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APRESENTACAO

O e-book “Estudos em Biologia: avangos e perspectivas para o século 21 — Volume
1” retine uma coletanea de trabalhos que refletem o dinamismo e a diversidade das pesquisas em
Biologia no cenario contemporaneo. A obra surge como um espago de divulgacio cientifica voltado
para estudantes, pesquisadores e profissionais interessados nas multiplas areas que compoem as
Ciencias Biolégicas, promovendo o didlogo entre o conhecimento tradicional e as inovagoes que
moldam o futuro da ciéncia.

O século XXI tem se mostrado um periodo de intensas transformacdes tecnologicas,
ambientais e sociais. Nesse contexto, a Biologia assume papel central na compreensio e na busca
de solugoes para os desafios globais, desde a conservacao da biodiversidade até o desenvolvimento
de biotecnologias sustentaveis. Assim, os estudos apresentados neste volume abordam tematicas
que vao desde a ecologia e a genética até o ensino de ciéncias e as praticas de educa¢ao ambiental,
refletindo o carater interdisciplinar e integrador da Biologia moderna.

Ao reunir contribuicbes de diferentes regides e institui¢oes, este e-book reforca a
importancia da pesquisa colaborativa e da disseminagao do conhecimento cientifico de forma
acessivel e aberta. Espera-se que as discussoes aqui apresentadas inspirem novas investigacoes e
praticas que contribuam para o avango da Biologia e para a formacdo de uma sociedade mais
consciente e comprometida com a sustentabilidade do planeta.

Desejamos a todos uma excelente leitural



Sumario

CAPITULO Tttt s s s sssss s s s st s s sssssssssssssssasns 13
MICROBI’OTA FUNGICA 1\{0 TRATO GASTROI~NTESTINAL DE ANIMAIS
MONOGASTRICOS E POLIGASTRICO: UMA REVISAO INTEGRATIVA .............. 13
Mario Jeova dos Santos L= 13
Maria Alice Ribeito AIVes@® © oo eeeeseesesesses e seseseeesssese s 13
Isabelly Guimaries Siva @@ © ..o esees s sesessses s 13
Julie Moraes de BT L= 13
Valéria Pereira da Silva®@@ ® oo 13
Maria Daniela Silva Buonafina Paz@® @ © ____...........oooooeeseoceeeoeeeseeeesseesesseeseseeeeesssesesse 13

Marcela Massaro Ribeiro da Silvaﬂz> ettt r st s e r s eer s enn e 13


https://orcid.org/0000-0002-9007-2950
mailto:mariojeova241@gmail.com
http://lattes.cnpq.br/4639162716619649
https://orcid.org/0000-0003-3976-625X
mailto:mariaalice.alves@ufpe.br
http://lattes.cnpq.br/7805010144474434
https://orcid.org/0000-0003-1374-6728
mailto:isabelly.gsilva@ufpe.br
http://lattes.cnpq.br/9781689797858899
https://orcid.org/0009-0004-7565-3388
mailto:juliemoraes02@hotmail.com
http://lattes.cnpq.br/0744434252265691
https://orcid.org/0009-0008-3006-1636
mailto:valeria.vpsilva@ufpe.br
http://lattes.cnpq.br/2479790348436356
https://orcid.org/0000-0001-5722-090X
mailto:buonafinamds@gmail.com
http://lattes.cnpq.br/0141395162041630
https://orcid.org/0000-0001-9676-9145
mailto:marcela.massaro@outlook.com
http://lattes.cnpq.br/4642058597293211




CAPITULO 1

MICROBIOTA FUNGICA NO TRATO GASTROINTESTINAL DE
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RESUMO

Os fungos intestinais presentes nos seres vivos monogastricos e poligastricos sao de extrema
relevancia para manter a saude da microbiota, mesmo em menor representatividade os fungos ainda
participam de processos intestinais que melhora a digestao dos animais, como a degradacio da
celulose presente nos alimentos de origem vegetal. O presente trabalho tem como objetivo analisar
e sintetizar o conhecimento cientifico disponivel sobre a composi¢ao, diversidade da microbiota
fungica no trato gastrointestinal de animais monogastricos e poligastricos. Trata-se de uma revisao
integrativa da literatura, abrangendo dados secundarios dos ultimos 20 anos. Foram utilizadas as
bases de dados PubMed, SciEIO e Google Académico, com os seguintes descritores: “Fungos”,
“Monogastricos” “Poligastricos”, “Microbiota fungica” e “Micobioma”. Os artigos incluidos na
revisdo seguiram os critérios de inclusao e exclusao baseados em protocolos de estudos de pesquisas
sistematizadas. Os resultados revelaram que dos 124 artigos encontrados inicialmente, resultaram
em 10 estudos que abordaram sobre o micobioma gastrointestinal de animais monogastricos e
poligastricos, sendo encontrado uma ampla diversidade fungica pluricelular, ou seja, fungos
filamentosos. Além disso, os filos mais recorrentes foram Neocallimastigomycota, Ascomycota e
Basidiomycota, e enquanto os géneros mais predominantes nas pesquisas foram: Neocallimastix,
Aspergillus e Candida. Conclui-se que o micobioma gastrointestinal desses animais podem possuir
uma diversidade de fungos consideravel dependendo das analises intestinais, mas ¢ importante
destacar a elaboracdo de estudos que subsidiem a alimentacdo de nutri¢ado desses animais, para
refor¢ar os dados dos pesquisadores sobre o micobioma.

Palavras-chave: Microbiota. Intestino. Fungos intestinais. Pluticelulates.

ABSTRACT

Intestinal fungi present in monogastric and polygastric animals are extremely relevant for
maintaining the health of the microbiota. Although they are less representative in number, fungi
still participate in intestinal processes that improve animal digestion, such as the degradation of
cellulose found in plant-based foods. The present study aims to analyze and synthesize the available
scientific knowledge on the composition and diversity of the fungal microbiota in the
gastrointestinal tract of monogastric and polygastric animals. This is an integrative literature review,
encompassing secondary data from the past 20 years. The databases used were PubMed, SciElo,
and Google Scholar, with the following descriptors: “Fungi,” “Monogastric,” “Polygastric,”
“Fungal microbiota,” and “Mycobiome.” The articles included in the review followed inclusion and
exclusion criteria based on systematic research study protocols. The results revealed that, of the
124 articles initially identified, 10 studies focused on the gastrointestinal mycobiome of monogastric
and polygastric animals. These studies reported a wide diversity of multicellular fungi, particularly
filamentous fungi. Furthermore, the most commonly found phyla were Neocallimastigomycota,
Ascomycota, and Basidiomycota, while the most predominant genera reported were Neocallimastix,
Aspergillus, and Candida. 1t is concluded that the gastrointestinal mycobiome of these animals can
present a considerable fungal diversity depending on the type of intestinal analysis. However, it is
important to highlight the need for studies that support the nutritional feeding of these animals, in
order to reinforce and expand the data available on the mycobiome.

Keywords: Microbiota. Intestine. Intestinal fungi. Multicellular.

——
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1 INTRODUCAO

Os fungos intestinais em monogastricos e poligastricos, como suinos, humanos, bois,
respectivamente, fazem parte da microbiota gastrointestinal, e sdo de grande relevancia para a saude
e digestao desses seres vivos (Su ef al, 2023; Deng et al, 2025). Nesse sentido, em animais
monogastricos e poligastricos, o intestino representa uma regiao fundamental para a digestdo e a
absor¢ao de nutrientes, mas cada um tem suas particularidades adaptativas de cada tipo de digestao,
visto que esses seres vivos tém diferenca anatémicas e fisiologicas no seu trato digestorio. Nos
monogastricos, o intestino delgado é o principal sitio de absorg¢do, enquanto nos poligastricos,
como os ruminantes, o intestino complementa a digestao iniciada nos pré-estomagos (Tardiolo e#
al., 2025).

Vale ressaltar que em ambas as classificagGes, o intestino também representa um papel
crucial para a defesa imunoldgica dos organismos, por meio de barreiras fisicas e quimicas, uma
vez que essa junc¢ao do sistema imunoldgico inato e adaptativo fornece interagoes saudaveis com a
microbiota intestinal (Chabit-Henrion ez a/, 2021). Além disso, essas fun¢des sao essenciais para
manter a integridade fisiologica e imunologica para proteger os seres vivos contra patdogenos que
possam afetar a qualidade de vida (Chabit-Henrion ez a/., 2021).

A microbiota intestinal pode ser composta por diversas espécies de fungos que
compartilham o habitat com bactérias e outros microrganismos. Porém os fungos representam uma
populaciao bem menor quando comparada a outros organismos da microbiota, como, por exemplo
as bactérias, mas os fungos podem desempenhar fungdes importantes na digestao, e na regulacao
do sistema imunolégico (Zhao ef al, 2023; Wei, 2024). A diversidade de fungos tem sido
identificada como mais precisio com o avanc¢o de técnicas moleculares, como o sequenciamento
da regiao I'TS (Internal Transcribed Spacer), que permite identificar os organismos do micobioma
nos animais monogastricos e poligastricos (Bahram ez al, 2021; Tay ez al., 2022).

Os fungos no intestino sao essenciais para o equilibrio da microbiota intestinal. No entanto,
alteragdes na microbiota dos seres vivos, podem contribuir para o desenvolvimento de doengas
intestinais e oportunistas, comprometendo as barreiras epiteliais do intestino, fenémeno conhecido
como disbiose (Garcia-bonete ¢f al., 2023). Pesquisadores anteriores ja relataram em nivel de
géneros algumas leveduras presentes no microbiota fungica, como Candida spp. Saccharomyces, entre
outras espécies fungicas, e dependendo das condigoes as quais essas leveduras sio expostas, podem

se tornar patogénicas (Li ef al., 2022).
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Muitos pesquisadores vém estudando a microbiota gastrointestinal em animais,
especialmente no que se refere a microbiota bacteriana destes animais (Li e# a/., 2022; Mccallum,
Tropini, 2024; Deng ez al., 2025). No entanto, os fungos que habitam o intestino, tém recebido
atenc¢ao em alguns trabalhos, especialmente quando trata-se do seu impacto na digestao, no sistema
imunolégico e no desenvolvimento de doengas. Ademais, compreender as comunidades fungicas
no trato intestinal destes seres vivos, ¢ fundamental para ampliar o conhecimento sobre o
micobioma que compde o intestino, de forma a promover estratégias de saide, e contribuir para
aprimorar as praticas nas areas de medicina veterinaria e zootecnia.

Diante da escassez de revisdes integrativas sobre o tema, torna-se relevante analisar e
sintetizar o conhecimento cientifico disponivel sobre a composi¢ao, diversidade da microbiota
fungica no trato gastrointestinal de animais monogastricos e poligastricos, por meio de uma revisao

da literatura com estudos dos dltimos 20 anos.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 Tipologia do estudo

Este estudo é uma revisio integrativa realizada de acordo com as diretrizes do Preferred
Reporting Items for Systematic Review and Meta-Analyses (PRISMA) de 2020. De natureza
qualitativa e exploratéria, que sintetiza e revisa o conhecimento cientifico sobre um tema existente,
gerando como resultado uma discussao sistematizada e critica. Este estudo foi conduzido em seis
etapas: I. definicio da questio norteadora e dos objetivos da pesquisa; II. realizacao da busca
bibliografica; III. coleta dos dados; IV. andlise critica e categorizagdo dos estudos selecionados; V.
discussio dos resultados obtidos; e VI. elaboragdao e apresentagao da revisio (Page e al., 2020;

Toronto e Remington, 2020).

