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INTRODUCAO

As coloragdes biolégicas sdo instrumentos para aprimorar a visualizacdo dos
componentes entre os tecidos, permitindo assim realizar andlises histolégicas. Esse processo
é fundamental na confeccdo de laminas histoldgicas, visando corar as estruturas teciduais
encontradas nos cortes histologicos, que se apresentam previamente incolores apds a
microtomia (GARTNER e HIATT, 1999; GENESER, 2003; SALAS et al., 2004).

Os principais representantes dos corantes sdo a hematoxilina (corante basico) e a
eosina (corante acido), sendo os mais utilizados na coloragdo histolégica, em que sua acao é
baseada na interacdo entre os radicais dcidos ou basicos dos seus elementos quimicos com os
dos tecidos (ROSS e ROMRELL, 1993; GARTNER e HIATT, 1999; GENESER, 2003).

Experimentos que incluem andlises histologicas geralmente demandam a confecgao
de grande nimero de laminas, consumindo tempo e recursos financeiros. O objetivo deste
estudo foi avaliar diferentes protocolos de colora¢do e montagem de laminas histolégicas

para avaliagdo morfoldgica de fibras musculares de pacu.

MATERIAL E METODOS
O experimento foi realizado no Laboratorio de Histologia do Polo Alta Sorocabana - APTA,
na cidade de Presidente Prudente - SP, onde foram removidas amostras de tecido muscular
do pedtnculo caudal de um exemplar de pacu pesando 101 g e com 13 cm de comprimento.
As amostras foram fixadas em formol tamponado e preservadas em &lcool 70% e,

embebidas com historresina, secgdes transversais de 5 pm coradas em hematoxilina, eosina,
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sendo preparadas duas ldminas para cada coloracdo: uma com laminula e outra sem
laminula. Também testou-se a coloracdo com azul de toluidina. Durante o processo de

coloragdo, as laminas foram submetidas a diferentes tempos de imersao nas coloragdes (Tabela 1).

Tabela 1. Tratamentos do tecido muscular de pacu com diferentes corantes e tempos (minuto) de exposigao.

Tratamento Tempo Corante Tempo Corante
1 20 Hematoxilina 5 Eosina
2 20 Hematoxilina 10 Eosina
3 20 Hematoxilina 15 Eosina
4 1 Azul de Toluidina
5 15 Azul de Toluidina

Ap6s o preparo dos corantes e dos cortes, as laminas foram lavadas em dgua corrente
por um minuto e imergidas nos corantes, respeitando-se o tempo e os procedimentos
necessdrios para cada tratamento. Em seguida, foram retiradas e lavadas por cinco minutos.

Os tratamentos corados em hematoxilina foram colocados em é&lcool 95% por um
minuto e novamente lavados por dez minutos, sendo apés emergidos em eosina, finalizando
0 processo com uma nova lavagem em 4gua corrente por um minuto. Para a secagem das
laminas foi necessario aguardar aproximadamente trés horas. Em seguida iniciou-se a
desidratagdo e diafanizacdo do material histolégico para posterior colocacao das laminulas
(utilizando-se a substancia adesiva Permount). Apds esse processo, analisaram-se a
densidade (fibras/mm?) e a area das fibras. As analises foram feitas usando um microscépio

acoplado a um sistema de analise de imagem, de acordo com a Figura 1.

1

Figura 1. Andlise do tecido muscular de pacu: (A), avaliacdo da area das fibras; (B), avaliagdo da
densidade de fibras (fibras/mm?).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Por meio de avaliacdo microscopica pode-se verificar que o tratamento a ser
utilizado é o Hematoxilina/Eosina com maior tempo de imersdo e com a utilizacdo de
laminula, uma vez que para coloragdo neste tratamento o material permaneceu 20 minutos
em Hematoxilina e 15 minutos em Eosina, resultando em uma visualizacao limpida dos
cortes histolégicos (Figura 2H). Ficou evidente que as demais colora¢des e tempos descritos

na Tabela 1 ndo foram tao satisfatorias, faltando a nitidez para identificagdo das delimitacoes

celulares. Isso dificultou a contagem do ndmero de células por &rea, bem como a

visualizacao do contorno do perimetro celular.

Figura 2. Coloragdes dos cortes histolégicos do miisculo branco de pacu: 20 min hematoxilina e 4 min
eosina sem laminula (A) e com laminula (B); 20 min hematoxilina e 10 min eosina sem laminula (C) e
com laminula (D); 1 min azul de toluidina (E); 15 min azul de toluidina (F); 20 min hematoxilina e 15 min
eosina sem laminula (G) e com laminula (H).
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