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RESUMO. O presente estudo avaliou diferentes 
protocolos de fixação e hidrólise das extensões 
sanguíneas de surubim híbrido para reação de me-
tacromasia e marcação de basófilos sanguíneos. 
Para isso, metanol, álcool-ácido e vapor de formol 
foram testados como fixadores. Para hidrólise das 
extensões sanguíneas foi avaliado HCl, ácido cítri-
co e soluções de 2-Mercaptoetanol + Uréia + NaCl. 
Após estes procedimentos, as extensões foram sub-
metidas à coloração com azul de toluidina (0,025%) 
diluída em tampão de McIlvaine (pH 4). Diferentes 
protocolos para fixação e hidrólise das extensões 
sanguíneas destinadas à reação de metacromasia in-
fluenciam na qualidade da reação. A hidrólise com 
soluções de 2-Mercaptoetanol + Uréia + NaCl pro-
porcionaram resultados negativos quando utilizado 
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metanol e álcool-ácido como fixadores. A fixação 
com álcool-ácido associada à hidrólise com ácido 
cítrico proporciona reações com melhor qualidade.
PALAVRAS-CHAVE. Marcação de basófilos, azul de toluidi-
na, citoquímica, hematologia de peixes.

INTRODUÇÃO
A utilização do hemograma para o monitoramen-

to das condições de higidez dos peixes em cultivo 
tem sido amplamente utilizada, visto que se trata de 
um exame laboratorial que pode ser realizado den-
tro de pouco tempo, requer poucos recursos e é de 
fácil execução (Ishikawa et al. 2010a). No entanto, 
as técnicas hematológicas aplicadas aos peixes pos-
suem algumas peculiaridades metodológicas quan-
do comparadas à hematologia clínica de mamíferos. 
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Além disso, existe grande variação morfológica dos 
elementos figurados do sangue entre as diversas es-
pécies de peixes cultivados, tornando inconsistente 
a identificação e nomenclatura adotada para as cé-
lulas sanguíneas de algumas espécies (Tavares-Dias 
& Moraes 2004).

Os basófilos são leucócitos de baixa frequência na 
circulação periférica, cuja função não está elucida-
da por completo em peixes (Tavares-Dias & Moraes 
2004), no entanto, existem evidências que estas células 
possam atuar no processo de defesa orgânica, como na 
realização da fagocitose (Satake et al. 2009). Nos pei-
xes, este leucócito exibe variação morfológica entre as 
diferentes espécies, bem como em uma mesma espé-
cie devido à ocorrência de células em diferentes está-
gios de maturação (Satake et al. 2009, Tavares-Dias 
et al. 2009), o que dificulta sua identificação quando 
empregada coloração pancrômica, como a combina-
ção dos corantes May Grünwald + Giemsa (Rosenfeld 
1947), assim como May Grünwald + Giemsa + Wri-
ght (Tavares-Dias & Moraes 2003).

Por outro lado, a utilização de técnicas citoquí-
micas como marcadores para determinada varieda-
de celular pode facilitar a identificação precisa dos 
leucócitos. A habilidade de metacromasia dos grâ-
nulos de basófilos e mastócitos, quando submetidos 
à coloração com azul de toluidina, azul de metileno 
e/ou tionina permite sua identificação devido à mu-
dança de coloração destes para vermelho-púrpura. 
Assim, alguns estudos utilizam estes protocolos 
para marcação de basófilos em mamíferos (Ishizaka 
et al. 1972, Irani et al. 1998) e em peixes (Suzuki 
1986, Tavares-Dias 2006). Tavares-Dias (2006) 
preconiza a fixação das extensões sanguíneas com 
subacetato de chumbo (1%) e posterior coloração 
com azul de toluidina ácida (pH 3,2) para obter a 
reação de metacromasia em peixes. No entanto, esta 
técnica não foi reproduzida com sucesso no Labo-
ratório de Piscicultura da Embrapa Agropecuária 
Oeste. A obtenção do subacetato de chumbo na pu-
reza adequada pode ser um dos fatores que limitam 
a técnica (Tavares-Dias, comunicação pessoal).

