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I.Introducdo.

No estudo de insetos surgem Ifrequentemente dificuldades duran-
te os trabalhos morfologicos e principalmente histologicos e microa-
natomicos. Empregam-se métodos que de maneira nenhuma sao indi-
cados para insetos porque foram aprovados no homem, outros verte-
brados e avertebrados nao podendo ser aplicados no organismo total-
mente diferente dos insetos. Como nota-se cada vez mais a falta de
um resumo sobre os meétodos de trabalho na histologia e microanato-
mia entomologica pelos especialistas interessados, tentamos pela pre-
sente de apresentar uma publicacao com esta finalidade.

As particularidades mais interessantes dos insetos que diferem-nos
na comparacao dos outros grupos do reino animal sdo: a) a cuticula
quitinosa que inclul sem interrupcao o organismo inteiro e a qual é
frequentemente reforcada e endurecida por incrustacoes, b) a falta
de um sistema circulatorio completo, ¢c) a auséncia de uma ligitima
cavidade abdominal, d) a falta de tecido conjuntivo no sentido mais
amplo pelo que a localisacao dos o6rgaos nao estda fixada na cavidade
aqul chamada mixoceloma (esta deficiéncia é compensada em parte
funcionalmente pelas traquéias), e) a reacao histoquimica dos tecidos
frequentemente diferente, f) a presenca de 6rgéaos que faltam nos ou-
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tros grupos e que frequientemente sao tao minusculos que um estudo
isolado encontra as maiores dificuldades.

Os metodos descritos em seguida sdo experiéncias do laboratorio
que foram aprovados sistematicamente e aplicados com resultados
satisfatorios nos laboratérios do Instituto Zoolégico da Universidade de
Bonn (Alemanha) e do Instituto Oswaldo Cruz no Rio de Janeiro (Bra-
sil) . No correr do tempo as diferentes manipulacoes foram limitadas
no seu tempo de duracao que os valores indicados representem sem-
pre o minimo. No emprego destes métodos deve-se proceder com a
major exatidao observando fielmente as prescricées. E de maxima im-
portancia de utilisar-se de substincias purissimas, controlar as com-
binacoes como também observar constantemente as diversas manipu-
lacoes como fixacdo, deshidratacdo e coloracdo. Trata-se em parte de
metodos novos, em parte de modificacoes de antigos métodos ou de
outros que sao empregados em grupos de outros animais e mostravam-
-se aproveitaveis com certas modificacoes também para insetos.

Os diversos meétodos, prescricoes e indicacdoes sdao resumidos em
diversos grupos, mesmo obedecendo a uma enumeracdo continua po-
dendo assim esta ser aumentada mais tarde se isto for necessario.
Desta maneira uma boa orientacdo em forma de indice é conseguida

como ROMEIS empregou a na sua excelente obra sébre a microscopia
técnica.

II. Prescrigcoes da preparacao.

1. Quando trata-se de material para cole¢oes ou de investigacoes
das partes quitinosas no sentido mais amplo bastam para sacrificar os
insetos os gases de éter, cloroférmio, ciancali, eventualmente benzol
entre outros. Estes meios causam uma contracdo dos musculos que
pode ser prejudicial nos insetos membranosos (larvas, apterigotas etc.) .

2. Como estes meios (principalmente o cloroférmio) provocam
uma deshidratacao forte nas membranas intersegmentais, os insetos
tornam-se frageis o que dificulta a sua montagem. Neste caso é pre-
ferivel de empregar éter acético, pois estas desvantagens diminuem
assim devido do acido acético livre.

3.  Nos trabalhos histolégicos torna-se fregilentemente necessario
um descanso da musculatura para conseguir as medidas e estruturas
naturals. A atonia desejada pode ser conseguida antes da fixacdo com
uma lavagem do inseto com extrato de “kava-kava” no que deve-se ob-
servar que o liquido injetado sai normalmente se nio podem surgir
dilatagcoes devido a pressio aumentada:

a) narcose do inseto com éter ou outros meios,

b) injetar imediatamente o extrato de “kava-kava’” cuja acido de-
ve ser de 10 a 15 minutos,

¢c) injetar em seguida o fixador,

d) prosseguimento segundo os métodos de fixacao abaixo descritos.
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Solucao: 1. Extrato de kava-kava”: Misturar 125 cm?® soluto
1sotonico de 80° com 7,5 g de p6 de “kava-kava”. Depois de resfriar
até 37° adicionar uma pequena porcao de diastase (dissolvido no mes-
mo soluto). Deixar permanecer 2,5 horas a 37° e filtrar. O extrato
nao podera ser conservado por muito tempo. 2. Soluto isoténico: 7,5 g
NaCl, 0,42 g KCl, 0,21 g CaCl. 1000 cm® H.O (dist.). O CaCl, deverj
ser adicionado somente depois da dissolucao dos outros sais para
evitar a formacdo de carbonato de calcio insoluvel. O soluto nao
podera ser conservado durante muito tempo.

4. No caso se for impossivel a lavagem do inseto, podera o mes-
mo, narcotisado e aberto, ser colocado durante 15 minutos num ex-
trato de ‘“kava-kava’.

0. No caso que nao for empregado o extrato de “kava-kava”
0 inseto sacrificado com éter, cloroférmio etc. deve descancar um pouco
antes da fixacao (10 minutos os insetos menores e 20 minutos os maio-
res) até diminuir a contracao inicial. Sera facil de dobrar as extre-
midades. Em seguida fixacao.

6. Exame da superficie. Um exame direto com binocular ou ‘“ul-
tropak” ou com luz transparente € muitas vézes imapraticavel por cau-
sa do brilho ou da coloracao etc. Neste caso o preparo de réplicas é
necessario. Aplica-se na superficie cuidadosamente limpa uma cama-
da fina de um soluto de celulose, de colofonio ou coldédio. 5 a 10 mi-
nutos apos esta camada secou ela pode ser deslocada facilmente. Esta
réplica representa uma reproducao fiel da superficie que pode ser ana-
lisada no microscopio. Esta reproduc¢ao torna-se mais plastica quando
projetamos em seguida em alto vacuo e com angulo bem agudo vapo-
res metalicos (shadow-casting).

Solucao: Dissolve-se celulose no meio como cloroformio, éter ou
acetona diluindo a depois tanto que podera atingir todas as cavidades
e sulcos. A celulose deve ser absolutamente limpa e o meio de solucao
nao podera conter restos de agua sendo a réplica apresenta-se turva.