2.2 Estratégia de busca

A busca de estudos foi realizada nas bases de dados Literatura Scientific Electronic Library
Online (Scielo), Medical Literature Analysis and Retrieval System Online (Medline/PubMed),
CAPES (Portal de Periédicos do Brasil) e Google Académico. Considerando publicagdes de janeiro
de 2004 a dezembro de 2024. Os principais descritores utilizados estao descritos na tabela 1, sendo
eles pesquisados em inglés, portugués e espanhol. Todos os estudos identificados foram avaliados

rigorosamente de acordo com os critérios de inclusao e exclusao, e estio apresentados na Figura 1.
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Tabela 1. Descricio das palavras-chave utilizadas nas bases de dados para a revisio integrativa.

Bases de dados Descritores/ Palavras-chaves

Scielo (Fungos) AND Monogastricos AND Poligastricos

Pubmed Flora fangica OR Intestino OR Gastrointestinal AND Micobioma

Google (Fungos) AND Monogastricos AND Poligastricos; Flora fungica OR Intestino OR
académico Gastrointestinal AND Micobioma

Fonte: Elaborado pelos autores (2025).

Figura 1. Representacdo do fluxograma do Prisma dos estudos incluidos na revisao integrativa.

( Identificacio dos estudos nas bases de dados )
Registros identificados:
Total (n=124) Repgistros removidos antes da
PubMed (n=32) —— triagem por duplicacio (n= 42)

Scielo (n= 34)
Google Académico (n=58)

) )

* Artigos excluidos (n=33)

1. Revisdo da literatura (n=16)

. Trabalhos que ndo estdo na
revista (n=9)

. Trabalhos em outra linguagem

- (n=3)

Registros na triagem (n=32)

¥

L

Registros na triagem (n=49)

Triagem

Artigos excluidos por titulo e
| resumo a por ndo esta alinhado
x com o foco da revisdo (n=17)

Pesquisas avaliadas pela

elegibilidade (n=32)

Pesquisas excluidas:

L. Capitulo de livro (n=8)

2. Artigos retratados (n=2)
x —— 3. Idioma diferente (n=6)
4. Estudos melegiveis (n=4)
3. Estudos com poucos dados
Total de estudos incluidos na (n=2)

revisdo (n=10)

Come ) (

Fonte: Elaborado pelos autores, 2025, adaptado do Prisma (2020).
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2.3 Critérios de inclusido

Foram incluidos na revisio estudos que atendiam aos seguintes critérios: pesquisas
originais, com dados primarios, diversidade ou funcido da flora fungica no trato gastrointestinal de
animais monogastricos e poligastricos. Foram considerados artigos que empregaram metodologias
laboratoriais (como cultivo, isolamento e identificacdo fungica por técnicas morfoldgicas e/ou
moleculares), bem como estudos de relato de casos publicados entre o periodo definido no estudo.
Além disso, revisdes que contribuissem de forma significativa para a compreensao e discussao do
tema, foram incluidas para aprimorar e validar os dados do trabalho, bem como compara¢io com

outros estudos.

2.4. Critérios de exclusao

Foram excluidos desta revisio artigos de revisao (exceto aqueles utilizados para
embasamento teodrico), capitulos de livros, estudos retratados, bem como trabalhos que abordavam
exclusivamente aspectos taxondmicos ou bioquimicos dos fungos sem relagao direta com sua
ocorréncia ou funcao no trato gastrointestinal de animais monogastricos e poligastricos. Também
foram desconsideradas pesquisas que niao apresentavam dados laboratoriais ou observacionais
aplicaveis ao contexto gastrointestinal, além de monografias, dissertagoes, teses e outros trabalhos
que nio se enquadram com o estudo. Estudos com baixa qualidade metodolégica, publicados em

idiomas ndo especificados previamente ou fora do periodo, também foram excluidos da anilise.

2.5 Analises dos estudos

A validagdao dos estudos selecionados foi realizada por meio da leitura integral dos textos,
com base na aplicagdo rigorosa dos critérios de inclusdo e exclusio previamente definidos. A
qualidade metodoldgica dos artigos foi assegurada por um processo de triagem criterioso, alinhado
a problematica central da revisao e a analise das abordagens metodoldgicas adotadas pelos autores
dos estudos elegiveis. Em seguida, os titulos e resumos foram avaliados por outros pesquisadores,
com base nos critérios de elegibilidade estabelecidos, a fim de garantir a selecao dos estudos mais
relevantes para a tematica investigada. Apos o processo de validagao por pares, os dados foram
transferidos para o software Miro, utilizado na organizag¢ao visual e elaboragao da figura ilustrativa.
Para facilitar a interpretagdo dos achados, os dados foram sistematizados no Quadro 1, que
apresenta informagdes como espécie fungica identificada, animal hospedeiro, segmento do trato

gastrointestinal analisado, técnica de identificagdo empregada. Além disso, os dados foram
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sintetizados contendo: autores, pafs de publicacio, ano, metodologia utilizada e tipo de

delineamento experimental.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A busca inicial resultou em 124 artigos, dos quais, ap6s a triagem 10 artigos foram incluidos,
entre os estudos selecionados, todos os trabalhos abordaram a caracterizacdo do micobioma
gastrointestinal de animais monogastricos e poligastricos, destacando os fungos os unicelulares
(leveduras) e pluricelulares (filamentosos). Os estudos incluidos na revisao foram feitos em
diferentes paises, destaque para a China, responsavel por 50% dos estudos, ambas as pesquisas se
caracterizam como estudos observacionais e experimentais.

Os trabalhos feitos no Brasil, envolveram principalmente animais poligastricos (bovinos e
caprinos), destacando os filos Neocallimastigomycota, Ascomycota, Mucoromycota e
Basidiomycota. Os géneros mais frequentes inclufram Neocallimastix spp., Orpinomyces spp.,
Anaeromyces spp. e Aspergillus spp. com identificacao de espécies como N. variabilis, A. elegans e A.
terreus.

Na China os trabalhos focaram em diversos animais, incluindo poligastricos (bisoes, Vacas
e gamos) e monogastricos (suinos, equinos, pandas, ratos), onde varios filos de fungos foram
encontrados, em especial Ascomycota, Basidiomycota, Neocallimastigomycota. Entre as espécies
destacam-se: Candida telluris e Neocallimastix variabilis. Nos Estados Unidos, a diversidade fungica em
ruminantes selvagens e domésticos abrangeu principalmente o filo Neocallimastigomycota. Por
fim, na Austria, estudos com cies e gatos revelaram fungos dos filos Ascomycota e Basidiomycota,

com ocorréncia de Saccharomyces sp., Aspergillus sp., Candida sp.

-
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Tabela 2. Microbiota fungica intestinal em animais monogastricos e poligastricos, ¢ a classificacao dos fungos conforme seu filo, género e espécie.

Referéncias Pais

Tipo de estudo Animais Filos Géneros Espécies
Monogastricos Leveduras Filamentosos
Poligastricos
Abrio, Barreto, Brasil Observacional - Bovinos = Neocallimastigomycota — Neocallimastix spp. - N. variabilis
Duatte, (2010) experimental Orpinomyces spp. - A. elegans
Caprinos Anaeromyces spp. -
Abrio et al., Brasil Observacional - Ascomycota Aspergillus spp. A. terrens
(2014) experimental Bovinos Mucoromycota Lichtheimia spp. L. ramosa
Ascomycota Trichoderma spp. T. longibrachiatum
Basidiomycota Cryptococens sp. C. Laurentii
Gupta et al., Aleman Observacional Ratos - Candida spp. C.albicans
(2022) ha experimental Ascomycota Penicillinm spp. - P. spathulatum
Aspergillus spp. - A. nidulans
Basidiomycota Malassezia sp. M. restricta -
Wang ¢t al., China Observacional Suinos - Ascomycota Candida sp C. telluris -
(2023) experimental Mucoromycota Mucor sp N. variabilis
Neocallimastigomycota ~ Anaeromyces spp
-
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Hanafy et al.,
(2019)

Lan ¢t al., (2022)

Yang ¢t al.,
(2018)

Ma ¢t al., (2023)

Su et al,, (2024)

Handl ez 4/,
(2011)

EUA

China

China

China

China

Austria

Obsetvacional
experimental

Observacional
experimental

Observacional
experimental

Observacional
experimental

Observacional
experimental

Observacional
experimental

Equinos

Pandas

Ratos

Cachorro
Gato

Veados

Bovinos

Ovelha
Cabra

Bisao
Vaca
Gamo

Neocallimastigomycota

Ascomycota
Basidiomycota

Neocallimastigomycota

Ascomycota
Basidiomycota
Glomeromycota

Ascomycota
Basidiomycota

Ascomycota
Basidiomycota

Ascomycota
Basidiomycota

Agriosomyces sp.

Aklioshbomyces sp.

Capellomyces sp.
Ghazallomyces sp.

Aspergillus sp.
Coprinellus sp.
Piromyces sp.

Fusarinm sp.
Brettanomyces sp.

Oidiodendro sp.

Microascus
Sporobolomyces sp.

Saccharomyces sp.
Aspergillus sp.
Candida sp.

Candida castellii

A. longus

A. papillarum
C. foraminis
G. constrictus

F. oxysporum
F. proliferatum
B. custersianus

M. trigonosporus
8. lactosus

Fonte: Elaborado pelo autor (2025).
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A presente revisao revelou que a diversidade do micobioma gastrointestinal em animais
monogastricos e poligastricos possui resultados bastantes pertinentes para a literatura cientifica,
porém notou-se que ainda é um campo de pesquisa com poucos trabalhos, sendo também uma
tematica subexplorada, especialmente no que se refere aos fungos intestinais.

Nesse sentido, os principais trabalhos incluidos nesta revisao discutiram resultados bastante
promissores, como na pesquisa de Abrao ef al (2014), realizada no Brasil, investigaram a
diversidade e a composi¢ao da micobiota ruminal em bovinos de corte da raca Nelore, com idades
distintas (bezerros, novilhos e vacas), além disso, o estudo destaca a predominancia de fungos
aerobios, especialmente do género Aspergillus, e revela variagoes significativas na composi¢ao
fungica entre distintas em cada fase de crescimento dos bovinos. No que concerne, a microbiota
da microbiota, os pesquisadores destacaram que os filos mais predominantes foram Ascomycota,
Mucoromycota e Basidiomycota, e com a identificagado de espécies que possuem potencial
celulolitico ou ligninolitico.

O estudo de Abrao ez al. (2010) investigou a presenca de fungos anaerébios do rumen de
bovinos e caprinos de corte criados em pastagens tropicais no norte de Minas Gerais, Brasil. A
pesquisa revelou alta prevaléncia desses microrganismos, com estruturas fungicas detectadas em
77,8% dos caprinos e 73,9% dos bovinos. A frequéncia de fungos monocéntricos foi
significativamente maior nos bovinos (56,5%) em comparagao aos caprinos (26,1%), sugerindo
diferencas na composi¢ao da microbiota ruminal entre as espécies. Esses achados destacam a
importancia dos fungos anaerébios na digestao de fibras vegetais em ruminantes criados em
sistemas tropicais extensivos, além disso, discutem também sobre a dieta ¢ como a genética
influencia na composicao da microbiota intestinal, resultado descrito na pesquisa de Gupta e
colaboradores (2023).

