de alta qualidade, enquanto o filme final seco de um meio de
montagem a base de solvente geralmente terd um IR de 1,450 a 1,490, que possibilita imagens de alta qualidade (Ravikumar et
al., 2014).

Determinacéo da viscosidade rotacional dindmica

As medidas de viscosidade aparente foram realizadas com registro de dados comuns de temperatura (°C), rotagéo (90
rpm) e dados variaveis de torque (%) utilizando spindle de aco inox (n°. 4). A viscosidade (mPas) das solugdes obtidas a partir
do processamento da goma resinosa de cajueiro com e sem dleo mineral foram determinadas utilizando o viscosimetro digital
(Marte, MVD-20) em temperatura ambiente de 25°C. Os resultados da viscosidade foram expressos em mPas.s e os valores

obtidos e dados de torque foram descritos na Tabela 2.

Tabela 2: Andlise de viscosidade rotacional das amostras de biopolimero de cajueiro, n= 3 para cada amostra, a 25 °C e 90

rpm. Os dados apresentados na forma dos valores (minimo e maximo) e média + desvio padréo.

TORQUE (%) VISCOSIDADE (mPas.s)
AMOSTRAS Minimo Méximo Minimo Maximo Média + DP
Meio obtido da resina de A. 13,0 23,0 923,0 1.588,0 1.143,7 £ 267,4
occidentale L. sem 6leo mineral
Meio obtido da resina de A. 12,7 15,0 821,6 1.015,2 939,9 + 103,7

occidentale L. com 6leo mineral

Fonte: Autores (2022).

A goma de caju com 6leo mineral apresentou baixa viscosidade, comparavel em muitos aspectos a goma arabica
(Maciel et al., 2007). O meio de montagem obtido da resina de cajueiro apresentou viscosidade méaxima de aproximadamente
1.015,2 (com 6leo mineral) e 1,588 (sem 6leo mineral). Alguns estudos referem viscosidades absolutas de solucdes de 1%

dessas gomas de 1,0 mPa.s (goma de caju) e de 1,8 mPa.s (goma arabica) (Paula; Rodrigues, 1995).

7
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Valores de tensdo mais altos relatados para emulsdes de goma arabica (GA) reforcam a consisténcia desta goma em
relagdo as emulsdes de goma de cajueiro (GC). GA é um emulsificante amplamente utilizado devido a sua alta solubilidade em
agua, baixa viscosidade aparente mesmo em altas concentrages, com capacidade de criar uma forte pelicula protetora na
interface 6leo-agua (Jafari et al, 2008). A GC, também tem sido alvo em potencial para a inddstria alimenticia, pois possui
boas propriedades emulsificantes e menor viscosidade aparente que 0 GA nas mesmas concentragdes.

Um fluido viscoso é espesso e pegajoso, como cola, resiste a tentativas de o fazer fluir (Villetti, 2010). A viscosidade
é a quantidade de resisténcia ao fluxo e configura-se numa medida de esforco que se tém ao tentar dividir o fluido, ultrapassar

a fricgdo entre camadas e moléculas (Villetti, 2010; Zortéa et al., 2011).

Avaliacdo morfolégicas de preparagdes histolégicas montadas com meio obtido a partir do processamento da goma
resinosa de cajueiro e com meio comercial

Cortes histologicos de diferentes 6rgéos (testiculo, epididimo, colo de Utero, coragdo, rim, figado, pavilhdo auricular e
0sso) foram avaliados quanto ao procedimento de montagem, tendo-se utilizado meio comercial (Entellan®) e meio obtido a
partir da goma resinosa de cajueiro (MGRC). As preparacdes montadas com MGRC (Figura 4) apresentaram-se com imagens
nitidas e morfologia das estruturas conservadas, no mesmo padrdo daquelas processadas e montadas com o meio comercial
(Figura 5).

Aparentemente, foi percebido uma melhor qualidade de imagens das preparacfes histologicas montadas com o
MGRC em comparagdo aquelas montadas com Entellan® e isto se refletiu particularmente, em fungdo do processamento do
material; uma vez que, as preparacGes montadas com MGRC (“cola natural”) foram obtidas a partir de um método inovador
sem uso de xilol (Paz, 2017).
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Figura 4: Preparagdes histolégicas montadas com meio obtido a partir do processamento da goma resinosa de cajueiro
(MGRC). Cortes histolégicos de diferentes 6rgéos de ratos Wistar: A) testiculo, B) coragdo, C) lingua, D) epididimo, E) rim,
F) pavilhdo auricular, G) colo de Gtero, H) Figado e I) osso. Escala de barra = 100 um (testiculo, coracdo, lingua, epididimo,
pavilhdo auricular, colo

Fonte: Autores (2022).

Figura 5: Preparacdes histoldgicas montadas com meio comercial (Entellan®). Cortes histolégicos de diferentes érgéos de
ratos Wistar: A) testiculo, B) coracdo, C) lingua, D) epididimo, E) rim, F) pavilhdo auricular, G) colo de Utero, H) Figado e I)
0ss0. Escala de barra = 100 pum (testiculo, coracdo, lingua, epididimo, pavilhdo auricular, colo de Utero e 0sso) e 10 um (rim e
figado). Coloracgdo: Hematoxilina & Eosina (HE).
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Fonte: Autores (2022).
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As preparagdes histologicas montadas com MGRC tém apresentado consideravel durabilidade desde o periodo em
que foram confeccionadas coincidindo com a coleta de material (2018 a 2019), mantendo-se até 0 momento com nitidez e
coloragBes conservadas. Gragas a viscosidade mais elevada do MGRC com 6leo mineral (939,9 + 103,7 mPa.s) comparada a
do Entellan® (250 - 600 mPa.s, a 20°C, dados do fabricante), as laminulas se tornaram fixas rapidamente (de 10 a 15 minutos
de secagem) em temperatura ambiente, garantindo desta forma a higidez das prepara¢des obtidas ao longo do tempo.

Embora as resinas sintéticas ainda sejam utilizadas como Eurapal®, Entellan® e Permount® (Kraus; Arduin, 1997),
estas possuem em sua composi¢do o denominado de 1,2 dimetil-benzeno, metil tolueno ou xilol, como é mais conhecido,
especialmente por sua toxicidade. No contexto atual, as colas naturais tém despontado como uma promissora alternativa as
colas sintéticas (derivadas do petroleo) por apresentarem vantagens em termos ambientais e com relagdo a saude do
histotecnologista (Ramamoorth et al., 2016).