7. Deslocacao de escamas e cerdas. No caso que a superficie das
partes quitinosas estiver cheia de escamas, um deslocamento com pin-
cel ou pinca destroi freqiientemente estruturas finas. Neste caso apli-
ca-se um soluto viscoso de celulose. Uma vez séco o negativo é reti-
rado cuidadosamente deslocando-se assim as escamas e cerdas (even-
tualmente uma segunda aplicacao). Desta forma pode-se tirar as es-
camas totalmente das asas de lepidépteros delicadas e finas. Recomen-
da-se de empregar acetona devido a sua rapida evaporacao separando
e enrolando-se 5 a 15 minutos depois por si os negativos. Nas asas,
principalmente nas margens, deve-se tratar subseqlientemente apenas
pequenas partes para evitar destruicoes.

M.I1.O.C. — 17
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Solucdo: Preparo da solucdo de celulose como sob n.° 6.

8. Formas dos excrementos dos insetos. Para a demonstracao das
formas pelas dobras rectais sdo as mesmas, para obter preparacoes
permanentes, tratadas como segue:

a) secadas no banho maria ou na estufa,

b) colocadas em benzol durante 30 minutos a 2 horas de acordo
com o tamanho,

¢) transferidas para acetona durante 20 a 40 minutos,

d) deitadas durante um dia numa solucao, bem liquida de ce-
lulose (com uma consisténcia de glicerina),

e) secadas numa placa de vidro. Deve-se prestar atencao que
nao encontram-se gotas da solucao de celulose em baixo do
preparado. No caso que a solucao foi densa demais de forma
que ela passa sObre a parte externa, devem as formas ser la-
vadas rapidamente com acetona pura antes de secar.

Solucdo: Preparacao da solucao de celulose como sob n.° 6.

9. Coloracao dos anexos. No exame de escamas, cerdas e outros
anexos é frequentemente indicada uma coloracao quando € impossivel

entrar insuficientemente na estrutura mais fina com outros meios
Oticos (luz polarisada, microscopio contraste de fase) . Neste caso pre-
para-se a coloracao dos anexos in sito junto com a sua base.

10. Com o objeto in vivo o mesmo deve ser deshidratado até o
alcool de 96 % .

a) desengordurar mergulhando o varias vézes em éter,
b) alcool de 40% durante 20 minutos,

c) alcool de 70% durante 20 minutos,

d) alcool de 96% durante 20 minutos,

e) soluto de vermelho de congo durante 24 horas,

f) alcool de 969% (diferenciar),

g) alcoolde 100% durante 1 hora (duas vézes),

h) xilol durante uma hora (duas vézes),

i) secar ao ar (para apressar na estufa com 58°),

k) deslocamento dos anexos e montagem no ar séco sob a lami-
nula, mantida se for necessario por fios de vidro. Depois da
observacao no estado séco pode ser incluido em balsamo de
canada,

1) passar éter entre lamina e e laminula para exclusao de ar,
m) passagem com xilol até substituir o éter por xilol,

n) passagem com balsamo bem liquido, que eventualmente de-
pois, apds da evaporacao do xilol, podera ser substituido.
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Solucao: Uma g de vermelho de congo dissolve-se em 100 cm?® de
alcool de 96% sacudindo repetidamente, filtracao 24 horas depois. O
soluto € estavel. Se a concentracao aumentar devido a evaporacao do
alcool devera ser reposta a quantidade anterior com &lcool de 96% .

11. Quando o objeto é séco pelo ar, devera ser deitado em &4lcool:

a) eter para a expulsao do ar,

b) alcool ou benzol durante 5 minutos,

¢c) alcool de 100% durante 10 minutos,
d) alcool de 96% durante 10 minutos,

€) prosseguir como acima sob n.° 10 e.

12. No caso que é desejado de incluir o objeto logo em balsamo

de canada os anexos devem ser separados em xilol e colocados em bal-
samo de canada.

13. Preparacoes inteiras de pequenos insetos. Inclusdo de obje-
tos nao deshidratados: meio de inclusido é glicerina pura (n = 1,456).
O objeto devera ser desengordurado antes com éter.

a) colocaxr em H.0 (dist.),

b) retirada da agua com papel de filtro,

c) deitar uma gota de glicerina evitando a formacdo de bolas de
ar. Deve-se observar que o inseto devera ficar no éter antes de
deita-lo em H.0 até que o ar tenha saido das traquéias.

d) colocacao da laminula que deverd ser suficientemente apoia-
da nos seus lados por pequenas colunas de céra ou melhor
ainda por fios ou cacos de vidro dando assim uma posicdo
horizontal. Glicerina é higroscopico. Quando tratar-se de pre-

paracao permanente a laminula devera ser fechada posterior-
mente nas suas extremidades (veja n.° 17 e 18).

14. Para evitar irregularidades na passagem para glicerina, pas-

sa-se Insetos delgados (larvas, apterigotas etc.) Através de mistura de
agua-glicerina para glicerina pura:

a) H.0 (distilada),

b) 5 partes de H.O e 1 parte de glicerina,
c) 3 partes de H.0 e 1 parte de glicerina,
d) 1 parte de H.O e 1 parte de glicerina,
e) glicerina pura.

(Duracao do tratamento de cada passagem 10 a 30 minutos con-
forme o tamanho do objeto) .

15. Nos casos de insetos delgados recomenda-se freqiientemente
uma anterior coloracao total fraca:

a) desengordurar em éter,
b) colocacao em H.0 (dist.),
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¢c) colocacao no soluto de coloracao: (1.) vermelho neutro (0,1%)
em H,0 (dist.) ou (2.) azul de metilena (0,19%) em H.0 (dist.),
duracao cada vez uma hora.

d) lavagem em H.0 (dist.),

e) sl houve excesso de coloracao, a cor pode ser retirada com
alcool de 70%,

f) continuacao como sob n.° 14 a.

Pode-se empregar também hemalumen:

a) da agua para hemalumen (veja n.° 117) 2 a 3 horas,

b) lavagem em H.0 (corr.) 30 minutos a 1 hora,

c) excesso de coloracao pode ser diminuido por acido cloridrico
(0,1% em H,0),

d) neutralisar em bicarbonato de s6dio (NaHCO0,) (5% em H.0)
2 a 3 minutos,

e) lavagem em 3agua corrente 30 minutos a 1 hora,

f) continuacao como sob n.° 14a. No caso se desejar inclusao
em balsamo de canada continuacido através da série crescente
de alcool (veja n.° 83 e 86).

16. Em vez de glicerina pode-se empregar xarope aborrachada
segundo v. Apathy (n = 1,524): em 50 cm?® H.0 (dist.) sdo dissolvidos
50 g de goma arabica (pedacinhos) e 50 g de acucar de cana no banho
maria. Depois adiciona-se 1% de formol. A massa endurece rapidamen-
te podendo ser liquidificada por calor.