A analise dos resultados na revisao revelou diferencgas distintas na composicao fungica de
cada animal, por exemplo no Trabalho de Wang ¢ a/, (2023) analisando a microbiota fungica
de porcos Taoyuan e Duroc, indicando que a genética influencia significativamente a diversidade
fungica intestinal dos suinos. Ademais, observaram que os fungos intestinais sao passados de
geracao a geracao, e discutiram também a patogenicidade destes fungos.

Por outro lado, Hanafy e a/. (2020) demonstram que o filo Neocallimastigomycota é mais
diversos na microbiota intestinal de animais monogastricos e poligastricos, foi feita analise de cinco
animais selvagens (veado-axis, veado-de-cauda-branca, cabra-boer selvagem, muflio e tahr-de-
nilgiri), um animal de zooldgico, a zebra, trés domesticados (cavalo, ovelha e cabra). Vale destacar

que os autores avaliaram animais de diferentes regioes: Texas e Oklahoma (EUA), Pais de Gales
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(Reino Unido) e Kerala e Haryana (India), reforcando a abrangéncia geografica e ecolégica do
levantamento. Nesse contexto, a analise dos pesquisadores reforca a importancia de explorar uma
variedade de animais, para que se possa obter uma comparagao precisa e para compreender melhor
os fungos do trato digestivo de ambos animais.

Lan et al. (2022), analisando cavalos com diarreia e normais, observaram em equinos com
diarrea apresentaram disbiose fuingica intestinal significativa associada com alguns alimentos
fibrosos ingeridos por esses animais, além disso, houve alteragdes na microbiota e os principais
filos envolvidos na disbiose filos (Neocallimastigomycota, Ascomycota e Basidiomycota), além
disso, houve uma perda acentuada de 74 géneros fungicos da microbiota dos cavalos com diarreia.
Nesse sentido, mudangas na microbiota, quebra a carga fungica intestinal, que acaba
comprometendo algumas fun¢oes digestivas e imunoldgicas dos animais acometidos com a
disbiose (Lan ez al., 2022).

Em sintese, os resultados da revisao e integrando com a discussao apontam para uma
consideravel diversidade do micobioma gastrointestinal entre diferentes espécies animais e regides
geograficas. A presenga recorrente de certos filos, como Ascomycota e Neocallimastigomycota,
sugere que esses grupos fungicos exercem papel-chave na digestio e no equilibrio da microbiota
intestinal. No entanto, ainda sao necessarios mais estudos, com maior abrangéncia geografica, para
compreender plenamente a composi¢ao e o papel funcional do micobioma fingico nos diversos

tipos de trato gastrointestinal animal.

4 CONCLUSAO

A microbiota descrita nos estudos incluidos na revisdo, trouxeram uma diversidade fungica
bastante diversas, os principais filos em destaque encontrados nos artigos foram Ascomycota,
Basidiomycota, Neocallimastigomycota. O micobioma encontrado nos animais monogastricos e
poligastricos, a maior parte dos fungos tiveram como caracteristicas ser filamentosos, isto é,
pluricelulares. Esses achados reforcam a importancia da micobiota como componente funcional
do microbioma animal e destacam a necessidade de mais estudos que explorem sua interagao com

a saide desses animais, bem como estudos que abordam também a nutri¢ao destes seres vivos.
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RESUMO

Este capitulo apresenta uma analise comparativa de cinco corantes citolégicos com diferentes
especificidades moleculares os quais podem ser aplicados ao estudo de células tumorais de
melanoma murino B16F10 e esfregacos tumorais de melanoma. Os corantes selecionados
representam diferentes classes quimicas e mecanismos de agao: Coomassie Blue R-250, um corante
proteico classico que permite quantificacao celular e identificacdo de estruturas ricas em proteinas;
Oil Red O, especifico para lipideos neutros, atil na detecgao de acimulo lipidico intracelular; Poncean
S, corante proteico reversivel que preserva a integridade das amostras para analises posteriores;
Azul de Bromofenol, indicador de pH com afinidade proteica, capaz de revelar variagdes no
microambiente celular; e Curcumina, corante natural de alta afinidade lipidica. Através de
protocolos padronizados, demonstramos como cada corante revela aspectos tnicos da biologia
tumoral, desde estimativas quantitativas do nimero de células até a identificagao de processos
complexos como divisio celular, diferenciagio morfolégica e distingao entre tipos celulares no
microambiente tumoral. A analise comparativa considera nao apenas a especificidade molecular de
cada corante, mas também fatores praticos como toxicidade, compatibilidade com outras técnicas
analiticas e custo-beneficio. Através de imagens das coloraces evidenciamos que a escolha
adequada do corante resulta em analises que auxiliam na defesa dos objetivos clinico-laboratoriais,
maximizando as informagoes extraida das amostras biologicas em avaliagao.

Palavras-chave: Corantes. B16F10. Tumor. Melanoma. Flavonoide.

ABSTRACT

This chapter presents a comparative analysis of five cytological stains with different molecular
specificities that can be applied to the study of B16F10 murine melanoma tumor cells and
melanoma tumor smears. The selected dyes represent different chemical classes and mechanisms
of action: Coomassie Blue R-250, a classic protein stain that allows cell quantification and
identification of protein-rich structures; Oil Red O, specific for neutral lipids, useful in detecting
intracellular lipid accumulation; Ponceau S, a reversible protein stain that preserves sample integrity
for subsequent analysis; Bromophenol Blue, a pH indicator with protein affinity, capable of
revealing variations in the cellular microenvironment; and Curcumin, a natural dye with high lipid
affinity. Using standardized protocols, we demonstrate how each dye reveals unique aspects of
tumor biology, from quantitative estimates of cell number to the identification of complex
processes such as cell division, morphological differentiation, and distinction between cell types in
the tumor microenvironment. Comparative analysis considers not only the molecular specificity of
each dye, but also practical factors such as toxicity, compatibility with other analytical techniques,
and cost-effectiveness. Through images of the stains, we demonstrate that the appropriate dye
selection results in analyses that help achieve clinical and laboratory objectives, maximizing the
information extracted from the biological samples under evaluation.

Keywords: Dyes. B16F10. Tumor. Melanoma. Flavonoid.

1 INTRODUGAO
A coloragdo citolégica representa uma ferramenta fundamental na caracterizagao

morfologica e bioquimica de células e tecidos, sendo indispensavel tanto na pesquisa basica quanto
I
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no diagndstico clinico. Os corantes citologicos atuam através de interagoes especificas com
diferentes componentes celulares como as proteinas, lipideos, acidos nucleicos ou carboidratos. A
interacao dos corantes com estas biomoléculas permite a visualizagao e diferenciagao de estruturas
celulares na microscopia 6ptica. A escolha adequada do corante depende nao apenas do alvo
molecular de interesse, mas também de fatores praticos como toxicidade, reversibilidade,
compatibilidade com outros métodos analiticos e o custo-beneficio. Neste contexto, a diversidade
de corantes disponiveis reflete a complexidade das demandas analiticas modernas, desde a simples
quantificagao celular até a caracterizagao detalhada de alteragdes morfoldgicas e bioquimicas

associadas a processos patolégicos.

Este capitulo apresenta uma analise comparativa de cinco corantes com diferentes
especificidades moleculares e aplicagdes praticas no estudo de células tumorais de melanoma
murino B16F10 e esfregacos tumorais de melanoma induzido experimentalmente em murinos. Os
corantes selecionados: Coomassie Blue R-250, O/ Red O, Poncean S, Azul de Bromofenol e Curcumina
representam diferentes classes quimicas e mecanismos de agao, oferecendo cada um coloragoes e
resultados unicos, os quais detalhamos. Através de protocolos padronizados e analise critica dos
resultados obtidos, demonstraremos como cada corante pode revelar aspectos tnicos da biologia
celular tumoral, desde a simples estimativa do numero de células até a identificagao de processos
como divisao celular, acimulo lipidico e diferenciagio entre tipos celulares distintos presentes no

microambiente tumoral.

2 COOMASSIE B BLUE

O corante Azul de Coomassie, ou Coomassie Brilliant Blue R-250, tem nomenclatura quimica
(IUPAC): acido [4-[x-[4-(dietilamino)fenil]-2,4-dissulfobenzilideno]-2,5-ciclo-hexadien-1-
ilideno]dietilamoénio (C4sH44N3NaO7S;). Apresenta grupos sulfonicos, grupos amino terciarios,
dois grupos dietilaminos associados a um sistema aromatico robusto. F um corante aniénico de
proteinas, onde os grupos sulfonicos negativos reagem com aminoacidos basicos protonados (ex:
lisina e arginina), o sistema aromatico reage com aminoacidos aromaticos (ex: fenilalanina e
tirosina), e reagao dos grupos dietilaminos com a parte carboxi de aminoacidos gerais. O Azul de
Comassie ¢ um 6timo corante de proteinas e utilizado em diversas técnicas laboratoriais. Por ser um
corante anidnico, atua sobre proteinas quando em pH acido, onde atua mais fortemente em
proteinas com alta carga de aminoacidos aromaticos. Porém tende a ser menos sensivel para
proteinas nativas, ou proteinas fosforiladas e glicosiladas (evitam a ligacio do corante com os
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aminoacidos). Em geral é utilizado na quantificagdo de proteinas em amostras bioldgicas, mas pode
ser usado para andlises qualitativas como citologia e analises de biologia molecular. F um corante
irreversivel e apresenta toxicidade moderada, podendo causar irritacio quando em contato com a
pele, nao sendo classificado como um forte agente carcinogénico (Ferreira ez al., 2016).

Para o uso deste corante em células aderidas ou esfregacos tumorais o Coomassie B Blue R-
250 (Peso molecular: 825,97 g/mol) deve ser dissolvido em solugio 45% de metanol e 10% de
acido acético na concentracao final de 0,1% de corante. As células devem de ser fixadas com PFA
5% antes da coloragdo, uma vez que a concentracio de metanol (fixador) é moderada e pode
ocorrer perda de amostra. A solugdo corante é adicionada sobre as células por 10 minutos a
temperatura ambiente. Apés o tempo de coloragio é realizada a remogao do excesso de corante
por lavagem com PBS (pH 7,2) por duas vezes. Algumas laminas podem apresentar excessiva
coloracdo azul, neste caso pode ser feita a lavagem mais duas vezes com PBS para a remogao do
excesso de corante. Lembrando que a reacdo do Coomasie B Blue com proteinas da amostra ¢
irreversivel, logo lavagens adicionais com PBS nio causa remog¢ao da coloracio, mas sim remogao
do excesso de corante na lamina.

A coloragao de células B16FF10 ou de esfregagos tumorais com Coomassie B Blue R-250 gera
células coradas intensamente de azul. A coloragdo é tio intensa que por vezes ¢é dificil distinguir a
morfologia celular e dos nucleos. A maior aplicabilidade desta colora¢do é a de estimar o nimero
de células presentes na amostra, mas nao a diferenciagio morfolégica das células coradas. Por
exemplo, em células em cultivo celular que recebem tratamento com agente citotoxico é possivel
observar a reducao do nimero de células. Na Figura 1-A e B demostramos células B16F10 aderidas
em placa de 48 pogos apds coloracio, ja na Figura 1-C é possivel ver a redu¢do no numero de
células como também da intensidade da coloracao azul em células B16F10 sob efeito citotoxico de

peroxido de hidrogénio.
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Figura 1 — Colora¢des de células B16F10 com Coomassie B. Blue
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Fonte: autores (Doleski; Silveira, 2025).