Preparacdes histologicas com coloragdes especiais (tricromico de Masson, tricromico de Gomori e impregnacao
argéntica), também, foram avaliadas quanto a montagem utilizando-se 0 MGRC (Figura 6) e mais uma vez, os resultados
foram satisfatdrios, especialmente em funcdo da nitidez, integridade da coloracdo e conservagdo das estruturas, aspectos
necessarios ao estudo morfoldgico; devendo-se ter em consideragdo que a neutralidade de um meio é bastante relevante quando

se usa corantes basicos de anilina ou metacromaticos (Michalany, 1988; Bancroft; Gamble, 2002).

Figura 6: PreparacOes histolégicas montadas com meio obtido a partir do processamento da goma resinosa de cajueiro
(MGRC). Cortes histoldgicos de diferentes drgdos de ratos Wistar: aorta (A, B, D e E) e pele (C e F). Escala de barra = 100 um
(A, BeC)e 10 um (D, E e F). Coloraces especiais: tricrdomico de Masson (A e D), tricrdbmico de Gomori (B e E) e prata de
Jones modificada (C e F).

4. Concluséo

O meio polimérico extraido da goma resinosa de cajueiro (MGRC) utilizado, pela primeira vez, na montagem de
preparacBes histolégicas, revelou-se de forma satisfatdria como uma alternativa aos meios de montagem comerciais,
proporcionando nitida visualizagdo das estruturas dos diferentes 6rgdos avaliados independente das colora¢des usadas, sendo
economicamente viavel e gerando beneficios como biosseguridade pessoal por ser atoxico, além de ndo prejudicar o0 meio
ambiente.

10



Research, Society and Development, v. 11, n. 13, e40111334894, 2022
(CC BY 4.0) | ISSN 2525-3409 | DOI: http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v11i13.34894

Agradecimentos

Os autores agradecem em especial ao Técnico Especializado, Sebastido Camilo de Melo Filho, pelo auxilio na
determinacéo dos indices de refracéo realizado no Departamento de Nutricdo do Centro de Ciéncias da Saude da Universidade
Federal de Pernambuco (UFPE). Assim como, aos Coordenadores da Pds-graduacdo em Salde Translacional do Centro de
Ciéncias Médicas da UFPE, pela disponibilizagdo do Laboratério de Histotécnica e do Programa de Doutorado em
Biotecnologia - Rede Nordeste de Biotecnologia (RENORBIO), representado em Recife/Pernambuco - Brasil, pelo
Coordenador Prof. Dr. Rafael Matos Ximenes do Departamento de Antibi6ticos do Centro de Biociéncias da UFPE, por todo

incentivo e apoio na realizacdo deste estudo.

Referéncias

Aguiar, M. J. N., Sousa Neto, N. C., Braga, C. C., Brito, J. I. B, Silva, E. D. V., Silva, F. B. R, Burgos, N., Varejao-Silva, M. A., & Costa, C. A. R. (2000).
Zoneamento pedoclimatico para a cultura do cajueiro (Anacardium occidentale L.) no Nordeste do Brasil e Norte de Minas Gerais. Fortaleza: Embrapa
Agroindustria Tropical/Recife: Embrapa-CNPS-ERP-NE.

Araujo, S., Sousa, I. J. O., Gongalves, R. L. G., Franca, A. R. S., Negreiros, O. S., Brito, A. K. S., Oliveira, A. P., & Lima, E. B. S. (2018). Aplicacdes
farmacoldgicas e tecnoldgicas da goma do cajueiro (Anacardium Occidentale L.) - um produto obtido da flora brasileira. Geintec, 8(1), 4292-4305.

Assuncdo, R. B., & Mercadante, A. Z. (2000). Caju in natura (Anacardium occidentale L.) - carotenéides e vitamina C. In: XVII Congresso Brasileiro de
Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, 2000, Fortaleza, Ceard. Resumos Fortaleza: SBCTA, 2(5), 101.

Azeez, O. S. (2005). Decolourization of Gum Arabic Using Activated Charcoal. Leonardo Journal of Sciences, 4(7), 23-32.
Bancroft, J. D., & Gamble, M (2002). Theory and Practice of Histological Techniques. 5a. edition. Churchill Livingstone Publication, 63-108.

Becker, A., Hill, S. E., & Mitchell, J. R. (2001). Milling - A further parameter affecting the Rapid Visco Analyser (RVA) Profile. Cereal Chemistry, 78(2),
166-172.

Carneiro-da-Cunha, M. G., Cerqueira, M. A., Souza, B. W. S., & Souza, M. P. (2009). Physical properties of edible coatings and films made with a
polysaccharide from Anacardium occidentale L. Journal of Food Engineering, 95, 379-385.

Catarino, L, Yusufo, M., & Yusufo, S. R. (2015). Cashew cultivation in Guinea-Bissau — risks and challenges of the success of a cash crop. Scientia Agricola,
72 (5), 459-457.

Cordeiro, M. S. F., Da Silva, C. M. B., Vieira, A. C. Q. D. M., Nadvorny, D., De S4, L. L. F., De Souza, F. R. L., & Ribeiro, A. J (2017). Biopolymers and
pilocarpine interaction study for use in drug delivery systems (DDS). Journal of Thermal Analysis and Calorimetry, 127(2), 1777-1785.

Culling, C. F., Allison, R. T., & Barr, W. T. (1985). Staining procedure. Handbook of Cellular Pathology Techniques. 4™ ed. Saint Louis, Missouri, U.S.A.:
Butterworth-Heinemann, 146-151.

Cunha e Silva, M. C,, Silva, R. A. O., Marques, L. G. A, Freitas, R. M, Santos, M. S. F, Silva Filho, E. C., & Santos, M. R. M. C. (2013). Aplicagdo da goma
do cajueiro (Anacardium occidentale L.) em nanotecnologia. Anais SIMTEC, 1(1), 567-580.

Dias, S. F, Nogueira, S. S, de Franga Dourado, F., Guimardes, M. A, de Oliveira Pitombeira, N. A, Gobbo, G. G, Primo, F. L, de Paula, R. C, Feitosa, J. P,
Tedesco, A. C, Nunes, L. C, Leite, J. R & da Silva, D. A (2016). Acetylated cashew gum-based nanoparticles for transdermal delivery of diclofenac diethyl
amine. Carbohydrate Polymers,143:254-261.

Diaspro, A, Federic, I. F., & Robello, M (2002). Influence of refractive-index mismatch in high-resolution three-dimensional confocal microscopy. Applied
Optics, v. 41(4), 685-690.