17. Fechamento: O melhor método para pequenos objetos é o
de ZELLER recomendado por RoOMEIS:

a) O preparado e colocado numa pequena laminula e coberto com
0 meio de inclusao (ou glicerina ou agua),

b) vira-se a laminula colocando a numa segunda mas maior la-
minula devendo o espaco entre ambas ser preenchido pelo
meio de inclusao nao podendo sobrar glicerina nas margens.
Se isto acontecer, deve ser retirado com papel de filtro,

¢c) vira as duas laminulas ficando a menor por baixo,

d) algumas gotas de balsamo de canada numa lamina e espalhar
numa area um pouco menor do que a da lamina maior po-
rém bem maior do que a da laminula menor,

e) colocacao das laminulas na lamina, se possivel horizontalmen-

te assim que todas as partes tenham contato simultanea-
mente.

18. Fechamento de objetos maiores, isto é a distancia entre la-
minula e lamina € grande: gelatina bicromada de potassio seguindo
RuUigTER (1934) . Num soluto quente de 38° com 20 g de gelatina em
100 cm? agua timolada saturada misturam-se 10 cm?® de um soluto de
bicromado de potassio. O soluto endurece no escuro como gélo. Para
0 uso liquidifica-se pouco desta massa a 37° fechando a laminula com
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1sto cuidadosamente com um pincel. Em seguida deixa-se secar em
temperatura ambiente em luz (!). Por efeito da luz a massa torna-se
indissoluvel.

19. Inclusao e clarificacao de pequenos insetos como preparados
totais. O inseto morto ou também material séco é aquecido segundo
CostA LiMA em hidroxido de potassio (KOH) a 10% ou em hidroéxido
de sodio (NaOH) em banho maria. No caso de pequenos insetos,
para evitar destruicoes de membranas intersegmentais finas aquece-se
paulatinamente a 80° (eventualmente pode-se reduzir o hidroxido a
o), em insetos maiores até a fervura. Depois ter sido atingido o
grau desejado do amolecimento e clarificacao com uma distruicao das
partes internas nao quitinisadas deixa-se refrescar passando através
da série de alcool e xilol para o balsamo de canada.

20. Se desejar uma coloracao a quitina pode ser tingida com ver-
melho de congo (veja sob n.° 10) em alcool de 969 . Como diversas
partes quitinosas aceitam mais rapidamente orange do que vermelho

de congo, pode-se conseguir em certos casos uma coloracao de contraste
com a mistura do vermelho de congo — orange GG (veja sob n.©° 132).

21. Maceracao de insetos maiores. Recomenda-se de juntar ao
hidroxido de potassio usado sob n.° 19 uma adicdo de 1% de hidrato
de cloridrico. Se depois de aquecimento a clarificacdo for insuficiente,
pode-se clarificar com perhidrol diluido. Diluicao de perhidrol (H.0.)
com agua até 3 a 109¢ conforme o tamanho dos pigmentos. A clarifi-
cacao pode extender-se sObre varios dias. Com permanéncia mais de-
morada nesta mistura comeca o processo macerizante.

22. Branqueamento de pigmentos (veja-se também n.° 19, 21 e
23) . Tamanho do objeto 3 mm.

a) colocacao no soluto de branqueamento controlando até conse-
guir o grau desejado,

b) neutralisacao em acido acético de 1%, 10 a 30 minutos,

c) agua corrente durante 30 minutos,

d) lavagem em H.0 (dist.) durante 30 minutos,

e) serie de alcool até xilol e balsamo de canads.

Soluc¢ao: Liquido de branqueamento: Soluto de perhidrol a 3%
e KOH a 0,5 em H.0 (dist.), no caso se desejar coloracao posterior
emprega-se em vez de KOH fosfato de sodio a 1% (Na.,HPO,).

23. Branqueamento com diafanol e amolecimento simultaneo da
quitina: Como tratamento com diafanol (acido acético com didxido de
cloro) freqiientemente tem por conseqiiéncia uma destruicio mais ou
menos forte dos tecidos, recomenda-se o emprégo de acido nitrico com
dioxido de cloro que trabalha mais brandamente.
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Emprégo

a) depois da fixacdo leva-se o0 objeto até ao alcool de 96% e de-
pois para o alcool de 659,

b) colocacao em acido nitrico com didéxido de cloro no escuro até
a decoloracao dos pigmentos respectivamente amolecimento
da quitina (podendo o processo demorar algumas semanas).
No caso se o soluto ficar claro deve ser substituido por um
novo,

c) passagem para uma mistura de tiosulfato de sédio a 2,5% e
soluto de nitrato de so6dio a 5% (em H.0) durante 24 horas
(mudar algumas vézes),

d) lavagem em H.0 corrente durante 3 horas,

e) série com alcool até xilol.

Solucao: preparo do acido nitrico com diéxido de cloro: pouco
antes do uso sao misturadas 10 partes de um soluto aquoso de dio-
xido de cloro com uma parte de acido nitrico oficinal (25%, peso espe-
cifico 1,145 a 1,148, correspondendo a 18,5° Bé).

Dioxido de cloro prepara-se conforme MOLLER:

a) num vidro graduado de 2 000 cm® que pode ser fechado colo-
cam-se 220 cm?3 H,0 (dist.),

b) num vidro graduado de 100 cm?® colocam-se 12 cm3 H.0 (dist.)
juntando devagar e mexendo 44 cm?® de H.S0, concentrado,

c) deixar resfriar,

d) juntam-se a b) 12 g de clorato de potassio (KC10,), cuidado
explosivel!,

€) o pequeno vidro aberto € colocado no grande e todo fechado
bem com oOleo de parafina e conservado no escuro durante 24
a 36 horas,

f) o Cl0. que aparece no pequeno vidro foi diluido na agua do
grande vidro. A cOr deste soluto de diéxido de cloro é de cébr

amarela de ouro forte, conservacao num frasco com rolha es-
meril no escuro.

24. Clarificacao (método de Spalteholz): Neste método recomen-
da-se especialmente o emprégo de baixa pressao.

a) fixacao em formol, alcool, Carnoy etc., possivelmente niao em
fixadores com acido 6smico ou sublimados. Uma fixacdo su-
ficiente e a base de um resultado bom sendo que excesso de
fixacao nem prejudica. O melhor é o liquido de Carnoy.

b) lavagem em H.0 (dist.),
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c) branqueamento em H.0, de 5% a 20% conforme o tamanho
dos pigmentos. O H.0, deve ser neutralisado com LiC0;, NaOH
ou NH,;. Branquear até a distruicao dos pigmentos. Se o resul-
tado for insuficiente pode ser branqueado com diafanol,

d) lavagem, desidratacao (com cuidado) atée o benzol puro,

e) liquido de clarificacao segundo Spalteholz, duracao conforme
do tamanho das pecas. O processo deve ser controlado diaria-
mente podendo ser apressado numa estufa de 40° a 45°.