3 OIL RED O

O Oil red-O, ou Sudan Red 5B, tem nomenclatura quimica (IUPAC): 1-[(2,5-dimetil-4-[(2,5-
dimetilfenil)diazenil]fenil)diazenil|naftalen-2-0ol. A molécula apresente dois grupos azo
(nitrogénicos em dupla ligacdo), trés anéis aromaticos associados ao grupo naftol com quatro
grupos metil substituintes. Tem forte carater lipofilico, sendo um excelente corante de diversos
lipideos devido suas propriedades quimicas. Os grupos azo em geometria trans reagem com
lipideos insaturados, o grupo naftol reage com o grupo carbonila dos fosfolipideos e com grupo
éster de triglicerideos, os anéis aromaticos reagem com esterdis (como o colesterol) e com a
membrana plasmatica celular, enquanto os grupos metis levam a uma estabilidade da reagio com
os lipideos. Logo, o corante O#/ Red O é muito utilizado para a observagao de lipideos em técnicas
histologicas. Além disso, ¢ capaz de revelar lipideos armazenadas por adipécitos, goticulas lipidicas
presente em células estimuladas, como hepatdcitos e macréfagos esponjosos. Entretanto, interage
de forma leve com a membrana plasmatica das células em avaliagao (Bumbrah e7 a/, 2019; Mehlem
et al., 2013; Ramirez-Zacarfas et al., 1992).

Devido sua alta lipofilicidade o Oz/ Red O é dissolvido em Isopropanol, na concentragiao
final de 0,5% de corante. O corante apresenta coloragao vermelha intensa, corando as células em
analise em tons de rosa a vermelho. A colorag¢ao com Oz/ Red O é bem adaptada para células fixadas
em PFA 5% por 10 minutos, sejam células aderidas em placa de cultivo ou em esfregaco tumoral.
A coloragao das células se da pela adi¢ao do corante por 10 minutos a temperatura ambiente. O
corante ira reagir com os lipideos das células de forma irreversivel, assim apds o tempo de coloragao
¢ possivel limpar o excesso de corante com PBS (pH 7,2) de forma abundante.

O resultado da coloracio com Red Oz O sao células de coloracao vermelha intensa

obviamente devido a reagao com os lipideos celulares, por vezes sendo possivel ver agregados
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lipidicos (goticulas ou granulos celulares) avermelhados nas células em analise. Interessantemente,
o corante pode ser removido das células coradas com Isopropanol e posteriormente feita a
quantificagdao do corante por espectrofotometria (em 518 nm), elevando o impacto dos resultados.
Na Figura 2-A ¢é possivel observar células B16F10 aderidas e coradas com Red Oi/ O, ja na Figura

2-B observamos as células tumorais coradas em vermelho.

Figura 2 — Colorag¢oes de células B16F10 com Red Oi/
N 1 - % Y ® -."_.'-:" :" X - A
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Fonte: autores (Doleski; Silveira, 2025).

4 PONCEAU S

O Poncean S, ou vermelho acido 112, tem nomenclatura quimica (IUPAC): acido 3-hidroxi-
4-]2-sulfo-4-(4-sulfonatofenilazo)fenilazo]-2,7-naftalenodissulfonico (C22H12N4NagO13S,).
Apresenta dois grupos azo (nitrogénios em dupla ligagao) e quatro grupos sulfonicos associados a
uma molécula naftalénica central, sendo assim um corante da classe dos Azodiazolicos. E um
corante anidnico que interage fortemente com proteinas, mais especificamente: 1) a estrutura
naftalénica (aromatica) reage com aminoacidos aromaticos (ex: fenilalanina e triptofano); 2) os
grupos azo reagem com as hidroxilas de aminoacidos como a serina e a treonina; 3) os grupos
sulfonicos (anidnicos) reagem com aminoacidos basicos (ex: lisina e a histidina). Reage fracamente
com outras biomoléculas, e atua sem especificidade em proteinas gerais. Por ser um corante
aniénico reage com proteinas apenas em pH acido (aproximadamente pH: 3.0). A coloragao ¢ fraca
e facilmente reversivel. Como corante tem atuagao limitada, podendo ser utilizado no corante
Tricromo de Masson modificado, onde pode atuar em conjunto ou até substituir a fucsina acida
geralmente presente neste corante histolégico. Apresenta baixo grau de toxicidade devido a seu

efeito reversivel sobre as proteinas. Quando comparado a outro corantes que reagem com

EEEEEEEEEEhEEhEhE}EhE}E}E}E}E}E}E}E}E}E}E}E}E}E}E}E}EhE}EhEhEhE———————————————
Wissen Editora, 2025 |ISBN 978-65-85923-79-8 | DOL: http://www.doi.org/10.52832/wed.179 31



https://www.editorawissen.com.br/
http://www.doi.org/10.52832/wed.179

Estudos em Biologia: avangos e perspectivas para o século 21 | Silva, 2025

proteinas apresenta baixa sensibilidade, ou seja, necessita uma solu¢io concentrada para que reaja
com as proteinas da amostra (Goldman ¢z a/, 2016; Ghalkhani e a/., 2022; Salinovich ez al., 1980).

Por ser um corante anidnico, o Poncean S (Peso Molecular: 760,57 g/mol) necessita ser
dissolvido em solucao acida, realizando uma solucao com 1% do corante com 5 ml. de acido
acético absoluto em 45 mL de 4gua destilada. A solucdo corante apresentara colora¢ao vermelha,
como também ird corar em vermelho as amostras celulares. F essencial a fixacio das células
previamente com PFA 5% por 10 minutos. Apés fixacao, é adicionado o corante sobre as células
aderidas em placa de cultivo ou em esfregaco tumoral em lamina por 10 minutos. Apds o tempo
estipulado o excesso de corante é removido e ap6s feito a limpeza das coloragbes com agua
destilada ou com PBS (pH 7,2), dando preferéncia a agua destilada uma vez que o pH neutro do
PBS pode resultar em menor intensidade de cor vermelha da coloragao.

A coloragao de células com Poncean S é muito instavel e por vezes pouco nitida devido ao
processo de limpeza da coloracdo. Resulta em células vermelhas, nao sendo util na diferenciacao
morfologica das células, mas sim na quantificacao das células presentes na amostra. Como no caso
do Tricromo de Masson seu uso como co-corante ¢ bem-vindo, porém devido a necessidade de
pH 4acido acaba sendo incompativel com outras coloraces. Além disso, seu baixo custo e baixa
toxicidade podem ser pontos positivos como corante. Na Figura 3-A e B é possivel observar células
B16F10 aderidas coradas com Poncean S, enquanto na Figura 3-B é possivel diferenciar células

tumorais (acinzentadas) das outras células presentes no microambiente tumoral.

3 — Colorac¢oes de células B16F10 com Poncean S
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Fonte: autores (Doleski; Silveira, 2025).

5 AZUL DE BROMOFENOL
O Azul de Bromofenol, ou tetrabromofenol de sulfonftaleina, tem nomenclatura quimica

(IUPAC): 3'3",5'5"-tetrabromofenolsulfonoftaleina (C19H1oBrsOsS). A presenca de quatro
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atomos de Bromo ligados ao grupo fenol da molécula, como também do grupo sulfonico, enquadra
este composto como um corante de sulfonoftaleina. Tal grupo de corantes, do qual também se
enquadra o vermelho de fenol (usado em meios de cultivo celular), sdo 6timos indicadores visuais
de pH. O azul de bromofenol quando em meio acido apresenta coloragao avermelhada e conforme
se eleva o valor de pH (ao basico) vai modificando para uma coloracio azulada. Em altas
concentragoes o Azul de Bromofenol é capaz de interagir com proteinas, mais especificamente
quando o grupo sulfonico desprotonado acaba por reagir com aminoacidos basicos, como por
exemplo a arginina e a lisina. Nao reage com outras biomoléculas como os lipideos, membranas
celulares ou DNA/RNA, nio sendo capaz de acessar a parte interna de células vidveis. Inclusive,
tal caracteristica de ndo permeabilidade celular que leva o vermelho de fenol ser utilizado como
indicador do pH dos meios de cultivo celular. O Azul de Bromofenol ¢ hidrossolavel, nio sendo
necessario solventes organicos para sua solubiliza¢ao, um fato relevante uma vez que a maior parte
dos corantes citologicos sao dissolvidos em solventes organicos como o alcool metilico que
apresenta efeito toxico para os operadores (Flores ez al., 1978; Sambrook ez al., 2001).

Para o uso como corante celular o Azul de Bromofenol (peso molecular: 669,96 g/mol)
deve ser preparado a uma concentra¢ao de 0,5% (ex: 0,5 g em 100mL), dissolvido em 4gua
destilada. Onde se recomenda que a solugao seja filtrada com filtro de papel para remover cristais
e outras possiveis impurezas. Por ser um corante diluido em agua, as células que serdo coradas
necessitarao de fixagao prévia. Células aderidas em placa de cultivo celular podem ser fixadas
inicialmente com PFA 5% por 10 minutos, ja para esfregacos celulares em lamina de vidro
recomenda-se a imersdao da lamina em Etanol 95% para que ocorra a plena fixacdo das células. O
processo de fixacao ¢é essencial para que nao se perca amostra entre os procedimentos de coloragao.
A solugio de Azul de Bromofenol de coloragiao avermelhada é adicionada sobre as células por 10
minutos, apos ¢ realizada a remogao do excesso do corante e para realizar a completa remogao do
corante ¢ adicionado PBS (pH 7,2) e realizada sua remocao, repetindo a opera¢do por duas vezes.
Com a mudanca de pH causada pelo PBS a lamina troca de coloragao avermelhada para azulada.
Apbs secagem da lamina a mesma pode ser analisada com auxilio de 6leo de imersio em
microscopio otico.

Na coloragdo de células B16F10 aderidas em placas de cultivo celular, seu uso ¢ relativo,
pois se assemelha a outros corantes que interagem com proteinas como o Coomasie B blue ou a
Anilina, resultando em células coradas fortemente de azul. Ja para esfregacos de tumores de
melanoma a coloragao apresenta um ponto diferencial pois é possivel diferenciar claramente

hemicias de outras células presentes do homogeneizado tumoral. Esse efeito nao ¢ visivel, ou pelo
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menos nitido, quando se utiliza outros corantes que interagem com proteinas celulares. Na Figura
4-A demonstramos a coloracao das células B16F10 aderidas a placa de 48 pogos, enquanto na

Figura 4-B ¢ possivel visualizar a morfologia das hemacias em esfregaco de tumor.

Figura 4 — Coloracdes de células B16F10 com Azul de Bromofenol
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Fonte: autores (Doleski; Silveira, 2025).