Dessa forma, o presente estudo avaliou diferen-
tes protocolos para fixação e hidrólise das extensões 
sanguíneas de surubim híbrido (Pseudoplatystoma 
reticulatum ♀ x P. corruscans ♂) para reação de 
metacromasia e marcação de basófilos sanguíneos.

MATERIAL E MÉTODOS
Este estudo foi conduzido no Laboratório de 

Piscicultura da Embrapa Agropecuária Oeste, em 

Dourados, Mato Grosso do Sul. Cinco peixes apa-
rentemente hígidos e sem lesões superficiais com 
peso médio de 386,7±24,3g e comprimento total 
médio de 38,7±6,4cm foram mantidos em tanques 
circulares com capacidade de 1.000L, com fluxo 
contínuo de água proveniente de poço artesiano 
(10L min-1). Os peixes foram alimentados com ra-
ção comercial para carnívoros (45% PB, 8-10mm), 
fornecida em duas parcelas ao dia. Semanalmente, 
foi realizada a limpeza do tanque de manutenção, 
por meio de sifonagem para a retirada de eventuais 
resíduos orgânicos (fezes e sobras de ração).

Os surubins híbridos foram capturados com au-
xílio de puçá, submetidos à anestesia com óleo de 
cravo (50mg L-1) e realizada a colheita sanguínea 
por punção do vaso caudal, com auxílio de seringa 
estéril (3 mL) e agulha hipodérmica (25 x 7 mm), 
previamente banhadas com EDTA (3%) (Ishikawa 
et al. 2010a,b). Imediatamente após a venopunção 
foram confeccionadas 12 extensões sanguíneas de 
cada indivíduo para avaliação dos protocolos de 
metacromasia e outras duas para coloração pancrô-
mica com a combinação de May Grünwald-Giem-
sa-Wright (Tavares-Dias & Moraes 2003).

Para fixação das extensões sanguíneas foram tes-
tados três protocolos, compreendidos por: fixação 
com metanol PA durante 10 min; fixação com álco-
ol-ácido durante um minuto (álcool etílico comer-
cial 96% e ácido acético PA na proporção de 3:1) 
com posterior lavagem no álcool 70% por 3 min; 
fixação no vapor de formol durante 10 minutos, uti-
lizando cuba de vidro contendo algodão embebido 
em formalina 35%.

Após a fixação, as extensões sanguíneas oriun-
das de cada protocolo foram submetidas à hidrólise, 
compreendidas pelos seguintes tratamentos: Hidró-
lise 1: HCl 4N durante 5 min (Mello 1982, Naves et 
al. 2004); Hidrólise 2: Ácido Cítrico 0,67% durante 
35 min e lavagem com água destilada (Roy et al. 
1982); Hidrólise 3: solução de 2-Mercaptoetanol 
0,2 mol/L, Uréia 4 mol/L e NaCl 0,8 mol/L por 20 
min e lavagem com água destilada (Mello 1982); 
Hidrólise 4: ou solução de 2-Mercaptoetanol 0,2 
mol/L, Uréia 0,2 mol/L e NaCl 0,8 mol/L por 10 
min e lavagem com água destilada (Belleti & Mello 
1996).

Após o procedimento de hidrólise, as extensões 
foram submetidas à coloração durante 5 min com 
azul de toluidina (0,025%) diluída em tampão de 
McIlvaine (pH 4) (Mello & Vidal 1980), como se-
gue:
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Azul de toluidina....................0,25g
Ácido cítrico (0,1M).............21,01g
Na2HPO4 (0,2M).....................28,39
Água destilada (q.s.p.)...... 1000 mL
Depois do procedimento de coloração, as lâmi-

nas foram lavadas rapidamente em água corrente, 
secas ao ar em temperatura ambiente e examinadas 
em fotomicroscópio óptico (Nikon®, E200, Japão) 
para confecção de fotomicrografias. Os resultados 
obtidos foram expressos em função da intensidade 
da reação citoquímica: -: reação negativa; +: reação 
fracamente positiva; ++: reação positiva; +++: for-
temente positiva.