Solugcao: Oleo de Wintergreen (salicilato de metila) e benzoato
de benzila na proporcao de 4 a 1. E recomendavel uma coloracao si-
multanea fraca e total de pequenos objetos delicados. Para uso adi-
ciona-se ao alcool de 70% e 1 cm?® de um soluto de 1% de azul de tolui-
dina por 100 cm® de alcool. O objeto fica durante 24 horas nésse so-
Iluto. O alcool de 969 subseqiiente é substituido por um soluto de 1%
de vermelho de congo em alcool de 96% .

25. Clarificacao. Bons resultados observam-se também quando
emprega-se em vez do soluto de clarificacao conforme Spalteholz em
n.° 24 e) uma mistura de partes iguais de O6leo de anilina, Oleo de

cravo € terpinol.

26. Liquidos de conservacao para manutencao de cdres naturais:

Os metodos usuais para a conservacao de material para os museos
podem ser empregados também em certos sentidos para os insetos. In-
dicados para lagartas, pupas etc., também para aranhas. Antes de co-
locar os objetos no liquido de preparacao éstes devem ser desengordu-
rados em éter. O ar contido néstes extrai-se com vantagem pela bomba
de jato de agua apressando-se e intensivando-se ao mesmo tempo a
Infiltracao. Recomenda-se também na infiltracdo com o liquido de
conservacao o emprégo de baixa pressao.

Meétodo segundo KrLoTZ:
Liquido de preparacao:
Em 200 cm® de H.O (dist.):

acetona ............. .. . . . ... 3 cm?
cloralidrato....................... 4 o
formol (4097) ................... 6 cm?
bicarbonato de sodio ............. 1l g
clorato de sodio ................. 1 ¢

Néste liquido objetos menores ficam 10 dias, maiores 15 dias. O
liquido nao deve ser menos do que 20 vézes o volume dos objetos.
Liquido de conservacao:
em 200 cm?® H.O (dist.):

acetona ............. .. ... .. ..., 3 cm?
cloralidrato ...................... 2 g
formol (40°¢) ................... 1,5 cm?
bicarbonato de sédio ............. 1 g

cloratode sédio .................. 15 g
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Método conforme JORRES:
(veja também a referéncia inicial ao método anterior).

Liquido de preparacao:
em 200 cm? H.O (dist.):

sal de Carlsbad (artificial) .......

6,20 g
cloralidrato....................... 6,25 g
formol (409 ) .................. . 6,20 ¢

Nésse soluto ficam pecas menores durante dois dias, maiores ate
8 dias. Depois lavagem em H.0 (corrente) durante 12 horas ou

mais e passagem para o:
Liquido de conservacao:
em 200 cm?® H.0 (dist.)

acucar de cana .................. 62,0 g
acetato de potéassio ............... 4 g
sulfato de potassio ............... 2 g

Composicao de sal de Carlsbad (artificial) é a seguinte:

sulfato de sédio ................. 11 g
bicarbonato de so6dio ............. 10 g
cloratode s6dio .................. 9 ¢
acetato de potassio ............... 19 g
sulfato de potassio ............... 1 g

27. Dissecacao de um inseto: A dissecacao de um inseto, princi-
palmente de um menor exige muitas horas ou ate dias. Quando estiver
com pressa nem vale a pena de comecar, pois nao chegara a um resul-
tado. Anexo a que atrapalham e as massas das extremidades serao se-
parados dentro das possibilidades. Segue a abertura do organismo que
nunca devera ser feita por um corte ventral, pois destrdéi o sistema
nervoso. A abertura deve ser feita segundo a finalidade por um corte
longitudinal da linha dorsal ou de uma das linhas laterais. Por exem-
plo numa largata o corte vai ate a capsula craniana, no inseto adulto
até o metatorax e daqui na membrana intersegmental entre torax e
abdomen atée as linhas laterais num corte dorsal, até a outra linha
lateral num corte lateral. Frequentemente deve-se fazer um corte atra-
vés de ambas as linhas laterais (principalmente em coledpteros e he-
teropteros) . A retirada da placa dorsal é feita cuidadsesamente em agua
(ou em soluto isotonico quando os objetos devem ser posteriormente
examinados histologicamente) . Para isto segura-se o inseto numa pla-
ca de dissecagao com alfinetes de a¢o inoxidavel de forma que os alfine-
tes nao perturbam a dissecacao.

28. Preparo de placas de preparacao. E melhor trabalhar com
uma placa metalica laqueada de coér preta ou uma tal de metal ino-
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xidavel com margens inclinadas (base 10 por 15 centimetros, profun-
didade 7 centimetros, sendo que as margens medem nas suas extremi-
dades 20 respectivamente 25 cm). No fundo das placas coloca-se turfa
de 2 cm de grossura cobrindo tanto com parafina a qual juntou-se
um soluto de borracha natural a 10% até a imbibicao da turfa dei-
Xando-se formar ainda por cima uma camada de 1 cm de parafina
(em banho maria). Quando formam-se bolhas de ar deve-se aquecer
mais algumas veézes.

Soluto: Soluto de borracha: borracha natural nao vulcanisada é
partida e tanto do mesmo dissolvido em cloroformio ate o soluto ainda
passa pelo filtro. O filtrado é adicionado na porcentagem descrita a
parafina liquida e a mistura aquecida numa placa ampla em banho
maria até o desaparecimento do cheiro de cloroféormio. A parafina é
de uma co6r amarela-marrom (para o preparo de placas de preparacgao
pode utilisar-se de parafina nao purificada).

29. Dentro das possibilidades separa-se os Orgaos internos reti-
rando as partes maiores e nao necessarias como traquéias ou corpos
gorduroros sem prejudicar os outros orgaos. Em seguida simultanea-
mente a fixacao e a coloracao. De acdordo com a finalidade o liquido
compoe-se de diversos componentes:

30. Como soluto-mae emprega-se 80 cm® alcool de 60% com 10
cm® de formol.

31. Adiciona-se 5 cm® de vermelho neutro (1% em H.0) e 2 cm?3
de azul de metilena (1% em H.0) ou 1 cm?® de verde brilhante (1%
em H.0). Duracao de 20 a 30 minutos. Os preparados com coloracao
excessiva sao diferenciados com alcool de 96¢¢ . Risse méetodo serve pa-
ra preparados inteiros.

