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REAVALIAGCAO. DA COLORAGAO SEQUENCIAL AZUL
DE ALCIAN-SAFRANINA O NO ESTUDO DOS
MASTOCITOS DO RATO

VALMOR OLAVO MENDONGCA*

RESUMO

A coloragéo seqiiencial azul de alcian-safranina O tem sido
amplamente usada como um indicador seguro do grau de sulfatacdo de
glicosaminoglicanas. Em mastocitos, com base nesta coloracdo, foram
descritos quatro estadios de maturacdo dos granulos. Numa etapa inicial,
os granulos, azul de alcian-positivos, conteriam um precursor ndo
sulfatado da heparina. Com o amadurecimento, os granulos passariam a
conter heparina altamente sulfatada, tornando-se safranina-positivos.
Estudamos a influéncia de fatores, como a fixacdo e o tempo de
coloracdo pelo azul de alcian, na coloragdo final dos grédnulos dos
mastOcitos pela seqliéncia azul de alcian-safranina O. Utilizamos
fragmentos de Iingua e de mesentério de ratos adultos, preservados por
diferentes processos de fixagdo, corados com azul de alcian em diferentes
tempos e seguido de safranina O por cinco minutos. Os resultados
evidenciaram que a coloragdo final dos granulos dos mastécitos foi
fortemente influenciada tanto pelo tipo de fixa¢8o como pelo tempo de
coloragdo pelo azul de alcian.

PALAVRAS-CHAVE: Mastocitos, Glicosaminoglicanas, Granulo, Maturagdo, Heparina,
Rato.

ABSTRACT

The aician blue-safranin O staining has been largely used as
a secure indicator of the glycosaminoglycans sulfatation grade. In mast
cells, based on this staining, four stages of granules maturation were
described. In an initial phase, the granules alcian blue-positives would
contain a non sulfated precursor of the heparin. With the development,
the granules would start containing heparin higly sulfated, becoming
safranin-positives. We studied the influence of factors, as the fixing and
the time of coloration by the alcian blue, in the final coloration of mast
cells granules by the combined alcian blue-safranin O technic. We used
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A,

rat’s tongue and mesenteric fragments, preserved by different processes
of fixing, stained with alcian blue in different times and followed by
safranin O for five minutes. The results evidencied that the final
coloration of mast cells granules was strongly influenced even by the
type of fixing and also by the time of coloration by the alcian blue,

KEY-WORDS: 'Mast cells, Glycosaminoglycans, Granule, Maturation, Heparin, Rat.

INTRODUCAO

A técnica de coloracdo seqiiencial azul de alcian-safranina O,
descrita por SPICER (1960}, como adequada para diferenciar glicosaminoglicanas
altamente sulfatadas daquelas fracamente sulfatadas, tem sido utilizada para
avaliar o grau de maturacao dos mastocitos. COMBS et al. (1965), baseados nesta
coloracdo combinada, descreveram quatro estddios no desenvolvimento dos
mastocitos em embrides de rato: no estadio | os granulos coram-se pelo azul de
alcian; no estadio Il apresentam granulos corados de vermelho; no estadio Il a
maioria dos granulos esta corada de vermelho e, no estddio IV, todos os granulos
mostram-se corados de vermelhos. Estes achados foram corroborados por
PRETLOW & CASSADY (1970), em mastocitos da cavidade peritoneal de ratos
adultos e por YONG (1980) em tecidos de ratos recém-nascidos e de adultos. TAS
(1977) publicou que a coloracdo dos granulos dos mastocitos peritoneais e do
mesentério de rato, pela técnica seqgliencial azul de alcian-safranina O, depende do-
tipo de fixagdo empregada. Nos mastocitos peritoneais de rato a maior afinidade
dos granulos pela coloragdo azul ou vermelha, segundo KORETOU (1988}, estd
relacionada com a quantidade de protease | dos mast6citos de rato (RMCP | — rat
mast cell protease 1). Diante destes dados, propusemo-nos, no presente trabalho,
reavaliar o uso da coloracdo seqiiencial azul de alcian-safranina O no estudo dos
mastocitos de rato, utilizando diferentes métodos de preservagdo e variando o
tempo de coloracdo pelo azul de alcian.

MATERIAL E METODO

Foram utilizados ratos adultos, da linhagem Wistar, de ambos os
sexos que, apos anestesia com éter, eram decapitados e retirados o mesentério e a
lingua. Pecas da lingua, com aproximadamente 4mm de espessura, foram fixadas
em a) Bouin, b) alcool a 80%-formalina-4cido acético (85:10:5 v/v)-alfac (LILLIE,
1965), c) subacetato de chumbo a 4% em etanol 50% e acido acético 1%
(MOTA & VUGMAN, 19586), d) formalina a 10%, todos durante 24 horas, e e)
Carnoy (LILLIE) durante 6 horas; processadas pela técnica de inclusio em
parafina e feito cortes histolégicos de 7 um de espessura. O mesentério era dividido
em vérios fragmentos e fixados pelos mesmos processos durante 30 minutos. Os
cortes de lingua e os fragmentos de mesentério foram corados pelo azul de alcian
8 GX (Imp. Chemical Ind.) a 1% em &cido acético 3% (pH 2,4), durante 8, 15,30 e
120 minutos, seguido de safranina O (G. Gruble Co.) a 0,3% em HC! 0,125 N
(pH 0,9) por 5 minutos (TAS, 1977). As avaliacBes, ao microscopio dptico, eram
realizadas por 3 observadores independentemente.

