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PADRONIZACAO DE PROTOCOLOS PARA A PRODUCAO DE LAMINAS
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Resumo:

A observacgao microscopica é essencial para o ensino e diagnéstico em micologia. No
entanto, durante a producdo de laminas, ha uma grande dificuldade em fixar e corar
as delicadas estruturas filamentosas dos fungos, tornando a producdo de laminas
permanentes de alta qualidade um desafio. Portanto, este projeto objetivou o
desenvolvimento de um protocolo padronizado para a produgédo de laminas fangicas
permanentes. Métodos de coloracdo como cristal violeta, lactofenol azul de algodao
e azul de metileno foram testados em isolados de Aspergillus fumigatus e
Trichophyton rubrum, com foco na técnica de microcultivo. A coloracao e lavagem por
imersao, associada a fixagdo com Entellan®, foi empregada para testar uma
preservacao a longo prazo. Os resultados demonstram que a combinacao da técnica
de microcultivo com a coloragdo com azul de metileno e fixagdo com Entellan®
proporcionam preparacdes de alta qualidade, adequadas para uso didatico. O trabalho
contribui para o desenvolvimento de um protocolo operacional padrdo, visando a
criacdo de um acervo de laminas permanentes para o Laboratério de Micologia
Médica da UEM.
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1. Introducao

A micologia,enquanto estudo e diagnéstico das doencas humanas causadas por
fungos, ainda depende fundamentalmente de métodos manuais cultura-dependentes.
A analise microscépica com o reconhecimento das estruturas morfolégicas de fungos,
como hifas e conidiéforos, € um pilar no diagnéstico laboratorial, seja em contextos
clinicos ou ambientais. Apesar de sua importancia, a producdo de laminas
permanentes que garantam a integridade e a durabilidade dos espécimes fungicos é
um processo complexo, pois as estruturas filamentosas apresentam dificuldades de
fixacdo e coloracdo. A auséncia de um protocolo operacional padrao robusto para a
producado de laminas com alta preservagao a longo prazo € o objetivo da presente
pesquisa.

2. Metodologia

O estudo seguiu uma abordagem metodolbgica que incluiu pesquisa bibliografica,
cultivo de isolados fungicos e a aplicacao de diferentes técnicas de coloracéo e
fixacdo, como descrito a seguir.
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2.1. Manutencao e microcultivo dos isolados fungicos

Selecionamos isolados de Aspergillus fumigatus e Trichophyton rubrum da micoteca
do grupo de pesquisa para a realizacao dos testes. Ambos foram repicados em tubos
contendo Sabouraud Dextrose agar (SDA) e incubados por 5 dias a 25°C.
Posteriormente, foi realizado o método de microcultivo, um método de cultivo e
observacdo da morfologia de fungos em microscédpio. A técnica consistiu na
preparacao e no posicionamento lado a lado de fragmentos de meios de cultura
distintos, como agar Batata e agar V8. Em seguida, fragmentos de crescimento
fungico frescos sdo semeados nas laterais desses cubos. A montagem foi incubada
em uma camara umida a 25°C para fungos filamentosos. Finalmente, o fungo
cultivado é examinado diretamente no microscépio, sem necessidade de
transferéncias, facilitando a analise morfoldgica de suas estruturas em crescimento
natural.

2.2. Métodos de Coloracao e Fixacao

Para a escolha da coloracdo mais adequada, testamos trés diferentes corantes,
buscando evidenciar as estruturas fungicas, sendo eles, o cristal violeta, o azul de
metileno e o azul de algodao (in home e comercial). Apés a secagem dos corantes,
de forma natural em temperatura ambiente ou sob temperatura controlada em estufa,
as laminulas foram submetidas a lavagem com agua destilada por imerséo,
novamente secagem e entdo usado fixador em lamina. Para a fixagdo definitiva e
montagem permanente das lAminas, utilizou-se a resina liquida, Entellan®.

3. Resultados e Discussao

Detalhadamente, nosso protocolo final consistiu em realizacdo dos microcultivos de
ambas as espécies, A. fumigatus e T. rubrum e, apés 5 dias de incubacdo em camara
Uumida, com o auxilio de pincas, desmontamos 0s mesmos e realizamos as coloracdes
das laminulas. Posicionando-as sobre uma lamina limpa, com a face que esteve em
contato com o crescimento fungico para cima e assim dispusemos 3 gotas de corante
sobre elas. As laminulas foram incubadas em estufa a 37°C durante 24 horas e
posteriormente seguimos com a remocao do excesso de corante, mergulhando cada
laminula em agua destilada até que nao saia mais agua com corante. A secagem foi
realizada de forma com que a gravidade auxiliasse na saida da agua, apoiando-a de
pé sobre papel macio. Apés a secagem completa, realizamos a aplicagdo de duas
gotas de Entellan® sobre lamina limpa e posicionamos a laminula com a parte do
crescimento em contato com o fixador. Apos 24 horas de fixagédo, as laminas foram
analisadas em microscépio 6ptico desde a objetiva de 4x até 40x. A eficacia dos
corantes foi avaliada, dos trés corantes, o azul de metileno (Figura 1D e 2A; 2B e
2C)destacou-se por proporcionar um contraste nitido e facilitar a identificacao das
estruturas, apresentando maior capacidade em corar homogeneamente as estruturas
fungicas, hifas septadas e macro e microconidios. Visualmente, o azul de algodao, in
home e comercial (Figura 1B e 1C), apresentaram menor fixacao do corante apos a
etapa de lavagem, comprometendo a permanéncia da coloracao antes da fixacao
definitiva. Enquanto o cristal violeta (Figura 1A), tendenciou a corar as paredes

S 1/
AUEM=" @CNPg o, R




S UEM=
34° Enconiro Anual de Iniciacdo Cientifica 34°EAIC
14° Encontro Anual de Iniciacao Cientifica Junior 14°EAICr
N PPGLen

12 e 13 de novembro de 2025

celulares fangicas, conferindo uma coloragcdo semelhante a observada em bactérias
Gram-positivas, apresentando variacées na intensidade da coloracdo. A comparacao
entre os corantes evidenciou que a qualidade da visualizacao é intrinsecamente ligada
ao corante e ao método de secagem empregado.

Figura 1 — Diferentes métodos de coloracao aplicados ao Aspergillus fumigatus. A: A. fumigatus
corado com cristal violeta; B: A. fumigatus corado com azul de algodao preparado em solugéo de
lactofenol (preparagéo in home); C: A. fumigatus corado com azul de algoddo em solugéo de lactofenol
(corante comercial); D: A. fumigatus corado com azul de metileno.
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Figura 2 — Estruturas de frutificacdo de Trichophyton rubrum coradas com azul de metileno.
Nas imagens A e C, observa-se com clareza a presenga de microconidios, evidenciando sua morfologia
caracteristica. Na imagem B, é possivel visualizar hifas septadas bem distribuidas ao longo do campo
microscépico, destacando a organizacao tipica do micélio do fungo.

4. Conclusao

Concluimos este projeto alcancando nosso objetivo, um protocolo padronizado
simples, barato e duradouro, para a producao de laminas fungicas permanentes. A
testagem e padronizagcédo sao de extrema importancia para o ensino e a pesquisa em
micologia, pois o protocolo desenvolvido servira como base para a criagcdo de um
acervo didatico de laminas permanentes de alta qualidade no Laboratério de Micologia
Médica da UEM. A disponibilidade desse material facilitard o aprendizado de alunos
de graduacao e pds-graduacao.
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