Enriquez, G. V. (2001). A trajetoria de tecnologia dos produtos naturais biotecnolégicos derivados na Amaz6nia. Belém: 2001. 168 ISBN 85-88307-01-3.

Ferreira, D, Vale, J, Curado, M, Polénia, A & Eloy, C (2022). The impact of different coverslipping methods in the quality of the whole slide images used for
diagnosis in pathology, Journal of Pathology Informatics, 13, 100098.

Jafari, S. M, Assadpoor, E, He, Y & B (2008) Encapsulation Efficiency of Food Flavours and Oils during Spray Drying. Drying Technology, 26(7), 816-835.
Kraus, J. E., & Arduin, M (1997). Manual basico de métodos em morfologia vegetal. Seropédica: EDUR, 198 p.

Kum, C, Kiral, F, Sekkin, S, Seyrek, K & Boyacioglu, M (2007). Effects of xylene and formaldehyde inhalations on oxidative stress in adult and developing
rats livers. Experimental animals, 56(1), 35-42.

Kumar, A, Moon, A, Shruthi, R, Ahmed, A & Shivakumar, H. G (2012). Cashew gum a versatile hydrophilic polymer, a Review. Current Drug Therapy, 7(1),
2-12.

Lica, I. C. L., dos Santos Soares, A. M., de Mesquita, L. S. S., & Malik, S. (2018). Biological properties and pharmacological potential of plant exudates. Food
Research International, 105, 1039-1053.

11



Research, Society and Development, v. 11, n. 13, e40111334894, 2022
(CC BY 4.0) | ISSN 2525-3409 | DOI: http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v11i13.34894

Maciel, J. S, Kosaka, P. M, Silva, DA, Paula, R. C. M., Feitosa, J. P. A., & Petri, D. F. S. (2007). Formation of Cashew Gum Thin Films onto Silicon Wafers
or Amino-Terminated Surfaces and the Immobilization of Concanavalin A on Them. Carbohydrate Polymers, 69(3), 522-529.

Maia, J. G. S., Andrade, E. H. A., & Zoghbi, M. G. B. (2000). Volatile constituents of the leaves, fruits and flowers of cashew (Anacardium occidentale L.).
Journal of food composition and analysis, 13, 227-232.

Maia, G. A, Monteiro, J. C. S., & Guimardes, A. C. L. (2001). Estudo da estabilidade fisico-quimica e quimica do suco de caju com alto teor de polpa. Ciéncia
e Tecnologia de Alimentos, 21 (1), 43-46.

MDCI - Ministério da Economia, Industria, Comércio Exterior e Servigos. [Base de dados - Internet]. Estatisticas de Comércio Exterior: Séries Historicas.
2019. http://www.mdic.gov.br/index.php/comercio-exterior/estatisticas-de-comercio-exterior/series-historicas.

Michalany, J (1988). Operag8es fundamentais da técnica histoldgica. In: Técnica Histoldgica em Anatomia Patoldgica. Sdo Paulo: Editora Michalany LTDA,
cap. Il, p. 24-31.

Mirhosseini, H., & Amid, B. T (2012). Influence of chemical extraction conditions on the physicochemical and functional properties of polysaccharide gum
from durian (Durio zibethinus) seed. Molecules, 17, 6465-6480.

Moura, C. F. H., Alves, R. E., Innecco, R., & et al (2001). Physical characteristics of cashew apples for fresh fruit market. Revista Brasileira de Fruticultura,
23 (3), 537-540.

Ono, M, Murakami, T, Kudo, A, Isshiki, M, Sawada, H & Segawa, A (2001). Quantitative Comparison of Anti-Fading Mounting Media for Confocal Laser
Scanning Microscopy. Journal of Histochemistry and Cytochemistry, 49 (3), 305-312.

Paula, RCM. & Rodrigues, JF (1995). Composition and rheological properties of cashew tree gum, the exudate polysaccharide from Anacardium occidentale
L. Carbohydrate polymers, 26, 177-181.

Paula, H. C, Sombra, F. M, de Freitas C. R., Abreu, F. O, de Paula, R. C (2011). Preparation and characterization of chitosan/cashew gum beads loaded with
Lippia sidoides essential oil. Materials Science and Engineering C, 31 (2), p. 173-178.

Paz, S. T. (2017). Metodologia inovadora sem uso do xilol para a técnica histolégica de rotina. 2017, 68 p. Dissertagdo de Mestrado (Mestrado em Patologia) -
Programa de Pds-Graduagao em Patologia, do Departamento de Patologia, Universidade Federal de Pernambuco, Recife, PE.

Ramamoorth, A, Ravi, S, Jeddy, N, Thagavelu, R & Janardhanan, S (2016). Natural alternatives for chemicals used in histopathology Lab-A Literature
Review. Journal of Clinical and Diagnostic Research, 10(11), EE01-EEO04.

Ravikumar, S, Surekha, R & Thavarajah, R (2014). Mounting media: An overview. Journal Dr. NTR University of Health sciences, 3(5), 1-8.
Renshaw, S (2007). Immunochemical staining techniques. Immunochemistry: methods Express. Bloxham: Scion Publishers, 46-95.

Ribeiro, A. J, de Souza, F. R. L., Bezerra, J. M. N. A,, Oliveira, C., Nadvorny, D., de La Roca Soares, M. F., Nunes, L. C. C., Silva-Filho, E. C., Veiga, F &
Soares Sobrinho, J. L (2016). Gums' based delivery systems: Review on cashew gum and its derivatives. Carbohydr Polym, 20,147: 188-200.

Lopes, L, Milas, M & Rinaudo, M. (1994). Influence of the method of purification on some solution properties of welan gum. Int J Biol Macromol., 16(5):
253-258.

Rodrigues, J. F., De Paula, R. C. M & Costa, S. M. O (1993). Métodos de isolamento de gomas naturais: comparagdo através da goma do cajueiro
(Anacardium occidentale L.). Polimeros: Ciéncia e Tecnologia, Sdo Carlos, ano 111, 1, 31- 36.

Sancho, S. O, Maia, G. A, Figueiredo, R. W, Rodrigues, S., & De Sousa, P. H. M. (2007). Alteragdes quimicas e fisico-quimicas no processamento de suco de
caju (Anacardium occidentale L.). Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, 27(4), 878-882.

Sandikci, M, Seyrek, K, Aksit, H & Kose, H (2009). Inhalation of formaldehyde and xylene induces apoptotic cell death in the lung tissue. Toxicological an
Industrial Health, 25(7), 455-61.