64 VITTALLE, Rio Grande, 5: 63-69, 1991.



TABELA 1 — Mastocitos da Iingua de rato corados por azul de alcian, em vérios tempos,
seguidos de safranina O por 5 minutos.

Azul de alcian
Solucgdo Fixadora 8 min 15 min 30min 120 min
+
Safranina (Bmin)
3A(-) 4 A (-) 4A (-) 4A ()
Bouin 1A (—) .
1V (+) 1A () 1A () 1A ()
3V (+) 2V (+) 2V (+) 2V (++)
Alfac 1V (++) 2V (++) 2V (++) 1V (+)
1A () 1A (-) 1A () 2A(-)
Subacetato de chumbo a 4% em etanol | 2V (++) 3V (++4) | 3V (+++) | 3V (+++)
50% e acido acético 1% 2V (+++)
1A (-) 2A (-) 2A () 2A ()
1V (+) 1V (++) 1V (++) 3AV
Formalinaa 10% 2V (++) 3V (+++4) 2V (+++4)
2V (+++) | 1A (-) 2A (-) 2A (-)
3V (+++4) 2V (+++) 1V (+++)
Carnoy 3AV 5 AV
2AV 3AV 1A ()
V =mastdcitos vermelhos; A =mastbcitos azuis;

AV =mastdcitos com equilibrio das duas coloracdes;
1 =raros; 2 =vérios; 3 =muitos; 4 =maioria; b = todos;

(+++) =muitos granulos azuis; {-—) = idem vermelhos;
(++) = vérios grénulos azuis; (--)= idem vermelhos;
(+} =escassos granulos azuis; (-) = idem vermelhos.
RESULTADOS

A coloragao final dos mastocitos pela seqiiéncia azul de alcian-
safranina O foi fortemente influenciada pelo fixador e pelo tempo de coloracido
com o azul de alcian. Nos mastécitos da [ingua excetuando-se os fixados em Bouin
quando sempre predominou a coloragcao azul, inicialmente havia um predominio
da coloracdao vermelha. Com o aumento do tempo de azul de alcian, aumentava a
quantidade de granulos corados em azul, os quais predominavam com 120 minutos
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TABE LA 2 — Masto6citos do mesentério de ratos corados por azul de alcian, em véarios tempos,
seguidos de safranina O por 5 minutos.

Azul de alcian

- Solucéo Fixadora 8 min 15min I -30min

120 min
+
Safranina (5min)
3A 3A 3A 3A
Bouin 1V (++) 1V (++) 1V (++) 1V (++)
TV (H4+) | TVEHE) | 1V (F+4) | 1V (++4)
1V (+) 1V (+) 1V (++) 1V (++)

Alfac 1V (++)
' 3V (+++) | 4V (+++) | 4V (+++) | 4 AV

1V (+) 1V (++) 1V (++)
Subacetato de chumbo a 1% em etanol | 1V (++) 1V (#+4+) | 1V (++3+)
50% e 4cido acético 1% 1V (+++) 5AV

: 2 AV 3 AV 3 AV

av 2V (++) 1V (+4) 1V
Formalinaa 10% 1V (+4++) | 1V (++4)

1V (++) 2 AV 3 AV 4 AV
Carnoy 5V 5V 5V 5V
V =mastocitos vermelhos; A =mastocitos azuis;

AV =mastbdcitos com equilibrio das duas coloracses;
1 =raros; 2 =varios; 3 =muitos; 4 =maioria; 5 =todos;

(+++) =muitos granulos azuis; (---) = idem vermelhos:

(++) =vérios granulos azuis; (--}= idem vermelhos;

(+) =escassos granulos azuis; (-) =idem vermelhos.

(Tabela 1). Da participacdo varidvel dos dois corantes observou-se mastocitos

corados em varias tonalidades como: vermelho-escuros, castanhos, castanho-
escuros, azul-escuros, roxos, pretos e, ainda, com regides distintamente coradas em
vermelho e azul. No mesentério, com excecdo dos mastdcitos fixados em Carnoy
que se coraram de vermelho, apds os outros fixadores ocorreu um predominio de
granulos vermelhos nos tempos menores com azul de alcian e um equilibrio nos
tempos maiores com este corante, com pequenas diferencas entre os métodos de
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preservagdo, caracterizando um aumento da coloragdo azul com o aumento do
tempo de azul de alcian (Tabela I1). Como ocorrera com os mastécitos da lingua,
observou-se células coradas em diferentes tonalidades, além de variagOes nos
resultados de fragmento para fragmento e, nos fixados em formalina a 10%,
mastocitos com granulos vermelhos predominavam na regido central dos
fragmentos.

