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RESUMO: Qualguer tipo de fucsina basica poderd ser empregado
com sueesso no preparo do reativo de Schiff, pars a coloragio dos al-
deidoes, e nfo somente as fucsinas bdsicas indiesdas pelos Hvros dp ide-

nicas histoldgicas, usando-se as seguintes normas:

a) eliminar ¢ miaximo

de oxigénia da dgua, fervendo durante ung 15 minubos; b) cessar a ebu-

fico afastando-a ds chams e s¢ enilo juntar a fucsing;

¢) coloear ¢

metabissulfito no fundo do reaiivo bem acidificado; ) ndo deixar ne-
nhum ftraco de carvio na solucfio; e) evitar conifacto de ar com o reati-

ve, durante sua estocagem.

DESCRITORES: Ieucofucsina,

preparoc;
tecidoe; aldeide em fecido, coloragéo,

coloracBo de aldeido em

INTREODUQCAO

Os tratados de i{écnicas histoldgicas in-
dicam gue somente determinados tipos de
Tucsina bdsica podem produzir uma leuco-
fuesina que serve para a coloragho de gli-
cogénio com o reative de Schiff, Este fato
vinka hd tempos chamando nossa atencho,
parecendonos gue poderfamos utilizar ou-
tras fucsinas para obter uma leucofucsing,
usando a formula de Tomasi, citads por
PEARSE 4 (1960), para preparacic do rea-

#¢ o o Ipgtituto Adolfo Lutz.

tive de Schiff. Com alguns cuidados e fa-
zenlo algumas modificagdes, chegamos &
conclusfio de gque gualguer tipo de fucsinag
bdsica dard uma leucofucsing em perfeitas
condicdes de uso para utilizacio nessa
técniea.

MATERIAIS E METODOS

Foram usados cortes de figado, rim,
baco, pulmio e de outros Srgios de camun-

#  Realizade na Secdo de Anstomia Patoldgica do Institute Adolfo Lutz, S&o Paulo, 8.P.
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dongos nos guais foram injetados, por via
intramuscular, 2 mi de soluciio de sucrose
a 3,6%; estes animsais, sacrificados 2 horas
ap0s o injecio, mostraram nos drgBos gran-
des quantidades de glizcogénic. Foram ufi-
lizadas ladminas negabivas para glicogénio,
empregando-se o iaste da saliva, para con-
trale.

As pecas foram fixadas em formol al-
codlice gelado, assim preparado: 20 mi de
formol puro, 40 vol., 50 ml de dgua desti-
lada e o volume completado até 230 mi com
#leool absoluto, Esfas pecgas, colocadas no
{ixador formol alcodlico, foram conserva-
das em geladeirs durante 24 horas e, de-
pois de fixadas, foram colocadas em alcool
gbhsoluto, 3 mudancas de 1 hora cada; em
clorofdérmio, 2 mudancas de 1 hora cada; em
parafina, 3 mudangas de 1 hora cada, Fo-
ram feitos cortes de 6 microns de espessu-
ra.

Também foram coradas laminas de fun-
gos pelo método de Gridley, sabendo-se que
nesta coloragho usa-se uma leucofucsina.

1. Reativo de Schiff (segundo Tomasi
amid FEARSE %), conforme nossa iéc-
nica:

Ferva 400 ml de adgua destilada, duran-
ie 15 minufos até gue ¢ volume seja redu-
zido g 200 ml, afaste a chama e espere até
que cesse a ebulicho. Junte, sem triturar,

1 g de fucsina basica. Agite vagarcsamente

durante 5 minutos, Deixe a solucio esfiriar
até 500C. Filtre diretamente para um ba-
o voluméirico de 250 ml de cor ambar e
adicione & solucio 20 ml de dcido clorvidrico
normal. Deixe que a solugdo esfrie até 25°C
e adicione, através de um funii de tubeo lon-
go {fig. 13, 1 g de metabissulfite de sdédio,
fazendo com que esie caia no fundo da
solugho. Tampe imediatamente o Tbaldo.
Agite suavemente duranie um minuto e deb
xe 0 reative em repouse no escuro, em fem-
peratura ambienie, por 2448 horas. Junie
unicamente 2 g de carvio ativo (Norii).
Agite a soluciio durante 1 minuto e filire,
virias vezes, em papel de fiitro Whatman
1.9 1, para eliminar qualquer iraco de car-
vio que seria prejudicial ao reativo. Trans-
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fira & solugho para wm frasco escuro apro-
priado e tampe. O frasco deverd conter um
méximo de sclugho, para que a camsada de
ar entre a tampa e o reativo seja a menor
possivel. O contacto da solugdo com o oxi-
génio do ar oxida & leucofucsina 1. Conserve
a2 solugdo assim obtide em geladeira a
0,50C; porém, antes de seu uso, ela deve
adguirir a temperatura do ambiente, para
0 que basta deixd-la em repouso sobre uma
mesa durante 1 hora,

Z. Coloracic vpelo método de Schiff (PAS)

A coloragiio para evidenciar o glicogénioc
deve ser sempre feita sob uma peliculs
protetora de celoidina, como fol sugerido
por LISBON® (1960), LILLIE = (1654) e
PEARSE 5.8, 1960,

Solucbes

a) Celoidina a 1%
em partes iguais);

{alcool a 95% e éter

b} Acido periddico diluido (HIQ-2H,O,
cone, 0,5 g; agua destilada, 100 ml);