Santos-Serejo, J. A., & et al (2009). FruticulturaTropical -Espécies Nativas e Exoticas. Brasilia, DF: Embrapa Informag&o Tecnoldgica, 509 p.

Silva, R. A. O., Marques, L. G. A., de Freitas, R. M., dos Santos, M. S. F., Silva Filho, E. A., do O Pessoa, C., & Santos, M. R. M. C. (2013). Prospecgéo
tecnolégica: aplicacdo da goma do cajueiro (Anacardium occidentale) em nanotecnologia. Revista GEINTEC-Gestdo, Inovacéo e Tecnologias, 3(4), 55-69.

Valexport (2003). Associacéo dos produtores e exportadores de hortifrutigranjeiros do Vale do Sdo Francisco. Petrolina, PE, 16.

Villetti, M. A. (2010). Determinacdo do Coeficiente de viscosidade pelo Viscosimetro de Oswald. Documento eletronico disponivel em
<http://w3.ufsm.br/juca/viscosidade.pdf>.

Zortéa, M. E. B., Demiate, I. M., Praxedes, M. A., & Wosiacki, G (2011). Avaliacdo da viscosidade aparente de pastas de amidos nos viscosimetros
Brookfield RVDV-11+ PRO e réapido visco-analisador RVA-4. Revista Brasileira de Tecnologia Agroindustrial, 5(1).

12



63

4.2 MEIOS DE MONTAGENS OBTIDOS A PARTIR DO PROCESSAMENTO DO
LATEX COLETADOS DA JAQUEIRA E DA MANGUEIRA

Os meios processados a partir do latex coletado do pedunculo dos frutos da
jaqueira e mangueira foram obtidos por meio de facil manejo, de forma reprodutivel,
sendo de baixo custo e sem producdo de residuos. Nossos resultados corroboram
com alguns estudos que sugerem ser o latex de alguns Artocarpus ssp semelhante
por suas caracteristicas fisicas a adesivos de polimeros (NEPACINA et al., 2020).
Recente estudo tem relacionado a obtencdo de novos hidrocoldides de todas as
partes da manga (Mangifera indica L.) visando-se o maximo de aproveitamento
industrial (MARSIGLIA-FUENTES; QUINTANA; ZAPATEIRO, 2022).

4.3 DETERMINACAO DO IR DO LATEX COLETADO DA JAQUEIRA E DA
MANGUEIRA

Foram obtidos diferentes indices de refracdo (IRs) dos meios de montagem
obtidos do processamento do latex de arvores frutiferas como mangueira e jaqueira
(Tabela 1).

Tabela 1 - indice de refragéo dos meios de montagem naturais

AMOSTRAS DE MEIOS DE MONTAGENS INDICE DE REFRAGAO
Agua 1,333
Oleo mineral 1,460
Meio obtido do latex de mangueira + 6leo 1,466
Meio obtido do latex de jaqueira + 6leo 1,474

Os IRs dos meios de montagem obtidos a partir do processamento do latex da
mangueira e da jaqueira, com oOleo mineral foram satisfatérios (1,466 e
1,474, respectivamente) quando comparado aos demais indices determinados (agua,
e 0leo mineral, isolados); estando esses resultados de acordo com o que é referido
na literatura, visto que um indice de refragdo considerado ideal para os meios de
montagem deve ser 0 mais proximo possivel do tecido fixado, ou seja, de
aproximadamente 1,530 (DIASPRO; FEDERIC & ROBELLO, 2002; RENSHAW et al.,
2007).
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4.4 DETERMINAGCAO DA VISCOSIDADE ROTACIONAL DINAMICA

As medidas de viscosidade aparente foram realizadas com registro de dados
comuns de temperatura (°C), rotacdo (90 rpm) e dados variaveis de torque (%)
utilizando spindle de ago inox (n°. 4). As viscosidades das solugdes obtidas a partir do
processamento do latex com oleo de Artocarpus heterophyllus L. e de Mangifera indica

L. foram determinadas em mPas.s e os dados de torque foram descritos na Tabela 2.

Tabela 2 - Analise de viscosidade rotacional dos meios obtidos do latex de A.
heterophyllus Lam. e da Mangifera indica L. com 6leo mineral.

TORQUE (%) VISCOSIDADE (mPas.s)
MEIOS Minimo  Maximo __ Minimo __ Maximo Média + DP

Solugcao obtida do latex
de A. heterophyllus L. 26,5 30,6 1.738,8  2.035,1 1.887,0 £209,5
com 6leo mineral
Solugédo obtida do latex
de M. indica L. com 6leo 51,6 62,7 31,0 37,6 33,42+27,0
mineral

n= 3 para cada amostra, a 25°C e 90 rpm. Os dados obtidos foram descritos em valores (minimo e

maximo) de viscosidade (mPas.s) e média mais desvio padrao (DP).

A viscosidade do latex com Oleo de Artocarpus heterophyllus Lam foi
quantitativamente maior (1.887,0 £ 209,5 mPas.s) quando comparada a viscosidade
da resina de Anacardium occidentale L. com 6leo mineral (939,9 £ 103,7 mPas.s) e a
viscosidade do meio obtido do latex de Mangifera indica L. com 6leo mineral (33,42 +
27,0 mPas.s), essa ultima considerada muito baixa desde o inicio de sua aferigdo.

Um fluido viscoso tende a ser espesso e pegajoso, como cola e resiste a
tentativas de o fazer fluir (VILLETTI, 2010). A viscosidade é, portanto, a quantidade
de resisténcia ao fluxo e configura-se numa medida de esforgo que se tém ao tentar
dividir o fluido, ultrapassar a fricgdo entre camadas e moléculas (VILLETTI, 2010;
ZORTEA et al., 2011).

A viscosidade de um meio de montagem reflete a qualidade de uma colagem;
sendo assim, o procedimento de finalizagdo das preparag¢des histolégicas depende
fundamentalmente da interposicao de um meio eficiente entre a laminula e a lamina

capaz de promover resisténcia e adesividade imediata (PAZ, 2017).
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45 AVALIACAO MORFOLOGICA DE PREPARAGCOES HISTOLOGICAS
MONTADAS COM ENTELLAN®E COM OS MEIOS NATURAIS

4.5.1 Preparagoes histolégicas com tecidos de ratos Wistar

No estudo em questédo, 6rgaos de ratos Wistar (testiculo, epididimo, colo de
utero, coracg&o, rim, osso, pavilhdo auricular, lingua, figado e intestino) foram
processados segundo a metodologia de Paz (2017), com o uso de éleo mineral em
substituicdo ao xileno.