32. Para preparacao de partes finas dos 6rgaos é mais apropria-
do a seguinte composicao: ela trabalha mais devagar proporcionando
uma coioracac mais uniforme de todos os orgaos também dos mais
profundos: 90 cm® de alcool de 60% , 5 cm® de formol, 1 cm® de ver-
melho neutro (0,569 em H.O) 1 cm® de azul de metilena (0,59% em
H.0) ou 1 cm* verde brilhante (0,09 em H.0). Duracao de 1 a 2 dias
diferenciando em seguida em alcool de 40¢: .

33. Para a coloracao especifica dos corpos gordurosos o objeto

dissecado € molhado com um soluto saturado de sudan IITI em &alcool
a (0% .

34. Para a coloracao especializada dos musculos lanca-se mao

de uma adicao de 5% de orange GG (soluto saturado em H,0) a
soluto-mae.
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III. Firacao.

35. Gerais: sObre os principios da fixacdo partindo dos diversos
pontos de vista veja Zeicer (1938), WERNER (1934-1937) e SEKI (1937).

36. Para fins histoldgicos e citologicos nunca € suficiente uma
Unica fixacao mas sim devem-se empregar métodos diversos pois as
misturas diferentes apresentam as estruturas plasmaticas mais finas
em forma variada. E necessaria uma fixacao perfeita e exata pois ela
é a base para a posterior coloracao.

37. Falhas, principalmente insuficiente capacidade da coloracao
causada pelo emprégo de meios de fixacao nao propriados podem ser
diminuidas em certos casos por uma refixacao.

38. Freqlientemente empregam-se misturas de liquidos como fi-
xadores, raramente liquidos isolados.

39. As misturas seguintes de liquidos aprovaram para insetos:

apropriadas para: liquido segundo:
aspetos gerais Carnoy, Bouin, Gilson,

Susa de Heidenhain, Zenker
nucleos Carnoy, Bouin, Flemming, Gilson
citoplasma Carnoy, Bouin, Flemming
estruturas fibrilosas Susa de Heidenhain
nervos Mueller, Burke, Orth
gorduras e Oleos Flemming
esfregacos vapores de acido oOsmico puro,

Susa de Heidenhain
quitina Carnoy, Bouin, Gilson, P. Mayer
OVOS e embrioes Petrunkewitsch

40. Execucao e pratica da fixacao: o inseto morto deve ser de-
sengordurado externamente antes da fixacao pois freqiientemente as
gorduras e céras aderentes dificultam a penetracao dos liquidos. Para
isto mergulha-se o inseto algumas vézes rapidamente em éter. Ao mes-
mo tempo o éter elimina o ar aderente e uma parte do ar nas traquéias.
O inseto ainda umido pelo éter é colocado no liquido da fixacao.

41. Como durante a fixacao juntam-se liquidos pesados no fun-
do da placa, leves na superficie do fixador, deve-se deitar o objeto ou
num pedacgo de algodao ou de gaze ou ser pendurado na parte central
do vidro. Interessante sao tubinhos de vidro de larguras varias fecha-
das numa extremidade com gaze de uma tela de didmetro grosso. Na
outra extremidade puxa-se uma al¢a de vidro. Déste modo o liquido

pode sair e o fixador tem livre entrada ao objeto por todos os lados.
Ao mesmo tempo € facilitado a passagem para outros liquidos. Du-
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rante esta passagem deve-se prestar atencdo que quanto menos pos-
sivel entrem restos do primeiro liquido no segundo.

42. No caso de insetos maiores deve-se retirar o objeto depois de
certo tempo para cortar-lo para que o fixador possa entrar com mais
rapidez e maior uniformidade. Deve-se evitar de cortar o objeto antes
da fixagdo pois podia perder-se 6rgios ou partes de 6rgaos ou provo-
car deslocamentos. Somente depois de uma fixacado superficial pode-
-Se proceder ao corte sem preocupacoes. Evita-se trabalhar com tesou-
ras, para evitar contusoes, trabalha-se com laminas de gilete.

43. Para a fixacao de insetos inteiros de mais de 1 cm de compri-
mento recomenda-se uma injecao com o fixador. Para nao rasgar as
partes deve-se injetar sO tanto liquido até que as membranas segmen-
tais comecam esticar-se. Quando se providencia pela saida do liquido,
pode-se lavar a cavidade abdominal.

44. A injecao deve ser feito devagar para dar tempo a muscula-

.

tura de turgor desceder a nova pressao paulatinamente.

45. No caso que se desejar fixar um grande inseto como inteiro
e nao esta indicado uma injecao, é melhor de empregar como fixador
somente um liquido ndo uma mistura. No caso de misturas freqiiente-
mente um componente avanca consideravelmente assim que na parte
interna éste componente, nas partes externas aquéle produz efeito. Por
exemplo na fixacao com liquido de Flemming a parte interna de um ob-
jeto maior € fixado principalmente pelo acido acético, as partes exter-
nas poréem mais pelo tetroxido de 6smio que defunde-se mais devagar.

46. Os fixadores nao devem ser utilisados em demasia mas de-
vem ser renovados frequentemente. Isto deve ser observado principal-
mente em misturas nas quais entram componentes facilmente vola-
teis pois pela evaporacao é alterada a proporcao da mistura.

4'7. A proporcao do tamanho do objeto para a quantidade do 1li-
quido nao deve ser inferior a 1 : 10 (no liquido de Flemming a 1 : 5).
Recomenda-se de movimentar varias vézes os objetos para que o li-
quido possa atingi-los uniformemente devendo-se evitar de mexer com
as materias saidas dos objetos que se juntam no fundo do vidro.

48. Fixacao por gases:. Para pequenos objetos como contetdo in-
testinal, membranas, esfregacos, partes finas de tecidos etc. podem
ser impregados gases de acido osmico (tetroxideo de 6smio, OsO.), for-
maldehide ou i0do. A fixacao procede-se rapidamente nao porém de-
vendo ser recomendado para todas as finalidades histolégicas. Serve
porém para preparados em geral e em investigacoes microanatéomicas.

49. Fixacao com gases do acido O6smico. Recomenda-se princi-
palmente para a prova de gorduras, oleos, céra etc. que sdo escurici-
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dos pelo OsO,. As modificacdoes da forma sio minimas. Emprega-se
um soluto de 1% a 2% em &agua ou em Aacido crémico. Os preparados
recentes sao deitados pendurando por baixo da lamina, esfregacos com
a prate superior para baixo, numa pequena placa de vidro com 0s0,
assim que o objeto fica quase 1 cm por cima do liquido (bastam pou-
cas gotas). A placa deve ser fechada evtl. por meio de outras lAminas
varias. O efeito dos gases para os esfregacos e outros preparados finos
durante 1 a 2 minutos, para preparados mais grossos durante 1 a 2
horas. Cuidado: os gases sdao téxicos.