6 CURCUMINA

A curcumina, ou Natural Yellow 3 (CI 75300), de nomenclatura quimica (IUPAC): (1E,6E)-
1,7-bis(4-hidroxi-3-metoxifenil)-1,6-heptadieno-3,5-diona (C21Hz¢Og). E um flavonoide natural,
de grupo polifendlico com dois anéis aromaticos conectados por uma cadeia de sete carbonos
contendo dois grupos cetona conjugados (dicetona a,B-insaturada). E altamente lipofilica podendo
interagir com proteinas, lipidios e 0 DNA das células. Em geral reage com grupos Sulfidrila (-SH)
ti6is de proteinas, e por ter carater anfipatico interage com membranas celulares. A curcumina pode
ser utilizada como corante histolégico especifico para a coloracio de placas amiloides em tecido
cerebral, e para a deposicio de lipidios. Interessantemente, a curcumina ¢ fluorescente, e
consequentemente pode ser utilizada em testes de fluorimetria como por exemplo a citometria de
fluxo. Por ser um flavonoide de origem natural (extraida do acafrao: Curcuma longa) apresenta
relevancia cientifica e ecologica quando comparada com corantes cldssicos que apresentam
toxicidade de manuseio e toxicidade ambiental. Por nio apresentar efeitos toxicos importantes ¢é
também um corante alimentar ¢ um importante nutracéutico (Aggarwal ez al., 2007; Priyadarsini,
2014)

A curcumina ¢ altamente lipofilica, e para manter sua classificagio de corante de baixa
toxicidade pode ser diluida em Etanol 95% na concentra¢ao de 1% de corante. Mesmo sem grande
toxicidade é capaz de corar intensamente a pele e materiais de laboratério, sendo necessario o uso
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de equipamento de seguranca. Por ser dissolvida em Etanol 95%, nao necessita a fixagao prévia
com PFA 5%, porém se as células estiverem fixadas ndo ocorre nenhuma incompatibilidade na
coloragio com curcumina. Para a coloragao de células ¢ adicionado a solu¢io corante por 10 min
a temperatura ambiente. Apos o tempo de coloragdo é necessario remover o excesso de corante,
devido a alta lipofilicidade da curcumina ¢ necessario a limpeza com Etanol 50% afim de evitar a
precipitacao de cristais de curcumina na amostra. Apods ¢ realizado a limpeza com PBS (pH 7,2)
por duas vezes para a remogao de impurezas da amostra.

O resultado da coloracio de células B16F10 aderidas em placa sio células coradas de
amarelo intenso. Um ponto interessante desta coloracao ¢ a facilidade de ver células em processo
de divisao celular, onde a célula aderente apresenta forma arredondada e o corante consegue revelar
facilmente este processo na microscopia otica. Este processo é visto com outros corantes de forma
leve a razoavel, levando a colorac¢io com curcumina como um marcador destas células em
proliferaciao em cultivo celular. Ja em lamina de esfregaco tumoral, o corante facilita a diferenciagao
de células tumorais de melanoma as quais apresentam colorac¢do acinzentada. Na figura 4-A ¢ B
demonstramos as células B16F10 aderidas e as células redondas em processo de proliferagao
celular, ja na Figura 4-C é possivel observar a diferenca entre células do estroma e as células

tumorais em si (acinzentadas).

'Figura 5 — Coloragdes de células B16F10 com Curcumina

Fonte: autores (Doleski; Silveira, 2025).

7 CONCLUSAO

A andlise comparativa dos cinco corantes revela perfis distintos de especificidade e
aplicabilidade na caracterizagao de células tumorais B16F10. O Coomassie Blue R-250 demonstra-se
ideal para quantificagao celular e analises morfoldgicas detalhadas devido a sua forte ligacao

EEEEEEEhEhEhE}EhE}E}E}E}E}E}E}E}E}E}E}hE}hE}EhEhEhEEhEhEhEhE—E————————
Wissen Editora, 2025 |ISBN 978-65-85923-79-8 | DOL: http://www.doi.org/10.52832/wed.179 35



https://www.editorawissen.com.br/
http://www.doi.org/10.52832/wed.179

Estudos em Biologia: avangos e perspectivas para o século 21 | Silva, 2025
o

irreversivel a proteinas, enquanto o Oi/ Red O uma especificidade unica para goticulas lipidicas,
porém sem grandes resultados ao avaliar as células de melanoma. O Poncean S, apesar da menor
intensidade de coloragdo, ofereceu algumas vantagens como a observacao de células tumorais em
esfregacos tumorais. O Azul de Bromofenol ¢ util para detectar heterogeneidade das células de
homogeneizado tumoral, principalmente por determinar as hemadcias presentes. Por fim, a
Curcumina destaca-se pela baixa toxicidade e pelas imagens as quais podem ser observadas o
processo de proliferacao das células tumorais em crescimento em placa de cultivo, e a diferenciagao
das células tumorais das outras células do estroma tumoral. Essa diversidade de propriedades
demonstra que a inimeros corantes podem ser escolhidos uma vez que alinhados aos objetivos
experimentais ou clinicos. Considerando nao apenas a especificidade molecular, mas também a

viabilidade econémica e a redugao do uso de corantes de grande toxicidade celular e ecolégica.
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RESUMO

A motilidade celular, que inclui os processos de migracao e invasao, desempenha papéis centrais
em diversos eventos fisiolégicos e patoldgicos, como a formacio de tecidos durante o
desenvolvimento embrionario, a cicatrizacdo de feridas e a metastase tumoral. Esses fenémenos
envolvem mecanismos complexos nos quais a célula coordena alteragdes morfologicas, adesao ao
substrato, reorganizacdo do citoesqueleto e resposta a estimulos quimicos e mecanicos do
microambiente. A analise da motilidade celular pode variar conforme a perspectiva dimensional
adotada, evidenciando a complexidade das interacGes entre as células e seu entorno. Sob uma
perspectiva unidimensional, observa-se a predominancia da interagdo célula-matriz, permitindo
compreender como a for¢a de tragdo, a polaridade celular e a remodelacio do citoesqueleto
direcionam a passagem da célula por barreiras restritas. Em contextos bidimensionais, as células
estabelecem simultaneamente interagdes célula-célula e célula-matriz, destacando a importancia da
adesdao cooperativa, da comunica¢ao intercelular e da remodelagio da matriz na promogao da
migracdo e invasao coletiva. Na perspectiva tridimensional, que reflete mais fielmente o
microambiente in vivo, barreiras fisicas, sinais quimicos, propriedades topograficas e a
heterogeneidade celular modulam diretamente a plasticidade e a dire¢ao da migragao, incluindo
estratégias adaptativas como a migragao lobopodial e o pistaio nuclear. Com o objetivo de
aprofundar a compreensdo desses processos, este trabalho realizou uma revisio de estudos
recentes, enfatizando a relevancia das interagdes célula-célula e célula-matriz na regulacio da
motilidade e da invasio. Os resultados ressaltam a importancia de considerar as diferentes
dimensoes desses fendmenos, destacando suas implicagdes na progressao tumoral, na disseminagao
metastatica e no desenvolvimento de estratégias terapéuticas capazes de modular de forma precisa
a migracao e a invasao celular em contextos patologicos.

Palavras-chave: Motilidade celular. Invasao e migracao. Metastase.
ABSTRACT

Cell motility, which encompasses migration and invasion processes, plays a central role in several
physiological and pathological events, including tumor metastasis, tissue formation during
embryonic development, and wound healing. These processes represent complex mechanisms in
which the cell must coordinate morphological changes, adhesion to the substrate, cytoskeletal
reorganization, and response to chemical and mechanical stimuli from the microenvironment. The
analysis of these phenomena can vary depending on the dimensional perspective adopted,
highlighting the complexity of the interactions between cells and the microenvironment during
migration and invasion. From a one-dimensional perspective, cell-matrix interactions predominate,
allowing us to understand how traction force, cell polarity, and cytoskeletal remodeling direct cell
passage through restricted barriers. In two-dimensional contexts, cells simultaneously establish cell-
cell and cell-matrix interactions, highlighting the importance of cooperative adhesion, intercellular
communication, and matrix remodeling in promoting collective migration and invasion. The three-
dimensional perspective reflects the in vivo microenvironment, in which physical barriers, chemical
and topographical signals, and cellular heterogeneity directly influence plasticity and the direction
of migration, including adaptive strategies such as lobopodial migration and the nuclear piston. To
deepen our understanding of these dimensions, this work reviewed recent studies, emphasizing the
relevance of cell-cell and cell-matrix interactions in regulating motility and invasion. Finally, this
review highlights the importance of considering the different dimensional aspects of these
processes, highlighting their implications for tumor progression, metastatic spread, and the
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development of targeted therapeutic strategies capable of precisely modulating cell migration and
invasion in pathological contexts.

Keywords: Cell motility. Invasion and migration. Metastasis.

1 INTRODUCAO

A migracao e a invasao celular sdo processos biolégicos fundamentais que desempenham
papéis cruciais na formacdo, reparagio e manuten¢dao de tecidos. Durante o desenvolvimento
embrionario, as células migram para formar estruturas especificas; na cicatriza¢ao de feridas,
deslocam-se para reparar tecidos danificados; e, na homeostase tecidual, substituem células mortas
ou comprometidas. Entretanto, esses mesmos processos, quando desregulados, estio intimamente
relacionados a progressao tumoral, especialmente a metastase, em que células cancerigenas se
disseminam do tumor primario para tecidos distantes, originando novos focos malignos (Kenney
et al., 2023; Merino-Casallo ez al., 2022).

Do ponto de vista molecular, mutagdes em genes supressores tumorais constituem
eventos-chave para a iniciagdo e evolugao das neoplasias, uma vez que promovem proliferacio
celular desregulada e impactam diretamente a motilidade celular (Liu e7 a/., 2024). Nesse cenario, a
invasio tumoral configura a etapa inaugural da cascata metastatica, possibilitando que células
atravessem a membrana basal e se infiltrem em tecidos adjacentes. Esse processo pode ocorrer por
dois padroes principais: a migracao individual ou a migracao coletiva (Novikov e7 a/., 2021).

A progressdo para metastase, considerada uma das marcas registradas do cancer, esta
fortemente associada a perda de E-caderina, uma glicoproteina essencial para a adesao célula-célula
(Hanahan; Weinberg, 2011). A redugdo dessa molécula desencadeia alteraces fenotipicas que
favorecem a transi¢ao epitélio-mesenquimal (EMT), processo no qual células epiteliais adquirem
caracteristicas mesenquimais, o que amplia sua capacidade invasiva, confere resisténcia a apoptose
e potencializa a disseminacao tumoral (Fares ez al., 2020).

A luz dessas evidéncias, diversos estudos experimentais tém se dedicado a investigacio da
motilidade celular, buscando elucidar os mecanismos que regulam a metastase. As interacoes
dinamicas que ocorrem durante os processos de migracdo e invasao podem ser exploradas em
diferentes contextos dimensionais — unidimensionais (1D), bidimensionais (2D) e tridimensionais
(3D). Nesse sentido, o presente trabalho propoe-se a realizar uma revisao bibliografica com o
objetivo de sintetizar e discutir os parametros celulares e as barreiras microambientais que
modulam a migra¢ao e a invasio em diferentes dimensoes, oferecendo, assim, uma compreensao

integrada desses fendomenos biolégicos complexos.
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2 MATERIAL E METODOS

Este trabalho adota a metodologia de revisao bibliografica narrativa, cujo objetivo principal
¢ reunir, analisar e discutir acerca das perspectivas dimensionais da invasiao e migragao, sob a otica
das células tumorais e suas interacdes. A busca dos artigos foi realizada em plataformas de dados
cientificos reconhecidos, PubMed e SciElo abrangendo publica¢oes dos dltimos cinco anos (2020-
2025). Para a pesquisa, empregaram-se os descritores: “ce// migration and invasion dimensions”, “1D cell
mgration and invasion’”, ““2D cell migration and invasion”, ““3D cell migration and invasion” .

Para assegurar a relevancia metodologica, uma selecdo criteriosa de artigos foi realizada.
Excluiu-se trabalhos nao indexados, resumos de conferéncias, relatorios de instituicbes e materiais
de divulgacdo. Também nao foram incluidos textos de carater secundario ou de escopo tangencial
ao tema, a exemplo de monografias, dissertacdes, capitulos de livros, editoriais e comentarios.
Foram priorizados estudos originais e revisdes que abordassem especificamente os mecanismos
celulares e as intera¢Ges com barreiras microambientais no processo de invasao e migracao tumoral,
excluindo trabalhos voltados unicamente para o desenvolvimento de modelos experimentais.