As preparacdes histolégicas dos diferentes 6rgaos avaliados foram finalizadas
com o meio comercial (Entellan®) e com meios de montagem natural obtidos apds
processamento dos exsudatos naturais (goma resinosa de cajueiro e latex da jaqueira
e da mangueira) misturados com 6leo mineral (Figuras 13 e 14, respectivamente).

A avaliacdo morfolégica dos 6rgaos utilizados com relagdo ao uso de dleo
mineral em substituicdo ao xilol apresentou-se de acordo com as expectativas do
estudo de Rai e colaboradores (2016) que realizaram uma revisdo sobre possiveis
substitutos biosseguros para o xileno, enfatizando-se a toxicidade desse solvente, no
sentido de minimizar a sua utilizagdo nos Laboratérios de Histotecnologia, sem
comprometer a qualidade das coloragées e, portanto, garantindo a qualidade
diagndstica.

Todas as preparagbes montadas com os meios naturais foram observadas com
auxilio de microscépio optico de luz e de uma forma geral apresentaram-se com
imagens nitidas e morfologia das estruturas conservadas, quando comparadas

aquelas processadas e montadas com o Entellan®.
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Figura 13 — Preparagdes de 6rgaos (testiculo, epididimo, colo de utero, coragéo e rim),
montadas com Entellan® e meios de montagem naturais obtidos do processamento
do latex da mangueira (MLG) e da jaqueira (MLJ), e do processamento da goma
resinosa de cajueiro (MGRC).
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Fotomicrografias das preparagdes de testiculo, epididimo, colo de utero, coragéo e rim, montadas com
Entellan® (A, E, I, M e Q) e com meios de montagem naturais obtidos do processamento do latex da
mangueira, MLG (B, F, J, N e R) e da jaqueira, MLJ (C, G, K, O e S), e da goma resinosa de cajueiro,
MGRC (D, H, L, P e T). Imagens de A até T (escala de barra = 100 um). Coloragao: Hematoxilina &
Eosina (H&E). Fonte: Paz (2022).



67

Figura 14 — Preparagbes de o6rgaos (osso, pavilhdo auricular, lingua, figado e
intestino), montadas com Entellan® e os meios de montagem naturais obtidos do
processamento do latex da mangueira (MLG) e da jaqueira (MLJ), e do processamento
da goma resinosa de cajueiro (MGRC).
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Fotomicrografias das preparagdes de testiculo, epididimo, colo de utero, coragéo e rim, montadas com
Entellan® (A, E, I, M e Q) e com meios de montagem naturais obtidos do processamento do latex da
mangueira, MLG (B, F, J, N e R) e da jaqueira, MLJ (C, G, K, O e S), e da goma resinosa de cajueiro,
MGRC (D, H, L, P e T). Imagens de A até T (escala de barra = 100 uym. Coloragédo: Hematoxilina &
Eosina (H&E). Fonte: Paz (2022).
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No sentido de refinar quantitativamente a avaliagdo morfoldgica, as preparagoes
permanentes dos tecidos de ratos foram analisadas, segundo oito critérios tais como:
clareza, uniformidade da coloragdo, nitidez, adequagdo da coloragdo nuclear,
adequacao da coloragao citoplasmatica, presenca ou nao de artefatos, integridade
das estruturas e adequacgao para avaliagao histolégica. Todos os critérios foram
avaliados por trés observadores, sem o conhecimento prévio do tipo de meio de
montagem usado na finalizagdo das preparagdes e apresentaram acuracia geral de
100%, com exceg¢ao da uniformidade da coloracéo e presenga de artefatos (Tabela
3).

Tabela 3 — Critérios de avaliagado dos meios de montagem com relagéo a uniformidade
da coloracdo e presenga de artefatos de preparacgdes histologicas finalizadas com
Entellan® e meios naturais obtidos da goma resinosa de cajueiro e do latex da jaqueira
e da mangueira.

CRITERIOS DE OBSERVADORES ACURAQIA
AVALIACAO MEIOS DE MONTAGEM A B C GERAL

Entellan” 10/10 | 10/10 | 10/10 100,00 %

Uniformidade | Goma resinosa do cajueiro 10/10 | 09/10 | 10/10 96,70 %
da coloragdo [\ 4tex de Jaqueira 10/10 | 09/10 | 09/10 93,20%
Latex de Mangueira 10/10 | 09/10 | 09/10 93,20%

Entellan” 00/10 | 00/10 | 00/10 00,00 %

Presenca de Goma resinosa do cajueiro 04/10 | 04/10 | 04/10 40,00 %
artefatos Latex de Jaqueira 00/10 | 00/10 | 00/10 00,00 %
Latex de Mangueira 02/10 | 02/10 | 01/10 16,67 %

Nota: A acuracia ou precisdo (numero de respostas corretas/nimero de perguntas tentadas) foram
expressas em numeros absolutos e percentagem. A exatidao geral das observagdes foi expressa como

percentagem.

Independentemente dos resultados percentuais da acuracia geral para os dois
critérios avaliados, a concordancia entre os observadores foi satisfatoria e os meios
de montagem avaliados (goma resinosa do cajueiro e latex de jaqueira e mangueira)

foram considerados eficientes quando comparados ao meio comercial (Entellan®).
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4.5.2 Preparagoes embriolégicas com Gallus gallus domesticus

Preparagdes com embrides de ave (Gallus gallus domesticus), montadas com
colas naturais obtidas do processamento da goma resinosa do cajueiro e do latex da
Mangueira e da Jaqueira, possibilitaram a visualizagdo de estruturas e regides do
sistema nervoso central, como as vesiculas encefélicas, tubo neural, primérdio do
calice optico e area cardiogénica (Figura 15).

Independentemente do tipo de cola natural utilizado, as caracteristicas
embrioldgicas foram percebidas por meio da microscopia Optica, sendo inerentes ao
estadio 15 do desenvolvimento (de 50 a 53 h) de acordo com a classificagao de

Hamburger e Hamilton (1951).

Figura 15 - Preparagbes com embrides de Gallus gallus domesticus montadas com
meios obtidos da goma resinosa do cajueiro e do latex da mangueira e da jaqueira.