Soluto: Preparo do soluto do 0s0,: para evitar a reducdo do aci-
do 6smico por impurezas de partes orginicas deve-se evitar no preparo
do soluto dos cristais poeira ou qualquer impureza. Melhor do que em
H.0 (dist.) conserva-se 0s0; num soluto de acido crémico a 0,1% (Ro-
meis) : 0,1 g de acido crémico em 100 em?® H,0, depois da solucdo jun-
tar 1 ou 2 g (1% ou 2%) OsO,: A ampola bem limpa, na qual é vendida
o 0s0,, € aberta na parte central e deitado entdo com os cristais no
acido crémico. A dissolucdo exige algumas horas.

00. Fixagao com vapores de i6do: Num tubo de vidro aquece-se
alguns pequenos cristais de i6do até que o vidro enche-se com vapores
de i0do (vapor de i6do é mais pesado do que o ar e de cor marrom).
Os vapores deixam-se deitar sobre o objeto colocado numa placa. Tem-
po de agao 2 a 3 minutos. Em seguida o objeto deve ser aquecido du-
rante 2 a 3 minutos a 40° para dispersar o iédo livre.

ol. Fixagao com gases de formaldehide (soluto de quase 40 %
de vapores de formaldehide em H.0 — formol) : um pedaco de papel

de filtro molhado com formaldehide puro deita-se junto com o objeto
numa placa de vidro fechada. Os vapores necessitam uma meia até
uma hora para a fixagao. O tempo pode ser reduzido a um térco gquan-
do realiza-se a fixacdo no dessecador aquecido na estufa a 60% .

52. Alcool. Se nao se trata de outra forma, trata-se no seguinte
de alcool etilico puro.

93. Alcool age por desidratagdo fortemente diminuindo, dissol-
ve gorduras, materias graxas, numerosas secrecoes, celesterina e subs-
tancia cromafina. Quimicamente éle é indiferente, fixando o que se
consegue fracamente ou ndo com outros liquidos, entre outros Acido
urico, glicogénio, ferro, cdlcio e mucina. Reduz-se fortemente plasma
e nucleo da mesma forma porém menos. A capacidade de coloracao €
boa para quase todos os métodos, a capacidade de cortar é reduzida.

04. Aplicacao: Objetos com uma grossura nio superior a 5 mm.
Se possivel deve-se separar antes as partes quitinosas e musculos pois
estes ressecam pela desidratacdo. Objetos fixados podem ser conser-
vados em alcool a 809% . Com mais eficiénecia e maior rapidez do que
0 alcool absoluto penetra o alcool comum que sempre tem 1% a 2%,
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frequentemente a 3% H.0, os tecidos. Duracao da fixacao de objetos
pequenos e insetos cortados de 2 a 3 horas, fora disto 4 a 5 horas.

55. Sublimado: isoladamente tem uma acdo de diminuicao s6-
bre plasma, menos sobre o nucleo. Principalmente indicado para fixa-
cao de albuminas. Os lipéides etc. sdo dissolvidos. Sublimado penetra
rapidamente reduzindo-se porém a entrada devido aos produtos de fi-
Xacao que surgem. Emprega-se para diminuir esta reducdo nao o so-
luto aquoso de saturacao completa mas sim a da saturacdo para me-
tade. Duracao em pequenos objetos e insetos cortados de 3 a 4 horas,
fora disto 6 a 8 horas.

Soluto: soluto saturado em H.0: 200 cm® H.O0 (dist.) sao fervidos
num balao de 1 ltr. depois de apagado o fogo adiciona-se devagar
15 g de sublimado (cloreto de mercurio) mexendo varias vézes duran-
te o processo de resfriamento. O H.0 deve ser puro. Para a fixacéo

e diluido para a metade com H.0 (dist.).

56. Formol. O formol comercial corresponde a um soluto de 40%
do gas de formaldehide em H.0. Este formol comercial tem reacido sem-
pre acida (acido férmico), e assim éle deve ser neutralisado para de-
terminados metodos se e imovossivel de comprar um produto estandar-
dizado. Deve ser protegido da luz.

o0'7. Neutralisacao do formol: num vidro escuro adiciona-se ao for-
mol carbonato de calcio em po6 agitando-se o freqiientemente e conser-
vando o com carbonato. p;; quase 6,5.

58. Formol penetra rapidamente os tecidos, endurece relativa-
mente pouco, a diminuicao é de quase 5 a 8 atingindo porém no tra-
tamento seguinte 25 . Certas gorduras e lipdides bem como nervos
sao muito bem fixados. O formol nao presta-se para a fixacido de
nacleos, acido urico, glicogénio e guanina.

569. Diluicao do formol: para evitar erros sao indicados no se-
guinte as partes de agua e de forrnol e 0 conteudo procentual do for-
mol: por exemplo formol (40°¢) 1 : 3 = 1 parte de formol a 40% em
3 partes de agua. Para evitar a reag:ao ligeiramente acida emprega-se
para a diluicao sempre agua corrente.

60. Refixacao depois da fixacdo com formol puro é praticavel com
as misturas usuais.

61. Depositos de formol que podem-se formar podem ser desman-
chados colocando os cortes num soluto de 2,5¢¢ amoniaco (NH,OH)
em alcool a 70, .

62. Na combinacao com outros liquidos o formol somente pode
ser adicionado antes do uso para evitar decomposicoes.
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63. Acido acético: emprega-se sOmente em casos especiais. Dis-
solve parcialmente o plasma e produz imbibicées fixando porém muito
bem os nucleos empregando um soluto de 1% em H.O0. Duracao de
1 a 2 horas em objetos maiores até 4 horas.

64. Sob acido acético atende-se a solucdo de 96% em H.0, sob
acido acético glacial o acido de 100% .

65. Depois da fixacdo com 4cido acético os preparados devem
ser colocados imediatamente em 4lcool de 96 % para evitar dilatacoes.

66. Acido 6smic: por causa da sua rapidez difusora reduzida o
0s0; isolado é empregado raras vézes. Como o 0s0, é reduzido facil-
mente por substancias organicas RoMEis recomenda um soluto de 4ci-

do cromico de 0,1% (veja n.° 49). Bste soluto conserva-se quando bem
fechado (somente vidro de Pyrex ou de Jena) .

67. 0s0, fixa muito bem as estruturas celulares, a diminuicao é

pogéza. Gordura e lipéides sdo estabilizados e tingidos de marrom a
preéto.