Inicialmente, foram identificados 821 artigos, os quais passaram por uma analise criteriosa
de titulos e resumos. Em seguida, foram selecionados aqueles que abordavam de forma direta as
perspectivas dimensionais da migracio e invasio celular. Finalmente, apos leitura integral e
avaliacdo de relevancia, 20 artigos foram considerados adequados e compuseram o corpo de
evidéncias desta revisao, sendo utilizados como base para a discussdao e elaboracio do presente

trabalho. A plataforma de design Canva foi utilizada para a confec¢ao da figura anexada.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

As interagoes que ocorrem durante os processos de migragao e invasao celular podem ser
analisadas sob uma perspectiva dimensional, considerando tanto a quantidade quanto a
complexidade das relagcbes entre a célula e o microambiente. Esse microambiente envolve
interacOes célula-célula, célula-matriz e as barreiras fisicas e quimicas presentes nos tecidos (Le;
Mayor, 2023). Sob uma perspectiva unidimensional (1D), em que a célula interage exclusivamente
com a matriz extracelular (MEC), seu deslocamento ¢ restrito a uma tnica direcao espacial (Louis
et al., 2020).

A avaliagdo da motilidade celular em condigbes unidimensionais representa, portanto, uma
estratégia essencial para caracterizar tanto a velocidade de deslocamento quanto a forga de tragao
exercida diante de barreiras fisicas. O confinamento em 1D, conforme discutido por Heyn, Radler

e Falcke (2024), constitui um modelo experimental simplificado que possibilita a analise detalhada
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da morfologia e dos padroes dinamicos de movimento. Nessa configuracio, as células concentram
a aplicagao de forgas de tragao nas regides anterior e posterior, refletindo uma adaptagao especifica
ao ambiente restrito e permitindo compreender as bases mecanicas da migragao celular.

Contudo, a invasao em condi¢Oes unidimensionais nao deve ser entendida como um evento
binario, limitado a transposicao ou nao da barreira. Trata-se, antes, de um processo dinamico e
continuo, em que células individuais — ou mesmo populagoes celulares — direcionam energia e
mecanismos adaptativos para modificar progressivamente a estrutura da barreira, tornando-a
gradualmente permeavel ao deslocamento (Azimzade, 2022).

A medida que se avanga para uma perspectiva bidimensional (2D), a célula deixa de interagir
exclusivamente com a matriz extracelular e passa a estabelecer conexdes adicionais com células
vizinhas e com o microambiente em sentido mais amplo. Essa maior complexidade reflete-se na
integracao de multiplos sinais intra e extracelulares, muitos dos quais mediados por receptores
acoplados a protefna G. Esses receptores desencadeiam a polarizacio de mensageiros secundarios
e a ativagao espacialmente restrita de pequenas GTPases da familia Rho. Entre elas, Rac e Cdc42
desempenham papel central na indugdo da polimerizagdo de actina na borda anterior da célula,
promovendo a formacao de lamelipodios, enquanto RhoA atua na regido posterior, regulando a
contratilidade actomiosinica necessaria para a retracao e progressio do movimento (Pawluchin;
Galic, 2022).

Nesse contexto, as interacOes célula-célula durante a migracdo coletiva asseguram a
manutencao de conexoes intracelulares e favorecem o movimento coordenado. Essa cooperagao
funcional depende da integracao entre o citoesqueleto, a adesao ao substrato e a remodelacdo da
MEC, fatores indispensaveis para a invasao em grupo (Wu ez al., 2021).

Ja a perspectiva tridimensional (3D) aproxima-se mais do ambiente in vivo, onde barreiras
fisicas e sinais quimicos atuam simultaneamente e de forma integrada ao longo do processo
migratério. No organismo, as células nao se movem ao longo de trilhas simples ou superficies
planas, mas encontram-se imersas em uma matriz extracelular densa e heterogénea. Nessa
condigao, exibem heterogeneidade fenotipica e estabelecem interagdes complexas com a MEC,
sendo a auséncia de uniformidade estrutural um fator determinante para a eficiéncia e o padrao de
migragdo. Além disso, tecidos adjacentes, compostos por diferentes tipos celulares, regides
vascularizadas e protefnas de sinalizagdo, desempenham papel fundamental na comunicagio
intercelular e na integracio com o microambiente, modulando as respostas migratorias e invasivas

(Mierke, 2020).
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No ambiente in vivo, os tecidos estao frequentemente confinados, exigindo que a célula se
deforme para atravessar barreiras. Nesse processo, o nucleo pode ser deslocado para a regido
anterior pela contratilidade actomiosinica, gerando pressao intracelular suficiente para impulsionar
a célula adiante — um mecanismo denominado pistiao nuclear. Além de atuar como for¢a motriz,
o nucleo funciona como sensor mecanico, detectando deformacoes da matriz e ativando vias de
sinalizacao e respostas epigenéticas que modulam a polaridade e a diregao migratoria. Esse tipo de
migra¢ao, conhecido como lobopodial, ocorre exclusivamente em ambientes tridimensionais e ¢
caracterizado pela formagdo de protrusoes celulares que avangam pelo microambiente (Yamada ez
al., 2022).

Importante destacar que a orientagao da migracdo celular nio depende apenas de sinais
quimiotaxicos. Como ressaltado por SenGupta, Parent e Bear (2021), outros fatores
microambientais exercem papéis fundamentais, incluindo a haptotaxia (estimulos quimicos
presentes na superficie do substrato), a durotaxia (varia¢Ges de rigidez da MEC), a topotaxia
(caracteristicas geométricas e espaciais do microambiente) e até mesmo campos elétricos, todos
capazes de modular a diregio do movimento celular.

Entre esses mecanismos, a durotaxia se relaciona intimamente com a preparagdo pré-
migratéria da célula, mediada pela capacidade de perceber variagdes na rigidez da MEC. Esse
reconhecimento mecanico pode atuar como estimulo para a transicio epitélio-mesenquimal
(EMT), conferindo propriedades motoras adicionais e maior plasticidade. Como consequéncia, as
células passam a migrar por meio da formacao de protrusoes de actina que estabelecem adesoes
dinamicas ao substrato (Ventura; Sedzinski, 2022).

Além disso, no ambiente tridimensional, a comunicag¢ao intercelular ocorre nao apenas pela
liberagdo paracrina de citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento, mas também pela secre¢ao
de moléculas associadas a resposta ao estresse celular, capazes de modular as células-alvo de
maneira direta ou indireta (Zhang ef al, 2024). Dessa forma, as células no organismo precisam
enfrentar, de forma simultanea, desafios quimicos, mecanicos e topograficos que influenciam

diretamente sua capacidade migratoria.
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Figura 1 — Esquema ilustrativo das dimensoes de motilidade celular.
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Interacoes entre a matriz, célula e microambiente

Fonte: Os autores, 2025.

4 CONCLUSAO

A migracdo e a invasiao constituem processos dinamicos e altamente regulados, sendo
fundamentais tanto na fisiologia quanto na patologia, principalmente na progressio tumoral. A
analise sob perspectivas dimensionais permite uma melhor compreensio dos mecanismos que
governam a motilidade celular e suas interagdes com o microambiente.

Na perspectiva unidimensional, a célula interage predominantemente com a matriz
extracelular, revelando como a forga de tragao e a polaridade direcionam a passagem por barreiras
restritas. Em duas dimensoes, a migracao envolve simultaneamente interagdes célula-célula e célula-
matriz, destacando a importancia da adesao cooperativa, comunicagao intercelular e remodelacao
da matriz para a invasio coletiva. Por fim, a perspectiva tridimensional reflete o microambiente in
vivo, no qual barreiras fisicas, heterogeneidade celular e sinais quimicos e topograficos atuam de
maneira integrada, modulando diretamente a capacidade migratéria, a plasticidade celular e a
eficacia do processo invasivo.

A compreensao dessas distintas perspectivas dimensionais é fundamental para a

identificacdo de potenciais alvos terapéuticos no tratamento do cancer, uma vez que possibilita a
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intervengao estratégica em mecanismos que regulam diretamente a invasao e a disseminagdo de

células tumorais.
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RESUMO

Intmeros corantes celulares sao empregados em técnicas laboratoriais como: citologia, histologia,
imunohistoquimica, genética, entre outras. O uso destes corantes, ou determinado conjunto de
corantes, estao atrelados a quais informagoes o laboratério clinico ou de pesquisa necessita obter
de suas amostras. No geral, coloracGes apresentam protocolos e POP’s bem estabelecidos na
literatura, ou no dia a dia dos laboratérios. Tais coloragdes podem ser adaptadas e utilizadas
também para a avaliacdo de células mantidas em cultivo celular. Tais técnicas sio menos descritas
quando comparadas as classicas técnicas, como a histologia de tecidos parafinizados ou coloragao
de esfregacos sanguineos. Assim a inten¢ao deste capitulo de livro é de explorar as intera¢oes
quimicas de seis corantes (Agu/ do Nilo, Amido Black 10B, Leishmann, May Griimwald-Gienisa, 1 erde de
Malaguita e 1 ermelho Neutro) com determinadas biomoléculas ou estruturas celulares, e a finalidade
de cada corante como também a metodologia para coloracao de células aderidas em placa de pogos
ou garrafas mantidas em cultivo celular. Também exploramos a quantificacao dos corantes por
técnica espectrofotometria. A fim de deixar o capitulo mais didatico apresentamos imagens de
células de melanoma murino (B16FF10) apds coloragao com os seis corantes descritos.

Palavras-chave: Corantes. Citologia. Cultivo Celular. BI6F10. Viabilidade Celular.

ABSTRACT

Numerous cellular stains are used in laboratory techniques such as cytology, histology,
immunohistochemistry, genetics, and others. The use of these dyes, or a particular set of dyes, is
tied to the information that clinical or research laboratory needs to obtain in its samples. In general,
stains have well-established protocols in literature or in daily laboratory practice. These stains can
also be adapted and used to evaluate cells maintained in cell culture. These techniques are less well-
described than classic techniques, such as the histology of paraffin-embedded tissues or staining of
blood smears. Therefore, the intention of this book chapter is to explore the chemical interactions
of six dyes (INile Blue, Amido Black 10B, Leishmann, May Griimwald-Giemsa, Malachite Green, and Neutral
Red) with specific biomolecules or cellular structures, as well as the purpose of each dye, as well as
the methodology for staining cells adhered to well plates or bottles maintained in cell culture. We
also explored the quantification of dyes using spectrophotometry. To make the chapter more
educational, we present images of murine melanoma cells (B16F10) after staining with the six dyes
described.

Keywords: Dyes. Cytology. Cell Culture. BI6F10. Cell Viability.

1 INTRODUCAO:
A quantidade de reagentes quimicos que sdo capazes de interagir com biomoléculas

celulares é muito diversa. Estes reagentes corantes podem interagir com proteinas, lipideos, acidos
nucléicos, metais, entre outras biomoléculas ou estruturas celulares. O resultado final da coloragao
sao células com seus compartimentos corados, facilitando assim sua identificagiao e observagao em

microscopia 6tica ou fluorescente. Cada corante reage quimicamente de forma a gerar coloragdes
I
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unicas as quais podem destacar o nucleo, reticulos endoplasmaticos, mitocondrias, granulos,
membranas entre outras estruturas. A particularidade quimica de cada reagente corante nos permite
avaliar qualitativamente as estruturas celulares, a viabilidade celular e a formagao de agregados ou
colonias de células mantidas em cultivo celular. Em geral pouco empregada, esta a técnica de
quantificagao destes corantes através de espectrofotometria. Este processo de quantificagao da
viabilidade ou numero de células se deve ao fato que o reagente corante, que interage com as células,
¢ capaz de ser ecluido em solvente apropriado e posteriormente ser medido
espectofotometricamente.