100 pm
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Fotomicrografias de montagens totais de Gallus gallus domesticus com meios naturais obtidos a partir

do processamento: A) da goma resinosa de cajueiro, B) do latex da mangueira e C) do latex da jaqueira.
Imagens: A, B e C (escala de barra = 100 um). Coloragado: Hematoxilina & Eosina (H&E). Fonte: Paz
(2022).

4.5.3 Preparagoes histolégicas com amostras humanas
As necropsias de cérebro, estdbmago e intestino foram processadas com o éleo

mineral de acordo com metodologia de Paz (2017) e finalizadas com os meios de
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montagem naturais obtidas do processamento da goma resinosa de cajueiro e do latex

da jaqueira e da mangueira (Figura 16).

Figura 16 — Fotomicrografias de necropsias humanas de cérebro, estomago e intestino
processadas com o 6leo mineral e finalizadas meios de montagem naturais de
cajueiro, jaqueira € mangueira.

Preparagdes processadas com o 6leo mineral e finalizadas com os meios de montagem naturais,
obtidos de diferentes processamentos: A e B) da goma resinosa (tecido cerebral corado com prata
modificada por PAZ), C e D) do latex da jaqueira (parede de estdbmago corado com tricromico de
Masson) e E e F) do latex da mangueira (parede de intestino corado com Hematoxilina & Eosina).
Magnitude das imagens: A, C e E (escala de barra = 100 um), B, D e F (escala de barra = 10 ym).
Fonte: Paz (2022).
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Independente das coloragbes usadas, os meios de montagem naturais
proporcionaram nitida visualizag&o das estruturas dos diferentes 6rgéos avaliados. As
necropsias de cérebro humano processadas com o 6leo mineral e coradas com a prata
PAZ revelaram degeneragdo granulo-vacuolar e angiopatia amiléide (deposi¢cao
amiléide na camada média de um vaso, visualizado no maior aumento). A observagao
microscopica de uma parede de estdbmago corado com tricrémico de Masson destacou
detalhes da camada mucosa, muscular da mucosa e camada submucosa; assim como
a parede intestinal analisada revelou caracteristicas do epitélio de revestimento com
consideravel quantidade de células caliciformes.

No geral os resultados foram satisfatérios com relacdo a nitidez, integridade das
coloragdes e conservacao das estruturas, critérios indispensaveis para a realizagao
do estudo morfolégico. Neste consenso, levou-se em consideragao a neutralidade do
meio, especialmente quanto ao uso de corantes basicos de anilina ou metacromaticos
e a confiabilidade da indicagcdo do tipo de coloracédo para a realizagdo da analise,
corroborando com outros estudos realizados e voltados para diagnostico
(MICHALANY, 1988; BANCROFT; GAMBLE, 2002; RENSHAW, 2007).

4.5.4 Preparagoes histoléogicas com amostras vegetais

Montagens totais com folhas e preparagdes de pedunculos de cajueiro, jaqueira
e mangueira foram finalizadas com meios naturais obtidos a partir do processamento
da goma e do latex das espécies Anacardium occidentale L. (cajueiro), Artocarpus
heterophyllus Lam. (jaqueira) e Mangifera indica L. (mangueira). A montagem total das
folhas dessas espécies possibilitou a observagao do arcaboucgo foliar com presenca

de nervuras e regides denominadas de limbo (Figura 17).
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Figura 17 — Fotomicrografias de montagem total de folhas de Anacardium occidentale
L. (cajueiro), Mangifera indica L. (mangueira), Artocarpus heterophyllus Lam.
(jaqueira) e de pedunculos das mesmas espécies processados até corte e coloragao.

Fotomicrografias de montagem total do material foliar sem coloragéo, finalizado com os meios naturais
de cajueiro, jaqueira e mangueira: A, D e G, respectivamente (escalas de barra = 100 um).
Fotomicrografias de pedunculos das mesmas espécies processados até corte e coloragdo (violeta de

Cresil): B, E e H (escalas de barra = 100 um) e C, F e | (escalas de barra = 10 um). Fonte: Paz (2022).

Alguns estudos mencionam o sistema de nervagdo como um suporte mecanico
da lamina foliar (KULL & HERBIG, 1994). A nervacgéao pode ser altamente diversificada,
quanto a sua arquitetura e tem influéncia no transporte de substancias essenciais para
o desenvolvimento da planta (NIINEMETS et al., 2007).

A nervagao das folhas do cajueiro assim como da mangueira classifica-se como

Broquidédroma (gr. Broqui: lago; dromo: caminho), tipo de nervagao camptédroma
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onde as nervuras laterais estdo unidas entre si por arcos normalmente curvados
(MARTINS-DA-SILVA et al., 2014).

Segundo Santos (2014) a folha tem como principal fungéo a fotossintese, mas
também atua na transpiracéo, trocas gasosas através dos estdbmatos, condugao e
distribuicdo de seiva, reserva de nutrientes e/ou agua e na atragcdo de agentes
polinizadores.

Os pedunculos das espécies utilizadas foram processados até corte e coloragao
e revelaram caracteristicas do sistema vascular, responsavel pelo transporte interno
na planta, ou seja, pela distribuicdo de agua e sais minerais, assim como pela
distribuicdo de fotoassimilados (SOUZA, 2003). O xilema € o tecido vascular
responsavel pela condugdo de agua e sais minerais das raizes para as partes
superiores da planta (condugao ascendente), sendo constituido por diferentes tipos
de células, vivas e mortas, que exercem fungdes distintas nesse tecido, e o floema é
o tecido responsavel pela translocagcdo de nutrientes organicos produzidos pela
fotossintese para todas as partes do vegetal (condugdo descendente), também
constituido por diferentes tipos de células, vivas e mortas, com fungdes distintas
(SOUZA, 2003).

4.6 INTEGRIDADE E DURABILIDADE DAS PREPARAGCOES PERMANENTES
APOS MONTAGEM E QUANDO ESTOCADAS AO LONGO DO TEMPO

O acompanhamento do estado fisico do conjunto de preparagdes permanentes
com as diferentes amostras (vegetais, tecidos, embrides e tumores) no periodo de
2018 a 2022, revelou integridade e durabilidade das preparagdes apés montagem e
quando estocadas ao longo do tempo.

Nossos resultados demonstram a eficiéncia do procedimento de montagem com
0s meios naturais, onde a maioria das preparacdes acompanhadas nesse periodo de
observacao continua, mantiveram-se sem alteragdes e atenderam o requisito de
durabilidade, com excecao de poucas preparagdes que apresentaram conservagao
moderada, caracterizada pelo deslizamento temporario da laminula quando montadas
com o latex da mangueira e pela formacao de bolhas quando montadas com a goma
resinosa de cajueiro (Tabela 4).



