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Adequacao de metodologia — preparacao de
laminas microhistoldgicas de referéncia de
tecidos vegetais e fezes

Introducéao

Laminas “permanentes” sao indispensaveis para a ilustragcao de cursos basicos e
avancados de botanica (REID, 1999) e também séo utilizadas nas pesquisas de
cunho eminentemente anatdmico, nas pesquisas de anatomia aplicada a taxonomia-
cladistica, de farmacognosia ou de fisiologia vegetal, e nas aulas de biologia das
escolas brasileiras de ensino médio. Nos estudos anatémicos, uma lamina bem
preparada é primordial para a andlise e, conseqiientemente, para a interpretacao e
discusséao dos resultados (PAIVA et al, 2006).

A montagem de laminas histolégicas consiste em depositar o0 material biolégico numa
lamina de vidro e cobrir com laminula. E necessario colocar um meio junto com o
material, que o0 preservara por algum tempo e garantira a unido da laminula com a
lamina (KRAUS; ARDUIN, 1997).

A escolha do meio de montagem depende do uso que se fara dos espécimes
montados, do tipo de microscopia empregada e do tempo necessario de preservagéo
(REID, 1999).

Na Embrapa Pantanal, a confec¢éo de laminas microhistoldgicas € utilizada como
ferramenta em estudos para a avaliacdo da composi¢éo boténica da dieta de
herbivoros (SANTOS et al., 2002; DESBIEZ et al., 2010). Esta técnica baseia-se na
analise de fragmentos da epiderme de plantas que séo preservados no trato
digestivo, comparados com material de referéncia das plantas encontradas na regido
de interesse. Deste modo, uma lamina bem preparada € primordial para a andlise e,
consequentemente, para a discussédo dos resultados de pesquisa (RENTFLEISH;
HANSEN, 2010). Para o preparo das laminas microhistologicas, o método foi
desenvolvido por Sparks e Malecheck (1968) e modificado por Scott e Dahl (1980).
No entanto, esses métodos vem sendo adaptados conforme as especificidades
locais.

A montagem de laminas microhistolégicas utilizando como meio a solugdo de Hoyer,
€ 0 método tradicionalmente utilizado no Laboratério de Dieta Animal da Embrapa
Pantanal, devido as suas caracteristicas de secagem e transparéncia, bem como pela
capacidade de preservacao do material em boas condi¢des de visualiza¢ao por
longos periodos. Entretanto, desde que se iniciou a confeccao das laminas
microhistolégicas no Laboratério de Dieta Animal, alguns problemas na metodologia
foram verificados, especialmente relacionado com o tempo de secagem. Apds as
montagens das laminas o tempo de secagem das mesmas tem sido demasiadamente
longo, sendo que algumas passavam por esse processo por cerca de seis meses
para a completa secagem. Além disso, também tem sido verificado que muitas
laminas microhistoldgicas preparadas com a solugdo de Hoyer apresentaram-se
deterioradas logo ap0s o preparo, ou seja, a solugdo de montagem original ndo
permanecia fixa ao longo da extensao laminar, formando varios espagos vazios como
se a solucdo de montagem tivesse evaporado, o que impossibilitava a leitura
completa (todos os campos) da lamina em microscopio. Além disso, observou-se
durante os anos de trabalho no laboratério que a maioria das laminas confeccionadas
com a solucéo de montagem original deterioravam em aproximadamente cinco anos.

Neste sentido, este trabalho prop&e uma adaptacéo na preparacdo da solucéo de
Hoyer, pela modificacdo da quantidade de goma arabica utilizada na solugdo com o
objetivo de aumentar a durabilidade das laminas microhistolégicas em amostras de
tecido vegetal e fezes para leitura da dieta de herbivoros.
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Preparacao de laminas
microhistologicas

O primeiro passo antes da confec¢éo das laminas de
plantas e fezes é o preparo das solugbes de limpeza
e de montagem.

Solucéo de limpeza ou de Hertwig

Materiais para a preparacao da solucéo integral:
240 g de hidrato de cloral
19 mL de &cido cloridrico 1 N
60 mL de glicerina

Preparo da solucao: colocar a glicerina e o acido
cloridrico em Becker sob agitagéo e brando
aquecimento até homogeneizar a solugao e em
seguida adicionar o hidrato de cloral e homogeneizar
a solucéo. Para o preparo de meia solugcéo deve-se
diminuir pela metade a quantidade dos reagentes
utilizados na preparacéo da solucéo integral.

Solucéo de montagem ou de Hoyer
Materiais para a preparacao da solucéo integral:
200 g de hidrato de cloral
50 mL de agua destilada
20 mL de glicerina
60 g de goma arabica

Preparo da solugdo: adicionar a glicerina e a agua
destilada e homogeneizar sob agitacéo e
aquecimento moderado. Adicionar hidrato cloral até
completa dissolucéo. Posteriormente, adicionar a
goma arabica também sob agitacéo até dissolucéo.
Filtrar a solugcdo caso alguns granulos ndo forem
dissolvidos.