RESULTADOS E DISCUSSÃO
Diferentes protocolos para fixação e hidrólise 

das extensões sanguíneas destinadas à reação de 
metacromasia avaliados neste estudo influenciaram 
na qualidade da reação. Os resultados obtidos para 
esta análise citoquímica em surubim híbrido utili-
zando diferentes fixadores e agentes para hidróli-
se estão relacionados na Tabela 1. Pode-se verifi-
car que as soluções de 2-Mercaptoetanol + Uréia + 
NaCl proporcionaram resultados negativos quando 
utilizados o metanol e álcool ácido como fixadores. 
Por outro lado, as reações com melhor qualidade 
foram obtidas quando empregado o ácido cítrico 

como hidrolisante, especialmente quando a fixação 
foi realizada com álcool-ácido.

A propriedade de metacromasia dos grânulos de 
basófilos quando submetidos à coloração com azul 
de toluidina facilita sua identificação na extensão 
sanguínea, especialmente em peixes que apresen-
tam poucos basófilos na circulação. Além disso, 
quando utilizado o metanol e álcool-ácido como 
fixadores, as únicas estruturas coradas foram os 
núcleos das células sanguíneas e os grânulos me-
tacromáticos dos basófilos (Figura 1e-f). Por outro 
lado, na fixação com vapor de formol, mesmo após 
as hidrólises, é possível observar o citoplasma das 
células sanguíneas (Figura 1 b-d), o que pode difi-
cultar a localização dos basófilos.

A marcação de basófilos sanguíneos em peixes 
teleósteos pela técnica de metacromasia foi des-
crita em Cyprinus carpio e Takifugu vermicularis 

Figura 1. Metacromasia para identificação de basófilos sanguíneos em surubim híbrido (Pseudoplatystoma reticulatum 
♀ x P. corruscans ♂). Coloração pancrômica com May Grünwald-Giemsa-Wright (a). Preparação fixada com vapor de 
formol + tratamento com HCl (4M) (b), fixada com vapor de formol + tratamento com ácido cítrico (c), fixada com vapor 
de formol + tratamento com 2-Mercaptoetanol 0,2 mol/L, Uréia 4 mol/L e NaCl 0,8 mol/L (d), fixada com ácool-ácido + 
tratamento com ácido cítrico (e), fixada com metanol +tratamento com ácido cítrico (f). Barra = 5 µm

Tabela 1. Intensidade da reação de metacromasia em surubim 
híbrido (Pseudoplatystoma reticulatum ♀ x P. corruscans ♂) 
utilizando diferentes fixadores e agentes para hidrólise.
Fixador Hidrólise

1 2 3 4

Metanol + ++ - -

Álcool-ácido + +++ - -

Vapor de formol ++ ++ + +
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(Suzuki 1986). No estudo de Tavares-Dias (2006) 
este leucócito foi observado em apenas quatro das 
quinze espécies estudadas, compreendidas por Le-
porinus macrocephalus, Oreochromis niloticus, hí-
brido O. niloticus x O. aureus e Ictalurus punctatus. 
Em adicional, basófilos foram marcados no híbrido 
Pseudoplatystoma reticulatum ♀ x P. corruscans ♂ 
deste estudo.

Diferentes protocolos têm sido empregados para 
reação de metacromasia em peixes. Suzuki (1986) 
descreveu resultados eficientes a partir da fixação 
das extensões sanguíneas com solução metanólica 
a 1% de azure A ou azul de toluidina e lavadas em 
solução de HCl. No entanto, este autor descreve 
que o pH da solução de HCl interfere da qualidade 
da reação, onde obtém-se reação positiva na faixa 
de 3,5 a 4,5 para T. vermicularis e 4,5 em C. car-
pio. Tavares-Dias (2006) ao avaliar o subacetato de 
chumbo (1%) e metanol como fixadores na reação 
de metacromasia, ácida e básica, para peixes con-
cluiu que a fixação com o subacetato de chumbo 
(1%) e posterior coloração com azul de toluidina 
ácida (0,05 %) (pH 3,2) proporciona melhor pre-
servação dos grânulos metacromáticos. No entanto, 
esta técnica não tem sido reproduzida com sucesso, 
dessa forma, metodologias adicionais como as que 
foram apresentadas neste estudo são de grande im-
portância.

CONCLUSÃO
Neste trabalho concluiu-se que a fixação com 

álcool-ácido associada à hidrólise com ácido cítrico 
proporciona reações de metacromasia com melhor 
qualidade para identificação dos basófilos sanguí-
neos de surubim híbrido.
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