Tabela 4 — Conservacgao a longo prazo de preparagbdes permanentes montadas com meios naturais obtidos do processamento

da goma resinosa de cajueiro e do latex da jaqueira e da mangueira.

CONSERVAGAO A LONGO PRAZO DE PREPARAGCOES PERMANENTES
MEIOS DE MONTAGEM NATURAIS AMOSTRAS MONTADAS COM MEIOS NATURAIS

(obtidos com o processamento de latex ou resina) 2018 2019 2020 2021 2022
A BE JC]A BE |C|]A BE JCl A B |C| A B C
Latex de Jaqueira Vegetal 06 | - -J06| - -]06 | - -106) - -|106] - -
(Artacarpus heterophylius Lam.) Tecidos 25 B - | 25 N - | 25 _ - | 25 _ - | 25 N N
Embridzo  Jo2 | - |-Jo2] - [-Jo2] - [-Jo2] - |-Jo2] - -
Tumor 02 - -] 02 - - | 02 - -] 02 - - | 02 - -
Latex de Mangueira Vegetal 06 - -l 06 - - 1086 = - 106 = - | o8 = =
(lﬂ.'fa”gf.'era indica L,:‘ Te{:ldos 22 03- _ 25 _ _ 25 _ _ 25 _ _ 25 _ _
Embrigo o2 ] - J-Jo2] - |-Jo2| - [-Jo2] - |-Jo2] - -
Tumor 02 - - | 02 - - | 02 - - | 02 - - | 02 - -
Goma reginosa do_ Cajueiro Vegetal os1 01| -106 - - los - -1 08 - -1 06 - -
(Anacardium occidentale L.) T 21loal-121loa | -121loa" I -121loa" [ -121 oz~ N
Embridzo  [o02] - J-Jo2] - |-Jo2| - [-Jo2] - |-Jo2] - -
Tumor 02 - -] 02 - -] 02 - - | 02 - - | 02 - -

A = Conservacdo adequada (meio translucido, adesividade imediata da laminula, durabilidade)
B = Conservacdo moderada (*deslizamento temporario da laminula, **formacdo de bolhas)
C = Conservacdao comprometida (opacificacdo do meio, deshotamentos, manchas e presenca de fungos)
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Figura 18 — Processamento de tecidos histologicos
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79

5 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

¢ Os meios de montagem naturais obtidos do processamento da goma resinosa
de cajueiro e do latex da jaqueira e da mangueira foram considerados
economicamente viaveis e ambientalmente saudaveis, por ndo serem
dissolvidos em solventes quimicos como ocorre comumente com as colas
comerciais utilizadas na rotina da técnica histoldgica.

e Preparagbes permanentes com diferentes amostras (humana, animal e
vegetal) processadas com 6leo mineral e finalizadas com o uso de meios de
montagem naturais mantiveram nitidez e coloragdes conservadas.

¢ Independente das coloragdes utilizadas (rotina ou especiais), a qualidade das
preparagdes permanentes obtidas neste trabalho possibilitou a identificacdo de
estruturas com credibilidade diagndstica.

e A concordancia entre trés observadores da area de estudo quanto aos critérios
de avaliagdo (clareza e uniformidade da coloracdo, nitidez, adequagao da
coloragcdo nuclear e citoplasmatica, presenca de artefatos, integridade das
estruturas e adequagao para avaliagao histologica) confirmou-se em termos
quantitativos e certificou a eficiéncia dos meios de montagem naturais.

e Preparagdes permanentes acompanhadas no periodo de 2018 a 2022
mantiveram-se sem alteragdes atendendo o requisito de durabilidade.

e Os meios de montagem naturais foram considerados apropriados para a
finalizagdo das preparagdes permanentes, sendo sugeridos como alternativas

aos meios comerciais relativamente téxicos e amplamente utilizados.

Diante do exposto, acredita-se que os meios de montagem naturais poderao ser
gradativamente incorporados a rotina dos Laboratérios de Histotécnica, garantindo-se
a qualidade da analise morfoldgica e principalmente a biosseguridade pessoal e
ambiental. Neste contexto, novos exsudatos de plantas do Nordeste brasileiro
poderao ser testados no procedimento de finalizagdo de preparagdes (citologicas,

histolégicas ou embriolégicas) utilizadas no ensino, pesquisa ou diagnostico.
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ANEXOS

ANEXO A - REGISTRO DE DEPOSITO DE EXEMPLAR DE ARTOCARPUS

HETEROPHYLLUS LAM. NO HERBARIO UFP GERALDO MARIZ DO CENTRO DE
BIOCIENCIAS DA UFPE (N°: 7.700).
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ANEXO B — REGISTRO DE DEPOSITO DE EXEMPLAR DE MANGIFERA INDICA
L. NO HERBARIO UFP GERALDO MARIZ DO CENTRO DE BIOCIENCIAS DA
UFPE (N°: 22616)
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(exceto humanos), para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) - enconfra-se de acordo
com os preceitos da Lein® 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n® 6.899, de
15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo CONSELHO NACIONAL DE
CONTROLE DE EXFER!MEI\H’AGED ANIMAL (CONCEA), e foi aprovada pela
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA) DA UNIVERSIDADE FEDERAL
DE PERNAMBUCO (UFPE), em reunifio de 23¥11/2016.

Finalidade () Ensino (X) Pesquisa Clentifica

ilgénqiadam?maﬁu Até 20/10/2018

Espécieflinhagemiraca Retos Wistarelbinos

N? de animais 06

Pesolldade 250g/adultos

Se_xo Machos e fémeas

Origem Biotério do Departamento de Nutrigéo —
CCSUFPE ]

Aterndosam&m’\;p

/4

/4
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ANEXO D — APROVAGAO DA COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS
(CEUA) DA UFPE: OFICIO N.° 40/22.