Entre os mais diversos corantes laboratoriais citaremos os que apresentam resultados
significativos em cultivo celular, o qual é relativamente diferente que as coloragées citolégicas ou
histologicas de tecidos. Dentre os corantes citaremos: o Azul do Nilo, o Amrido Black 10B, Leishmann,
May Griimwald-Giemsa, V'erde Brilhante de Malaguita e 1 ermelbo Neutro, como também Co-coloracoes
de Leishmann seguido de Azul do Nilo. Para melhor compreensao e observagao das coloracoes
traremos: a descricao do mecanismo de rea¢ao de cada corante e qual sua finalidade, especifica¢oes
técnicas de como proceder a coloracao de células aderidas em garrafas ou placas de pogos de cultivo
celular, a quantificagao espectofotometrica dos corantes. como também apresentamos imagens de

células B16FF10 observadas em microscopia 6tica apds coloragio.

2 AZUL DO NILO (NILE BLUE)

O corante Azul do Nio, com nomenclatura quimica (IUPAC): 9-
(dietilamino)benzo|a]fenoxazin-5-ona (CxHisN>O»), ¢ uma benzofenoxazina capaz de interagir
com lipidios. Sendo assim, considerado um corante catiénico basico, utilizado na histologia para
identificar e localizar depésitos lipidicos em células e tecidos (MARTINEZ ef al., 2016). Como seu
proprio nome ja diz, ao interagir com lipideos de células acaba for gerar uma intensa coloragao azul
real. Interessantemente, devido sua configuracao quimica (estrutura triciclica, grupo dietilamino e
grupo cetona), ao interagir com biomoléculas é capaz de emitir fluorescéncia. Mais especificamente
em células, o Azul do Nilo interage com deposi¢Oes lipidicas internas ou com as membranas
celulares. Quando em concentragoes baixar (aproximadamente 0,01%) em células vivas, o corante
pode distinguir células viaveis das células inviaveis. Isto se deve ao fato de células inviaveis facilitar
a entrada do corante, enquanto as células viaveis apresentam mecanismos de evitar a entrada
completa do corante, o qual se localiza em estruturas especificas dentro da célula (LIN ez 4/, 1991).
Ja em células fixadas o corante perde sua funcdo na avaliagao da viabilidade celular, mas pode ser

util para estipular o numero de células presentes em um pogo de placa de cultivo celular.

-
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A técnica que aqui descrevemos ¢ exatamente para células aderentes (B16F10) fixadas com
paraformaldeido (PFA) a 4% por 10 minutos, para células mantidas em placa de 24 pogos sio
adicionados 400 pL. por pogo. O PFA 4% ¢ removido e sobre as células fixadas é adicionado 1 mL
do corante a 0,1% previamente diluido em 100 mL de etanol a 20%. O corante reage com as células
aderidas e fixadas por 15 minutos em temperatura ambiente. Apos este periodo ¢é realizada a
remocao do excesso de reagente que nao reagiu com as células, assim ¢ adicionado 1 mL de tampao
PBS (pH: 7,4) e removido, sendo essa etapa de limpeza repetido por quatro vezes até que 0 €xcesso
de reativo seja abolido. Apos esta etapa as células ja podem ser analisadas qualitativamente em
microscopia Otica (conforme apresentado na Figura 1-A). Para a realizagdo da quantificagio do
reagente que interagiu com as células do pogo, sio adicionados 750 pl. da solugao de elui¢do
(Etanol e Acido Cloridrico na proporcio de 1:1) o qual é gentilmente homogeneizado em cada
poco. A solugdo de elui¢ao remove o corante que interagia com as células e se torna colorida em
tom azulado, a qual ¢ analisada em espectrofotometro previamente zerado com a soluc¢ao de eluicao
(Branco) no comprimento de onda de 635 nm.

Como previamente citado, por se tratar de células fixadas o corante Azul do Nilo auxilia na
analise de células por microscopia 6tica, como também na quantificagdo do numero de células
presentes em cada pogo. Considerando que muitos tratamentos realizados em cultivo celular (i
vitro) sao capazes de levar a redugao da replicagao celular ou a propria morte celular, tais tratamentos
podem reduzir o numero de células no pogo a qual pode ser quantificada pela técnica
espectrofotométrica citada acima. Na Figura 1B damos um exemplo com peréxido de hidrogénio
(H203) a1 mM, o qual é capaz de causar dano oxidativo e reduzi o nimero de células BI6F10 em

cultivo celulat.

3 AMIDO BLACK 10B

O corante Amido Black 10B, com nomenclatura quimica (IUPAC): acido 4-amino-5-
hidroxi-3,6-bis[(4-nitrofenil)azo]-2,7-naftalenodissulfonico (C2H14NegNa;00S5), é um corante
azo-diazoico capaz de interagir com os aminoacidos das proteinas NETTLETON ef al., 1986). Os
grupamentos sulfonicos da molécula da a habilidade do Amido Black 10B de interagir com o grupo
amino dos aminoacidos das proteinas, com baixissima interacio com lipideos e acidos nucleicos.
Entretanto, pode interagir com proteinas basicas as quais estao altamente presentes nas proteinas
nucleares. Sendo assim, em células o corante tende a corar o citoplasma celular (alto conteudo
proteico), o nucleo de forma intensa (alta concentragao de histonas), e as membranas celulares que

-
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apresentam proteinas acopladas a membrana (SCHULZ ez a/., 1994). Em analises histologicas de
tecidos este corante ¢é utilizado para a observa¢ao de depdsitos proteicos. Uma vez que interage
com proteinas desenvolve uma coloragao azul-esverdeada.

A técnica de colora¢ao com Amido Black 10B em células previamente fixadas em PFA 4%
(10 minutos) se inicia pela adi¢ao de 1 mL de corante na concentracao de 0,1% (diluido em solugao
a 45% de metanol, 10% acido acético, diluidos em agua destilada). O corante reage com as células
por 15 minutos a temperatura ambiente. Apos este perfodo ¢é realizada as etapas de lavagem do
excesso do corante pela adicdo de 1 ml de PBS (pH: 7,4) repetindo por quatro vezes para a
remogao de corante que nao interagiu com as células. LLogo apos as etapas de lavagens as células ja
podem ser observadas em microscopia 6tica de forma qualitativa (conforme apresentado na Figura
2B). Para a realizagio da quantificacio do corante que reagiu com as proteinas celulares ¢é
adicionado em cada pogo de cultivo 750 uL. de solucdo de elui¢io (Etanol a 70%) o qual é
gentilmente homogeneizado para a remocao do corante das células. A solucio de eluiciao vai
adquirir uma fraca tonalidade azul, a qual pode ser quantificada em espectrofotometro, zerado
previamente apenas com a solugdo de elui¢dao, no comprimento de onda de 625 nm.

Semelhante ao Azul do Nilo, o Amido Black 10B pode ser utilizado para estipular os niveis
celulares presentes no po¢o/garrafa de cultivo. Entretanto, ndo podemos esquecer que proteinas
extracelulares secretadas pelas células, como também restos de proteinas depositadas proveniente
de células mortas podem se manter no pogo da placa de cultivo celular. Neste sentido, para a
estipulacdo de nimero de células por poco, o Azul do Nilo apresenta vantagens. Por outro lado,
na avaliacdo geral de proteinas no poco o Amido Black 10B ¢ uma 6tima técnica quando utilizada

como apoio de outras técnicas. Na Figura 1-B apresentamos as células B16F10 coradas com Amido

Black 10B.

4 LEISHMANN
O corante de Leishmann na realidade é uma mistura de dois componentes sendo eles: (1)

a FEosina Y, de nomenclatura quimica (IUPAC): 2'4'5'7'-tetrabromofluoresceina

(C20HeBryNaOs); ¢ (2) o Azul de Metileno, de nomenclatura quimica (IUPAC): 3,7-
bis(dimetilamino)fenotiazin-5-io (C16H1gCIN3S), podendo conter alguns produtos de oxidagao
como as moléculas Azure A, Azure B e Azure C (GAJENDRA ¢/ 4/, 2015). Em tese a Eosina age
como componente acidofilo, assim interagindo com estruturas basicas (cationicas), levando a
formacao da coloragao roseada do citoplasma e granulos eosinéfilos (avermelhados). Ja o Azul de

Metileno age como componente baséfilo, interagindo com estruturas acidas (anionicas), formando
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a coloracdo azulada dos nucleos e dos granulos basofilicos. O corante de Leishmann ¢ muito
utilizado para a coloragao de esfregacos sanguineos e a identificagao e diferenciagao dos leucdcitos
sanguineos, como também para a identificagao de parasitas (protozoarios), sendo o padrio ouro
para a analise de Plasmodium sp. (malaria), e para a Leishmaniose e Tripanossomiase.
Interessantemente, o corante de Leishmann apresenta efeito metacromatico, podendo assim
interagir com diferentes moléculas celulares e formar um diferente espectro de cores diferentes
(SIDHARTHAN ez al., 2025). Células B16F10 apresentam granulos de melanina, uma vez que sao
uma linhagem de melanoma (cancer de melandcitos), podem tais granulos nao de dificil observagao
em microscopia Otica. Neste sentido, o corante de Leishmann, por apresentar este efeito
metacromatico é capaz de corar as células B16F10 de forma classica, mas também ser possivel a
observagao dos granulos de melanina na colora¢ao acinzentada.

Para a realizagao da coloragao de Leishmann, as células sdo previamente fixadas nos pogos
ou garrafas de cultivo celular com PFA a 4% por 10 minutos. Um ponto positivo da colora¢do de
Leishmann é sua rapidez quando comparado com outros corantes semelhantes como MG/ Giensa
(a qual necessita de duas a trés vezes mais tempo de coloragiao). Assim, 0,1g do corante de
Leishmann ¢ dissolvido em 100 mlL. de metanol. Sobre as células em placa de 24 pogos, sao
adicionados sobre cada pogo 1 mL da solugdo corante por 15 minutos a temperatura ambiente.
Apbs o tempo de coloragao, cada pogo é lavado com PBS (pH 7,4) por quatro vezes para a remogao
do excesso de corante. Ao remover o excesso de corante, as células coradas ja podem ser
observadas diretamente, ou com auxilio de 6leo de imersao, no microscopio 6tico. Apresentado na
Figura 1-C, estao as células B16F10 coradas, podendo ser observado os granulos citoplasmaticos
corados de acinzentado. A observacio da presenca de granulos de melanina em células de
melanoma ¢ de interesse uma vez que a concentragao de melanina pode estar relacionada com a

malignidade das células de melanoma em investigacgao.