DISCUSSAO

Estudando as propriedades histoquimicas das glicosaminoglicanas
em tecidos de rato, camundongo, cobaia e coelhos, fixados em formalina a 10%,
SPICER (1960) apresentou evidéncias de que a coloragdo seqiiencial azul de
alcian-safranina O era capaz de diferenciar glicosaminoglicanas altamente
sulfatadas das fracamente sulfatadas. Estas corando-se de azul, aquelas de
vermelho. Este achado foi confirmado por JASMIN & BOIS (1962) em
mastocitos tumorais de rato, por WORTHINGTON & BAILEY {1962) em
distendidos de tecido conjuntivo, e por BURTON (1964) em mastécitos de tecidos
embrionérios e adultos de rato, registrando a presenca de granulos com_ afinidade
por um ou por outro corante. Deve ser enfatizado que estes autores usaram como
fixador a formalina, ou misturas fixadoras que a continham. Sempre que a
formalina fazia parte da fixacdo, também verificamos granulos com afinidade por
um ou por outro corante. Apds Carnoy, que ndo contém formalina, houve
predominancia de granulos vermelhos.

COMBS et al. (1965), utilizando a coloragdo seqiiencial azul de
alcian-safranina O em tecidos embrionarios de rato, descreveram quatro estadios
de maturacgao para os mastécitos: numa etapa inicial, ou estadio |, os granulos, azul
de alcian positivos, conteriam um precursor da heparina n3o sulfatado; no estadio
Il apresentavam um namero variavel de granulos — de uns poucos até mais ou
menos a metade dos de uma célula — corados em vermelho gue indicam a presencga
de glicosaminoglicanas sulfatadas: no estadio 111 a maioria dos granulos corada de
vermelho e, finalmente, o estddio IV quando todos os granulos se apresentavam
vermelhos. Estes autores enfatizaram, no entanto, que estes quatro estadios
somente foram observados nos tecidos embrionarios, nos adultos registraram
apenas células no estadio IV. Entretanto, com base na mesma técnica de colorag3o,
PRETLOW & CASSADY (1970) observaram, em masté6citos da cavidade perito-
neal de ratos adultos, células nos estadios descritos por COMBS et al. Resultados
semelhantes foram publicados por YONG et al. (1975: 1977, 1979) e por YONG
(1980), em mastédcitos de tecidos de ratos recém-nascidos e de adultos. Sabe-se que
0s mastoécitos do rato adulto sdo células de longa duracao e que seus granulos
renovam-se lentamente, se o fazem (PADAWER, 1974). Portanto seria dificil a
observacdo destas células nos diferentes estadios de maturagdo nos tecidos adultos.
Consegiientemente os registros da presenca, em tecidos de animais adultos, de
mastocitos corados de azul pela técnica seqiiencial azul de alcian-safranina 0,
lancam duvida sobre a aplicagdo da técnica no estudo do grau de maturacdo dos
mastdcitos. Esta davida foi ratificada por TAS (1970) em mastécitos peritoneais e
do mesentério de rato adulto, ao publicar que a colora¢ao final dos granulos
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depende do tipo de fixagdo e, também, do nivel de coloragio destes granulos com
0 azul de alcian, concluindo que esta técnica de coloracao seqiiencial nio fornece
informacGes sobre o grau de sulfatacio das glicosaminoglicanas e, por conseguinte,
sobre o grau de maturagdo dos mastécitos. Mais recentemente, CROW et al.
(1988), usando esta técnica combinada no estudo de mastocitos de Gtero humano,
relataram que a colorag3o final destas células variou acentuadamente com o tipo de
fixacdo. Cabe destacar que SPICER (1963) j4 havia verificado a existéncia de
diferengas nas propriedades de coloragio destas células nos tecidos de um mesmo
animal, bem como a influéncia do fixador. Nossos resultados também evidencia-
ram a forte influéncia do método de preservacao, assim como o tempo de :
coloracdo com o azul de alcian, na coloracédo final dos mastécitos da lingua e do
mesentério de rato pela seqiiéncia azul de alcian-safranina O. Estes dados
provavelmente constituam a explicagdo para os véarios tipos de mastocitos
descritos, em tecidos adultos, por BU RTON, PRETLOW & CASSADY, YONG et
al. (1975; 1977; 1979) e YONG (1980).

Diante - destes dados e admitindo-se que os mastdcitos do
mesentério e da Ifngua de rato adulto tém, presumivelmente, o mesmo grau de
maturacdo, concluimos que a coloracdo seqiiencial azul de alcian-safranina o
parece ndo constituir um método preciso para distinguir o grau de sulfatacdo da
heparina e, por conseguinte, a avaliacdo, de maneira generalizada, do grau de
maturacdo dos mastocitos de rato.
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