68. Para esfregacos e membranas recomenda-se mais os gases
(ve]a n.° 49).

69. Preparo do soluto veja n.° 49.

710. As gorduras escurecidas podem ser clarificadas com perman-
ganato de potéssio, 4cido oxalico ou agua oxigenada.

71. Alcool-acido acetico glacial: 20 cm?® de acido acético glacial
em 100 cm® de alcool absoluto. Penetra mais rapidamente do que o
alcool. A diminuicdo é um pouco menor do que com &alcool isolado.
Como desvantagem surge uma dissolucdo parcial das estruturas plas-
maticas podendo empregado assim sO em casos isolados. Duracao de
2 a 9 horas conforme o tamanho do objeto. Em seguida lavar em alcool
absoluto durante 20 a 30 minutos.

72. Mistura de Carnoy. Composicao: 6 partes de alcool absoluto,
3 partes de cloroformio, 1 parte de acido acético glacial. Ndo ha ne-
cessidade de desengordurar os objetos anteriormente pois o clorofor-
mio dissolve as gorduras. Duracdo de 1 a 2 horas, objetos maiores
até 5 horas. Permanéncia maior em “Carnoy” prejudica de forma que
substancias grodurosas sdo extraidas com mais freqiiéncia e as estru-
turas fibrilosas sao imbibidas principalmente quando pelo evaporacao
do cloroformio e do alcool aumenta a percentagem do &cido acético.
O soluto deve ser preparado cada vez novamente, pois pela evaporacao
alteram-se rapidamente as concentracées. Logo depois da fixacado la-

var em alcool a 96% (mudar duas vézes principalmente antes da co-
loracao com hematoxilinas).
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73. Mistura de Orth: principalmente para fixacdo da substan-
cla nervosa. Composicao: 2,5 g bicromato de potassio em 100 cm? H.0
como soluto mae a qual adiciona-se imediatamente antes do uso 10
cm® de formol. Fixacao no escuro durante 24 a 48 horas. Depois lavar
em H.0 (corr.) durante 24 horas deshidratar sob benzol. Depésitos
dos liquidos que contém cromo sio eliminados pela colocacdo antes da
desidratacao em acido cromico de 0,5%.

74. Liquido de Flemming: composi¢cao: soluto-mae: 0,5 g 0s0,
sao dissolvidas em 120 cm® de um acido cromico de 0,1% . A 19 cm3

déste soluto junta-se antes do uso 1 cm?® de acido acético glacial. O
soluto penetra devagar podendo ser fixadas somente pecas pequenas

de uma grossura de 1 a 3 mm. Duracao de 24 horas até alguns dias
mesmo a permanéncia durante alguns meses nao é desvantajosa. Em

seguida lavar em agua corrente durante 24 horas e desidratar sob
benzol.

75. Liquido de Bouin: a mistura de Bouin penetra nos insetos
somente devagar por falta de alcool. Melhor é a modificacdo Duboscq-
-Brasil (1905) : Composicdo: 1 g de acido pircicro em 150 cm? de Aal-
cool a 80¢%: adicionando-se a €sse soluto mae antes do uso formol (40%)
60 cm® e acido acético glacial 15 cm?*. Duracdo conforme o tamanho
dos objetos de 2 a 24 horas. Permanéncia durante alguns dias néste
fixador nao € desvantajosa. Lavagem diretamente em &lcool a 80
que deve ser mudado algumas vézes.

76. Acido pirico — acido nitrico segundo P. MAYER. Penetra
rapidamente apropriado principalmente para a investigacdo da qui-
tina pois esta € desincrustada até um certo grau. Composicao: 100 cm?
H.0, 5 cm® de acido nitrico (HNO; de peso especifico 1,153) e acido pi-
crico (em substancia) até a saturacao. Depois de 24 horas filtrar. No
caso que formar se mais deposito deve-se filtrar mais uma vez 24 a
48 horas apos. O filtrado claro fixa pequenos insetos em 3 a 6 horas
grandes em 12 horas. Lavagem direita em 4lcool a 709 .

77. Liquido de Gilson: penetra rapidamente e fixa uniforme-
mente. Composi¢cao: sublimado 20 g, dlcool a 609 100 cm?®, H..0 (dist.)
880 cm®, acido nitrico (peso especifico 1,456) 15 cm®, acido acético gla-
cial 4 cm?.

a) desengordurar o inseto morto,
b) fixacao, duracao de 1 a 3 horas, objetos maiores até 5 horas,

c) alcool a 707 com 5 a 6 gotas de um soluto de iddo com ioda-

to de potassio (para a eliminacdo dos depdsitos de sublimado),

eventualmente pode-se empregar também tintura alcoodlica de
iodo,
d) serie com alcool e benzol até parafina.
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Os cortes devem ser tratados apés de diluicdo da parafina em Al-
cool a 70% mais uma vez durante 1 minuto com iédo (ve]a em cima
sob c¢)) . Para a retirada do i6do os cortes devem ser colocados durante

2 a 3 minutos num soluto de 0,25% de tiosulfato de s6dio. Este tltimo
soluto deve ser renovado correntemente .

Soluto de i6do com jodato de potassio: 2 g de J. e 3 g KJ em 109
cm® de alcool a 909 . Tintura alcodlica de i6do: 10 g de i0do metalico
em 100 cm?® de alcool a 909 .

78. Liquido de Zenker: penetracdo relativamente rapida, obje-
tos possivelmente ndo maiores do que 5 cm. Composi¢cao: bicromato
de potassio 3 g em 100 cm?® H.0 (dist.) adicionando 5 g de sublimado.
A ésse soluto-mie junta-se antes do uso 5 cm?® acido acético glacial.
Fixagao durante 1 a 24 horas conforme o tamanho do objeto, lavagem
em agua corrente durante 24 horas e série com alcool com adicao de
i6do em 4lcool a 70% (veja n.° 77 ¢). Os cortes devem ser tratados
como na fixacao segundo GILSON.

79. “Susa” segundo HEIDENHAIN: ésse método descalcifica devl-
do a adicdo de acido tricloracético, recomendivel para insetos com for-
les incrustacées. Composicdo: sublimado 4.5 g, cloreto de sédio (NacCl
quimicamente puro) 0,5 g, H.0 (dist.) 80 cm®, acido tricloracético 2
g, acido acético glacial 4 em?, formol (409 ) 20 cm?.

a) fixacao conforme o tamanho durante 1 a 24 horas,
b) alcool a 90% mudando 2 a 3 vézes,

c) alcool a 70% com adicdo de iddo (vej]a n.° 77),

d) deshidratar.

Tratamento posterior dos cortes como em n.¢ 77.