5 MAY GRUNWALD-GIEMSA

Semelhante ao corante Leishmann, o corante MGG consiste em duas coloragoes
subsequentes sendo elas inicialmente o May Grinwald (MG) e posteriormente o Giemsa (G).
Quimicamente o corante MG ¢ constituido de: Eosina Y (2',4',5',7'-tetrabromofluoresceina) e Azul
de Metileno (3,7-bis(dimetilamino)fenotiazin-5-io0). Ja o corante Giemsa é mais complexo, sendo
uma mistura de: Azure A (3-amino-7-(dimetilamino)fenotiazin-5-io), Azure B (3-(dimetilamino)-7-
aminofenotiazin-5-io), na propor¢ao de 35% e 65%, respectivamente. Além disso, contém Glicerol,

o qual atua como estabilizante da solucio (evita a sedimenta¢ao de granulos do reagente), ¢ aumenta
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a penetracao do corante nas células (GUNAWARDENA ez 4/, 2022). Em relagdo as biomoléculas,
segue o raciocinio do corante de Leishmann, com corantes acidéfilos e baséfilos (GAJENDRA ez
al., 2015). Porém os corantes Leishmann e MG-Giemsa apresentam diferengas importantes, o
primeiro é o tempo necessario para a coloragao onde o Leishmann despende menos tempo de
coloracao quando comparado com a coloracio de MG-Giemsa. A segunda diferenca é os detalhes
revelados pela coloracio de MGG a qual é mais sensivel para pequenas modificagoes celulares
como inclusbes internas, imaturidade celular, diferenciando com maior facilidade precursores
hematopoiéticos. Porém tais efeitos positivos em geral estdo relacionados a analise de esfregagos
sanguineos ou de medula 6ssea, ndo sendo necessariamente observados em outras células como ¢
o caso das células B16FF10 mantidas em cultivo celular. Mas utilizamos ele principalmente como
comparativo a analise do Leishmann.

Para a coloracio de MGG em células aderidas em placas de cultivo celular (24 pogos), nao
¢ necessario a realizacao de fixagdo com PFA a 4%, uma vez que o corante MG ja tem forte
habilidade de fixar células. Porém, a realizacido da fixagdo previa com PFA 4% nio altera a
coloragao com MGG. Assim, nas células aderidas sio adicionados 0,5 mL do corante MG por 3
minutos, e a seguir ¢ adicionado 0,5 mL de PBS (pH 7,4) por mais 3 minutos. O corante é removido
do pocgo, e a seguir ¢é adicionado 1 mL do corante Giemsa o qual reage com as células por 15 min
a temperatura ambiente. Apds a coloragao é realizado quatro lavagens com PBS (pH: 7,4) para a
remoc¢ao do excesso ou precipitados de corante dos pog¢os. As células ja podem ser analisadas em
microscopia 6tica com ou sem auxilio de 6leo de imersao. Na Figura 1-D apresentamos a coloragao

por MGG das células B16F10 mantidas em placas de 24 pogos.

6 VERDE DE MALAQUITA

O corante Verde de Malaquita, pode representar o Cloreto de Verde de Malaquita (com
peso molecular de 364,91 g/mol) ou o Oxalato de Verde de Malaquita (com peso molecular de
927,02 g/mol). Aqui citaremos o Oxalato de Verde de Malaquita, com nomenclatura quimica
(IUPAC) Bis[4-[[4-(dimetilamino)fenil]fenilmetileno|ciclohexa-2,5-dien-1-ilideno] dimetilaménio
oxalato ((C23Hz25N3)2 C2H,0y4), sendo um corante da classe dos trifenilmetanos. Uma vez em
solu¢do este corante pode interagir com proteinas de carater acido (alta concentracao de
aminoacidos como glutamato e aspartato), polissacarideos acidos (glicosaminoglicanos e mucinas),
e moléculas de DNA ou RNA devido aos grupamentos fosfatos carregados negativamente. O

corante também tem a caracteristica de interagir com moléculas hidrofébicas, como membranas

celulares (fosfolipidicas), organelas e proteinas hidrofébicas (YERRAMILLI; KIM, 2018). Mais
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especificamente em células, o corante desenvolve uma coloracdo verde intensa, levando a nucleos,
nucléolos e mitocondrias bem evidenciadas em verde, além disso mucos intracelulares ou
extracelulares podem ser corados também. Importante de nota esta a toxicidade deste corante, o
qual até pode ser utilizado como antimicrobiano e antiparasitario veterinario, porém com uso
restrito devido ao perigo de bioacumulagao em tecidos. Sua toxicidade pode levar a dano de
membranas, DNA, e disfuncionalidade das organelas responsaveis pela respiragao celular (CULP
et al., 1996; FARHADIAN et al., 2022).

O Verde de Malaquita como corante pode ser util na investigacao de células produtoras de
mucos como também na investigagao de viabilidade celular ou nimero celular. Para avaliacdo de
mucos ou nimero celular total apenas se avalia a coloragdo com o reagente, ja para a determinagao
de viabilidade celular é importante que o corante seja dissolvido em tampao ou meio de cultivo
apropriado a células a serem avaliadas. Descreveremos aqui a técnica basica para avaliagdo de
mucos ou numero celular: 0,5g do corante ¢ dissolvido em 100 mL de 4gua destilada (para melhor
dissolucao do corante ¢ recomendavel manter em agitacio de 30 minutos a 1 hora). Acima de
células fixadas com PFA 4% sio adicionados 1 ml. do corante solubilizado por 15 minutos a
temperatura ambiente. A seguir ¢ realizada a remogao do corante e seguido o processo de lavagem
de excessos com quatro repeticoes com PBS (pH 7,4). As células podem ser observadas em
microscopia com ou sem 6leo de imersdao. Na Figura 1-E apresentamos células B16F10 coradas

com Verde de Malaquita.

7 VERMELHO NEUTRO

O corante Vermelho Neutro tem nomenclatura quimica (IUPAC): 3-amino-7-
dimetilamino-2-metilfenazina (C15H17CINy). E um corante catidnico, da classe das fenazinas. O
corante tem a habilidade de interagir fortemente com biomoléculas de carater acido, corando assim
levemente os nucleos celulares, mas intensamente organelas acidas como é o caso dos lisossomos
ou vacuolos acidos (ATES et al., 2017). Mais especificamente, nas moléculas acidas presentes
dentro dos lisossomos, o corante fica protonado e consecutivamente nao escapa da organela. Este
corante pode ser utilizado em forma concentrada para destacar tais estruturas em células fixadas,
ou diluido em tampao ou meio de cultivo celular para avaliar a viabilidade celular (principalmente
via viabilidade lisossomal, como de outras organelas). Entre os corantes que avaliam a viabilidade
celular o Vermelho Neutro apresenta alta relevancia, sendo utilizado para a avaliagao da toxicidade

de compostos e farmacos 7 vitro (REPETTO et al., 2008).
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Descreveremos a técnica para avaliagdo da viabilidade celular pelo corante Vermelho
Neutro em células B16F10 mantidas em placa de 24 pogos. Assim o corante Vermelho Neutro ¢
diluido em meio de cultivo DEMEM com 10% de soro fetal bovino a uma concentracao final de
0,4% de Vermelho Neutro. O meio de cultivo das células aderidas em cada pogo é removido
completamente, e acima destas ¢ adicionado o corante diluido em meio de cultivo. As células sao
mantidas a 37°C em incubadora de cultivo celular por 4 a 5 horas. Neste perfodo células viaveis
captam e retém o corante em suas organelas dcidas, como os lisossomos, enquanto células inviaveis
(ou em disfuncio celular) ndo retém completamente o corante. Ap6s o periodo de incubagdo, o
corante ¢ removido e as células sao lavadas gentilmente (pois ndo sao células fixadas, mas sim
aderidas) duas vezes com PBS (pH 7,4). As células podem ser observadas em microscépio 6tico,
onde se observam as organelas acidas em coloragao avermelhada. A quantificagao da viabilidade
ocorre pela avaliagao espectrofotométrica do corante retido nas células viaveis, o qual é eluido com
adicio de 1 mL da solucio de Etanol/Acido Acético na proporcio 1:10 e gentilmente
homogeneizado por 10 minutos. A solugao eluida ¢ quantificada em espectrofotémetro zerado
com solucio de elui¢ao pura no comprimento de onda de 540 nm. Na figura 1-F apresentamos as

células B16F10 ap6s 5 horas de incubagao com corante Vermelho Neutro.

Figura 1 — Coloragbes de células B16F10 previamente mantidas em cultivo celular. A) Azul do Nilo;
B)Amido Black 10B; C) Leishmann; D _ere de Maa_ uita; EYMG-Giemsa; F) Vermelho Neutro
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8 LEISHMANN SEGUIDO DE AZUL DO NILO

A coloragio de Leishmann seguido de co-coloragio com Azul do Nilo serve para a
facilitagio na identificacio das células, ou mais especificamente das organelas destas células.
Enquanto o Leishmann demarca as células aderidas em garrafa de cultivo celular o Azul do Nilo
intensifica a essa demarcag¢io, como também destaca células inviaveis ou em estresse celular.
Células mortas podem ficar fixadas junto com células viaveis no processo de fixacao por PFA ou
outros fixadores. Porém, células inviaveis e vidveis se tornam indistinguiveis sem coloragdes
especificas, neste sentido a coloragao de Leishmann seguido do Azul do Nilo pode ser de grande
auxilio. Além disso, entre as células viaveis incluem-se células saudaveis e células danificadas ou em
estresse celular. Nesta co-coloragao, fica mais facil de observar alteragdes celulares presentes em
células estressadas, como por exemplo inclusGes nucleares ou a alta presenca de vacuolos
citoplasmaticos.

Para a realizacdo desta técnica, as células aderidas e fixadas com PFA 4% por 10 minutos
inicialmente sao coradas com 1 mL do corante Leishmann por 15 minutos a temperatura ambiente,
o corante é removido e em seguida é adicionado 1 mlL do corante Azul do Nilo por 10 minutos a
temperatura ambiente. Apos o periodo de coloragio, as células sao lavadas para a remover o
excesso de corantes por quatro lavagens consecutivas com PBS (pH 7,4). As células podem ser
analisadas ao microscopio com ou sem auxilio de éleo de imersao. Na Figura 2 -A apresentamos
as células B16F10 cultivadas em ambiente estressante (sem renovacao de meio de cultivoe com pH
acido) coradas com Leishmann seguido de Azul do Nilo, onde se observa células inviaveis (azul
claro) e células viaveis (azul escuro). A Figura 2-B se observa inumeros vacuolos citoplasmaticos e

e pigmentag¢ao de cromatina, achados comuns de células sob estresse ou dano celular.

-
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Figura 2 — Colorag¢bes de células B16F10 mantidas em cultivo celular em microambiente de estresse
celular. A) Aumento de 20x; B) Aumento de 50x.

a4 N N T
< A S\ U s
Fonte: autores (DOLESKI e SILVEIRA, 2025).

9 CONCLUSOES FINAIS

Diversos corantes com diferentes mecanismos de interacdo com biomoléculas sio
encontrados na literatura cientifica. Esta gama de corantes auxilia a identificar diferentes estruturas
celulares nas avaliagoes citologicas. Aqui descrevemos especificamente cinco corantes diferentes,
os quais apresentam relevancia na avaliacao de células aderidas ao fundo dos pogos de placas ou
garrafas utilizadas em cultivo celular. Destacamos aqui que o uso de uma, ou mais de uma, das
técnicas aqui descritas reforcam a observagao de resultados de indugdes ou tratamentos testados
vitro no cultivo celular. A ideia de quantificar espectrofotometricamente os corantes que reagem
com as células acabam por dar resultados mais confiaveis do que apenas as imagens microscépicas
qualitativas. Levando a resultados com maior fator de impacto, uma vez que habilitam os
pesquisadores a realizarem estatistica com as absorbancias obtidas. As técnicas aqui citadas sao
simples e de bom custo-beneficio quando comparadas com técnicas fluorescentes, por exemplo.
Entretanto, ¢ importante salientar que tais técnicas necessitam de cuidados técnicos devido seus
possiveis efeitos toxicos aos profissionais e a0 meio ambiente, sendo imprescindivel o descarte

quimico consciente.
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