No Laboratério de Dieta Animal da Embrapa
Pantanal, para a confeccdo de laminas de referéncias
costumeiramente se prepara meia solucdo de Hoyer,
utilizando a metade das quantidades de reagentes
utilizados na preparacéo da solucéo integral.

Preparo das laminas de referéncia com
amostras de plantas

Coleta e identificacdo das amostras

A coleta de plantas de referéncia deve abranger toda
a area de estudo e espera-se que esta contemple o
maior nimero possivel de espécies. Para cada
amostra, sao feitas coletas de exsicatas para
identificacdo do material. Desta maneira, evita-se que
um determinado componente apareca nas fezes e
nao seja identificado no material de referéncia
existente. Na amostragem coleta-se em torno de 0,5

kg de amostra que pode ou ndo ser separada em
caules, folhas, e frutos, para confec¢éo de laminas.

A identificacdo taxonémica das plantas é feita
inicialmente no herbario da Embrapa Pantanal.
Quando nao possivel, as exsicatas sdo enviadas para
especialistas para a identificacdo taxondmica da
planta.

Confeccao das laminas

Para o preparo das laminas sdo necessarios 0s
seguintes materiais: lamparinas, alcool comum, pingca
de madeira, pinca pontiaguda fina, fésforo ou isqueiro,
peneiras, laminas, laminulas, esmalte incolor e
liquidificador. Os componentes vegetais sdo lavados
em agua natural ou a quente e misturados em
liquidificador por 1 ou 2 minutos (velocidade média
para maxima), dependendo do material. As
gramineas geralmente demoram mais para serem
trituradas (3 a 4 minutos).

Apéds a mistura, o material € coado em peneiras de
ABNT 80, abertura de malha de 0,77 mm e Tyler 80 e
novamente lavado em agua corrente. Em seguida,
coloca-se uma pequena aliquota deste material no
centro da lamina e adiciona-se a solugéo de limpeza.
Aquece-se a lamina em chama. Apds o aquecimento
da lamina, adicionam-se lentamente algumas gotas
de solucéo de montagem e por ultimo a laminula.
Depois de montada, a lamina é levada para secar em
estufa a 25°C durante 15 dias ou pode-se deixar
secar em temperatura ambiente por cerca de 20 dias.

Normas de seguranca

Quando for aquecer o material € necessario que o
laboratdrio seja equipado com exaustor ou uma
capela, a fim de impedir que a fumaca produzida pelo
aquecimento se espalhe pelo laboratério. Além disso,
€ imprescindivel o uso de Equipamento de Protecao
Individual como, por exemplo, o uso de mascara,
avental e luvas.

Preparo das laminas de referéncia com
amostras de fezes

Coleta das amostras

O material fecal a ser coletado deve ser,
preferencialmente, fresco. O seu armazenamento é
feito em pequenos vidros com tampa de rosca
contendo alcool 70%. O numero de amostras colhido
depende do delineamento experimental. Por exemplo,
para avaliar a dieta da populacdo de bovinos de uma
pastagem cuja distribuicdo de fezes no campo se
concentra nos ditos “malhadores”, coleta-se no
minimo cinco amostras em cada malhador e, 0
nimero de malhadores amostrados fica a critério do
pesquisador. Com relacdo aos animais silvestres, as
amostras devem ser colhidas sempre que avistadas
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(anotando-se a coordenada geografica) em diferentes
épocas do ano, definindo previamente um nlimero
minimo de colheita por época. Deve-se ter cuidado de
nao coletar fezes existentes na agua, pois nesse caso
nao se consegue distinguir se sao recentes ou nédo.

Confeccéo das laminas

As amostras de fezes que se encontram
acondicionadas em vidro com alcool 70% sao
misturadas em liquidificador na velocidade média ou
maxima, durante 30 segundos. N&o é necessario
retirar o alcool nesse processo. Em seguida, o
material é lavado com agua natural ou morna e coado
em peneira tipo ABNT 140, abertura de malha de
1,105 mm e Tyler 150 para retirar o alcool. O material
resultante é colocado em pequenissimas por¢des no
centro da lamina e a seguir realiza-se 0 mesmo
procedimento descrito para laminas de referéncia com
as amostras de plantas. Apds o preparo das laminas,
estas estdo prontas para a leitura e analise em
microscopio. A quantidade de amostra assim como as
solucdes de limpeza e de montagem séo ajustadas
conforme a necessidade.