Universidade Federal de Pernambuco
Centre de Rinciincias
ay. Frof. pelsen Chaves. sin
SE&TA-430 | RacHe - PE - Brasl
Fsrii 2134 BR43
crupEuipe L

Recife, 05 de junha de 2022
Oficio n® 40022

Da Comissdo de Etica no Uso de Animais {CEUA) da UFPE
Fara: Prof.? Teresinha Gongalves da Silva

Deparfamento de Antibdoticos
Processo n? 108/2021

Certificamos que a proposta intitulada “uso de resinas naturais de plantas do
nordeste brasileiro na técnica histoldgica de rotina como alternativa de
meios de montagem economicamente vidvels e ambientalmente
saudaveis.” Registrado com o n® 108/2021 sob a responsabilidade de Prof.?
Teresinha Gongalves da Silva o que envolve a produgdo, manutengio ou
utilizagio de animais pertencentes ac filo Chordata, subfils Vertebrata {Bxceto
humanos), para fins de pesquisa cientifica {ou ensina) - encontra-se de acordo
com 0= preceitos da Lei n® 11.794, de 8 de ouiubro de 2008, do Decrata_n®
6.899, de 15 de julho de 2009, & com as normas editadas pelo COMSELHD
NACIONAL DE CONTROLE DE EXPERIMENTACAO ANIMAL (CONGCEA), e
foi apravada pela COMISSAD DE ETICA NO USO DE ANIMAIS {CEUA) DA
UMIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBLCO (LUFPE), em reunido de

_31/08/2022 -
Finalidade | {) Ensino (X) Pesquisa Ciantifica |
Vigéncia da autorizagho J1/08/2022 / 311 2/2022

| Espécielinhagemiraga Rato heterogénico

| N¥ de animais _ D animais
Peso/ldade 270qg/ Adulto

| Sexo | (04] fémea [04) Macho |
Crigam: Biotério de Cragao Biotéric de GCragao José Pauling

| Ventura Ramos do Departamento de

| Nutricio de Centro de Ciéncias da

| Saode da Universidade Federal de
Femambuca (UFPE).

Destino: Biotério de Experimentagio |Bintér'u:: de OCriagao José Paulino |

Ventura Aamos do Deparlamento de |

| Mutrigdo do Centro de Ciéncias da
Sadde da Universidade Federal de

| Parnambuco (LUFPE).

Atenciosamente
."' ) : -\'-.‘:I--'r..
| |Uq,:-§-_.:.-"' L.
Prof. Sebasiiso B, F. Sikvz
-Presidanta CELULILIFPE
SIAPE 2M5E1
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ANEXO E - APROVAGAO DA COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA)
DA UFPE: OFiCIO N.° 37/18.

Unsversidasde Foderal de Peraambago
i aly B g s

AN

Recide. 11 de junho de 2018
Oficis n® 37718

DOa Commssdo de Enuca no Uso de Amimas (CEUA) da UFPE
Fara Prof.' Eliete Cavalcanti da Silva

Deparnamento de Histologa ¢ Embnaioga

Centro ge Biooenias

Universidade Federal de Pernambuco

Processo n® 23076.01093902018-21

Candicamos que 3 proposts inaulada “Caracterizacho morfoldgica de embrides de
Galos gallus domesticus L. oxposta a produtos naturais & sintkices bicativos
com énfase no desenvolvimento dos siatemas nervoso & cardiovascular e
eralogéness” Regabada com o n* 22076.010939/2018-31 286 a responsabildade
de Prol® Eliete Cavalcantl da Silva que envolve a produclo manulencdo ou
utihzacho de animas pertencantes ao filo Chordata. sublilo Vertebrata (exceto
humanas) para hins de pesguisa cientilica (ou ensing) - enconira-se da acordo com os
precedos da Le n* 11.784 de B de oulubro de 2008, do Decreto n® & B39, de 15 de
juthe de 2005 & com a3 nomas eddadas pelo CONSELHO NACIONAL DE
CONTROLE DE EXPERIMENTAGADQ ANIMAL (COMCEA) e foi aprovada pela
COMISSAD DE ETICA NO USC DE ANIMAIS (CEUA) DA UNVERSIDADE FEDERAL
CE PERNAMBUCD (UFPE) em reundio de 08082018

Fanakaaoe i Em-[xj-ﬁf-_'-'squ.nm Cruentifica
| Vigénoa da autonzaglo | 1100672018 a 01/05/2022
| Especainhagem. iaca | Embridas de Galos galius dome sheas
N de anemais ' 1200
 Peso/idade . 1'E4‘nbr|ﬁ|1. T
| Sers Machos e lémea !
Ongem G-3 Agrowcola Lida
Alenciosamenie,
Y //
= i
O/ Lo L
o

A
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ANEXO F - DECLARAGAO DE LIBERAGCAO DE ACESSO E COLETA DE
MATERIAL DA BLOCOTECA DO PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM SAUDE
TRANSLACIONAL - CM/UFPE.

UMIVERSIDADE FEDERAL DE PERMNAMELICD
CENTRO DE CIENCIAS MEDMCAS
Programa de Pds-graduacio erm Sadde Transladional

Recife, 31 de abril de 2021

DECLARACAD

Declaro, para of dewvidos fins, que autorizo a doutoranda SILVANIA
TAVARES PAZ (5IAPE: 1133375) a ter acesso a blocoteca desta pos-graduacdo a
fim de coletar blocos com amostras de diferentes tecidos (cérebro, meninges e

intestino) para desenvolver estudos referentes ao seu projeto de pesgquisa.

Mlario ciph de
)

Coordenador PPGST
SIAPE: 3617065

Programa de Pds-graduagdo om Sadoe Transiacional (PPGST) - COM-UFPE
Endarero 547 Oxdage Lnnvevsiana
S0F40-52T Heote Pt Basy
Phona: +55 81 2126-8546 e-mal sasdefransacionald@ gmai.com
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ANEXO G - CARTA DE ACEITE DE MANUSCRITO PARA PUBLICAGAO (2022).

RESEARCH, SOCIETY AND DEVELOPMENT

Leller .:?f ﬁs%ﬂfmrsa

The manuscript entified "Goma de capeino  [Anacardium
occcidentale L) ublizada como albematva de meio de moniagem
na tecnica histologica™, submitied on "DED3202Z was accepied
for publication and will be publiched within 30 days in the
Research, Sooety and Development Joumal - 1IS5M 2525-3400.

The manuscript is authored by:
Silvania Tavares Paz, Emanuela Paz Rosas, Thiage Barbosa
Cahi, Claudio Gabriel Rodrigues, Teresinha Gongalves da Siva
and Paloma Lys de Medeiros.

Sa0 Paulo, Seplembser 20, 2022, Brazil.

f,.r"' Py

--El:l-':"fﬂfp._ :I

Or Racardo Shilsula
Ediar

raljizureal sy | E-mail: sl arickes @ pail oo | Wikeataspp |1 EETOOS00H]
Avenida Sufirm Abcamovic, 198 - Cenira, Vargemn Drangke Paollisa - SP Q8T HI-00H
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