¢) Realivo de Schiff, preparado con-
forme fol descrito anieriormente, partindo
de gualquer fucsina bdsica ou New Fuchsin;

d) EHematoxiling de Harris sem acido
acetico, de férmula conhecida,

Coloracdo
1. Xilel 1 (p. desparafinar) ..... 5 min
2. Xilol 2 (p. desparafinar) ..... 5 min
3. Alcool absoluto ............ ... 3 min
4. Aleool a 95% ... .. ... 3 min
5. Bolucioc A (para proteger) 10 min
6. Deixar secar perfeitamente as 14-

minas em pé.
7. Alcool a 80% (para endurecar a

celoidina) ... .. ... ... 5 min
8. Lavar em agua de torneira .... 5 min
9. Lavar em &dgua destilada ... ... 5 min
10. Colocar na solucic B {(para oxi

Jary e 5 min
11. Lavar somente em dgua desti-

lada.
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12. Corar na solucao C (o frasco
de Borel deverd estar fechado e

protegido da luz) .............. 15 min
13. Lavar em agua de torneira para

desenvolver a cor rosa ....... 10 min
14, Corar na solugdo D ............ 2 min
15. Lavar em dgua corrente, diferen-

ciar rapidamente em dlcool &ci-

do (HCI1 0,5ml e dlcool a T0%,

95 ml), 2 mergulhos.
16. Lavar em &dgua corrente ....... 10 min
17. Colocar em 4dlcool a 95% e em

dalcool absoluto e enxugar as la-

minas em panel de filtro, com o

corte voltado para bhaixo.
18. Xilol (2 mudas) ............... 5 min

19. Montar em balsamo sintético do
Canadd diluido em toluol.

linfatico com
com

Fig. 1 — Corte de géanglio
blastomicose sul-americana,
fungos corados pelo Método de

Gridley (PAS): membrana (PAS
positivo), corada de vermelho
forte; nicleo (corado pela fucsina
alceidica), arroxeado; citoplasma
das ceélulas fagocitarias corado
pela hematoxilina de Harris em

azul. 400 x.

RESULTADOS E DISCUSSAO

PEARSE 6 (1960) acha que nem todos o0s
lotes de fucsina bdsica produzem uma rea-
cao satisfatéria. Todavia, quando o reativo
nido funciona, nem sempre depende da mar-

Fig. 2 — Funil de vidro com haste bastan
te longa utilizado na técnica.

ca do corante nem da partida, mas sim da
maneira como o reativo foi preparado. Ex-
perimentamos varics tipos de fucsina bdsi-
ca, a saber: Fucsinas Merck em pd e Merck-
Diamant; fucsina B.D.H. (British Drug
House); fucsina Griibler; New Fuchsin Har-
leco; fucsina basica Harlsco; fucsina bdsica
Carlo Erba; fucsina bdsica Schiaparelli;
fucsina bdsica Gurr; fucsina bdsica Difco;
fucsina bdsica Biochemical Research, e com
todos eles obtivemos leucofucsinas, que de-
ram Otimos resultados na coloracdo pelo
PAS.

Recomendamos, portanto, que, para se
obterem resultados satisfatérios no preparo
das leucofucsinas, € necessdrio eliminar to-
do o oxigénio da dgua destilada empregada
e evitar a oxidacdo da fucsina bdsica, ao co-
locd-la em ebulicao, bastando para isso afas-
tar a chama; colocar o metabissulfito na
solucao resfriada, a 25°C, através de um
funil de tubo bem longo, que atinja quass
o fundo do baldo volumétrico, para que a
reducdo nao se dé fora da solucido, mas
que a perda de oxigénio se dé dentro da
solucdo com desprendimento de SO,; evi-
tar ao mdximo o contacto da solucao com
0 oxigénio do ar, para o que se deve filtra-
la rapidamente, tampar logo o frasco e re-
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firar todo o carvdo da soclucdo com papel
de filtro apropriado, fazendo vérias filtra-
08 com 0 mesmo papel

Accnselhamos sempre, antes de se des-
prezar O reativo de Schiff, experimentd-lo
am lAmines positivas pois, hs vezes, pode-
mos ter reabivos de Schiff gue, apesar de
go apresentarem corados, dio Otimas colo-
racBes para o glicogénio e, oulras vezes,
podemos ter leucofucsinag perfeitamente
gristalinas que néo funclonam; este ditimo
fato se deve ao excesso na quantidade de
carvio utilizado para descorar o reativo,
considerando gue o carvio, possuindo pro-
priedades fisicas de adsorcgo, vai descorar
totalmente o ecoranfe, nio permitindo mais

que, nos cortes, & fucsina reaja com o al-
defdo, dandc 2 cor vermeiha. A coloracio
de glicogénio deve ser feita sempre sob uma
camade protetora de colddio, conforme su-
gestdo de LISON S, LILLIE e PEARSE S, &
citedos.
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SUMMARY: Any brand of basic fuchsins can be used in the pre-

paration of Schiff's reagent for siading of aldehydes rather than only
those indicated in the histologic fechnigues literature, provided the
following guideiines are observed: a) oxyvgen in the waler is fo be eli-
minated fo the maximum exient possible by boiling the water for 15

minuies;
heating is discontinued;
cf the acidified reagent; d}
tion;

DESCRIPTORS: Ileuccfuchsin,

tissue; aldehyde, staining in tissue.

preparation;

b) addition of fuchsin fo the waler iz to be made only affer
¢} metabissulfite must be added at the bottom
no trace of coal is to be left in the seolu-
d) reagent is not to have contact with air during storage.

staining, aldehyde in
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