Testes e adaptacgoes realizadas no
processo

Todos os ensaios foram feitos utilizando como
solucao de montagem a meia solucdo de Hoyer que
apresenta a seguinte composicao:

e 100 g de hidrato de cloral
e 25 mL de agua destilada
e 10 mL de glicerina

e 30 g de goma arabica

Num primeiro momento procurou-se avaliar a
secagem das laminas microhistolégicas submetidas a
diferentes temperaturas e expostas a secagem por
um periodo superior ao método tradicional (15 dias).
Assim sendo, foram confeccionadas 42 1aminas
microhistolégicas para cada ensaio descrito abaixo:

Teste 1: as laminas confeccionadas com a solugéo de
montagem foram colocadas em estufa a 25°C durante
30 dias.

Teste 2: as laminas confeccionadas com a solugéo de
montagem original foram refrigeradas a 10°C durante
30 dias.

Para as laminas que foram submetidas ao Teste 1 foi
observado que 10% das laminas ndo solidificavam, ou
seja, a solucdo ndo permanecia fixa dentro da
extensdo laminar tornado-as inutilizadas para a leitura
microscopica. Para todas laminas confeccionadas e
submetidas ao Teste 2 foi verificado que a solucéo de
montagem néo solidificava durante todo o periodo de
permanéncia na temperatura de 10°C.

Durante a confeccdo das Iaminas, observou-se que
ao adicionar a goma arabica, a solugdo de montagem
tornava-se mais espessa. Com base nessas
observac®es, decidiu-se realizar novos testes
variando a quantidade de goma arabica (4 niveis) na
preparacéo da solucdo de Hoyer e tomando as
lAminas confeccionadas no Teste 1 como referéncia,
pois 90% das laminas estavam em condicdes
perfeitas de uso. Deste modo foram confeccionadas
42 laminas de cada amostra conforme descrito na
Tabela 1. Apds o preparo das laminas foi observado o
tempo de secagem do material a temperatura de 25°C
em estufa com circulacéo de ar, bem como as
condic¢des de uso das laminas e o periodo que
permaneceram sem se haver deterioracdo e perda de
material.

Tabela 1. Condi¢des de ensaio para averiguacéo da
secagem das laminas.

Amostra  Quantidade de goma arabica adicionada
na solugcao de montagem (g)

1 30
2 40
3 50
4 60

Resultados e consideracoes

A Figura 1 apresenta os resultados e observacfes
das modifica¢Bes realizadas na confeccdo de 42
laminas de cada amostra. Pode se verificar que a
adicdo de goma arabica na meia solucdo de Hoyer
contribuiu para diminuir a perda e deterioracédo das
laminas. Além disso, a adicdo de goma arébica
também proporcionou a aceleracéo da secagem das
laminas. Com relacdo ao tempo de secagem na
estufa, observou-se uma reducéo significativa. Ou
seja, laminas microhistolégicas preparadas com 60 g
de goma arabica ficaram prontas para leitura ou
armazenamento apoés 10 dias de preparo. As perdas
por deterioracdo em fung¢éo do tempo também foram
reduzidas com a adicdo de goma arabica nas
amostras. Até o momento (33 meses apds o preparo),
as laminas microhistolégicas preparadas com 60 g de
goma arabica permanecem intactas e com boas
condicdes de uso para a leitura microscopica.
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I Tempo de secagem (dias)
40- | @ Laminas deterioradas ap6s 33 meses (%)

Amostras

Figura 1. Periodo de secagem e estimativa da
deterioragdo de laminas microhistologicas preparadas
com diferentes quantidades de goma arabica:
Amostra 1 (30g); Amostra 2 (40 g); Amostra 3 (50 g);
Amostra 4 (60 g).

Na Figura 2 sédo apresentadas algumas laminas de
plantas que foram confeccionadas no dia 12/03/2008
com as diferentes quantidades de goma arabica e
como elas se encontram apos 33 meses. Pode-se se
verificar que a amostra 4 preparada com 60 g de
goma arabica encontra-se em perfeitas condi¢cbes de
leitura, enquanto que as demais ja se encontram
deterioradas.

Na Figura 3 s&@o mostradas laminas de fezes de
ovinos confeccionadas em julho de 2008 com 60 g de
goma arabica em perfeitas condi¢cdes de leitura.

40

Figura 3. Laminas microhistoldgicas de fezes de
ovinos confeccionadas em julho/2008 com 60 g de
goma arabica.

Conclusodes

Concluiu-se que com o aumento de concentracdo da
goma arabica de 30 g para 60 g na solugéo de
montagem, as laminas ficaram prontas em menor
periodo de tempo, viabilizando o periodo de
confeccdo para leitura, melhorando também a
gualidade das mesmas. As laminas confeccionadas
com estas adaptacfes encontram-se em perfeitas
condi¢cdes para leitura e nao demonstram quaisquer
tipos de deteriorizagéo apos 33 meses.

Figura 2. Laminas de plantas preparadas em 12/03/2008 com diferentes quantidades de goma arébica: Amostra 1

(30 g); amostra 2 (40 g); amostra 3 (50 g); amostra 4 (60 g).
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