80. Liquido conforme Petrunkewitsch: presta-se como o liquido
de Gilson para quitina, mas também para ovos e embrides. Composi-
¢ao: H.0 (dist.) 300 em3, 4lcool absoluto 200 cm®, acido acético glacial
90 cm?®, acido nitrico (peso especifico 1,456) 10 cm?®, sublimado até a
saturacao. Uso como sob n.° 77 devendo ser dobrado o tempo da fixa-
cao quando tratar-se de ovos e embrides, pupas e objetos semelhantes.

8l. Para a fixacdo das substidncias dos nervos presta-se princi-
palmente a mistura conforme Burke: composicio: H.0 (dist.) 75 cm?,
formol (40%) 25 cms3, piridina (pura) 5 ecm?®. O liquido deve ser 20
vézes mais do volume do objeto:

a) fixacao durante 48 horas até algumas semanas, permaneéncia
maior nao prejudica,

b) lavar em 4alcool a 90%,
c) desidratar.
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IV. Desidratacdo.

82. Como nos insetos a substituicdo da agua nos tecidos pelo
alcool processa-se muito lentamente e raras vézes completamente, nao
pode-se trabalhar com um meétodo comum para tecidos moles 0 mais
ou menos homogéneos. Pequenos restos de agua (principalmente na
quitina) influenciam a capacidade de cortar o objeto tanto que ficam
apenas pedacos parciais. Este perigo ainda é aumentado pelo alcool
absoluto que (quando 100% ) ja apos poucas horas absorveu tanta agua

do ar que uma desidratacao completa nao é mais possivel. E um ve-
lho problema na histologia procurar de evitar o alcool absoluto o que
fol resolvido por varios desvios (dioxan, benzoato de metila etc.).
Para insetos ainda existiam dificuldades com os metodos recomenda-
dos referente a capacidade de cortar partes do endosceleto nas quais

ainda permaneciam restos de agua pois os liquidos intermediarios nao
conseguiram tirar completamente o alcool com os restos de agua.

83. O metodo atual com qual também podem ser cortados os in-
setos mails duros numa série ininterrupta, é o0 seguinte, que
KIESSER (1929) tambem empregava para objetos botanicos em forma
semelhante. Apds da fixacao em fixadores aquosos:

a) H.0 (dist.) durante 6 horas,
b) 4alcool a 40% durante 4 horas,
¢) alcool a 609 durante 4 horas,
d) alcool a 709 durante 12 horas,
e) alcool a 80% durante 12 horas,

f) alcool a 96% (correspondendo ao alcool absoluto comercial)
durante 24 horas,

g) alcool a 96% 3 partes e benzol 1 parte durante 12 horas,

h) alcool a 96% 1 parte e benzol 1 parte durante 12 horas,

i) alcool a 969¢ 1 parte e benzol 3 partes durante 12 horas,

k) alcool a 96% T partes e benzol 100 partes durante 24 horas,
1) benzol puro durante 6 horas,

m) benzol puro durante 12 horas,

n) soluto saturado de parafina (ponto de fusao 56° a 58°) em
benzol puro durante 12 horas,

0) parafina pura, liquida na estufa de 60° a 61° durante 2 dias.

84. Os tempos indicados referem-se a insetos nao cortados de 5
a 10 mm de comprimento e sao tempos minimos nao podendo ser in-

feriores, mas sSim superiores.

85. Apos a fixacao em liquidos com alcool comeca-se com a Sé-
rie com alcool correspondente, p.e. apos a fixacido em liquido de Car-
noy lavar direitamente em alcool a 98¢ .

M.I.O.C. — 8
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86. Se nao é intencao de cortar os preparados, basta a série pe-
quena com alcool:

a) alcool a 409 durante 2 a 3 horas,
b) alcool a 70% durante 3 a 4 horas,
c) alcool a 96% durante 8 a 10 horas,

d) alcool absoluto (a qual adiciona-se para a desidratacdo al-
guns pedacos de sulfato de cobre queimado (CuS0;) o quc
produz porém uma ligeira acidificacdo. A desidratacao tam-
béem nunca sai completa. Xste alcool deve ser mudado 1 ou
2 vézes cada 12 horas,

e) xilol, muda 1 vez, cada 12 horas,
f) balsamo de canada.

Os tempos referem-se aos insetos nao cortados de 5 a 10 mm de
comprimento .

87. Diluicao de liquidos.

a) Conhecido é a diluicdo de a %, procura-se a de b % : a b
partes da primeira adiciona-se (a—b) partes do meio de
diluicao para conseguir a partes da solucao de b ¢ .

b) conhecida € a diluicdo 1 : a, procura-se a de 1 : b: a a partes
da primeira adciona-se (b—a) partes do meio de diluicao
para conseguir b partes da diluicao de 1 : b.

88. Na desidratacao deve-se prestar atencido que os objetos co-
mo na fixacao (veja sob n.° 41) estejam colocados na parte central
do liquido, pelo menos numa base de algodao de vidro, algodao ou

gaze.
V. Inclusdo.

89. Como meio de inclusdo a parafina tem as maiores vantagens.
Permita a grossura minima do corte, facilita o corte de séries e pene-
tra uniformemente no objeto.

90. O microtomo de gélo ndo aprovou em geral para os insetos
prestando-se mais para partes de tecidos entre si ligadas.

91. A parafina geralmente usada em trabalhos histologicos com
o ponto de fusao de 56° a 58° demonstra-se em muitos casos dura
demais.

92. Atualmente emprega-se com oOtimo resultado uma parafina
aborrachada: A 95 partes de paarfina com ponto de fusio de 56° a 58°
adiciona-se em estado liquido 5 partes de um soluto aborrachado con-
forme foi descrita sob n.° 28.
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93. Os objetos nao devem ficar por pouco tempo na parafina
guente. O endurecimento segundo experiéncias feitas aqui nao aumen-
ta na estufa quando agua e alcool foram tirados completamente. O
benzol escapa relativamente depressa em poucas horas. Para nao pro-
vocar um enrequessimento de vapores de benzol na parafina, € indica-
do de tempos e tempos tirar o ar com os gases da estufa com ajuda
de uma bomba de jato de agua.

94. A temperatura da estufa deve ser entre 60° e 61°.
Com temperatura inferior a velocidade de penetracao da parafina
principalmente em insetos é reduzida.

95. Para a inclusao de insetos maiores bastam vidros normais
de relogio de 8 cm de diametro e de 1 cm de profundidade. Para ob-
jetos maiores prestam-se placas coniformes de vidro ou porcelana com
varias profundidades.

36. Para objetos maiores podem-se empregar com vantagem mol-
duras de metal que constam de uma placa basica polida de um metal
nao oxidavel e de 2 pecas retangulares que também sao polidas ou
pelo menos esmeriladas. Pela modificacao das pecas nos angulos que
tem uma altura de 1,5 cm e uma grossura idéntica podem-se conse-
guir todas as formas do bloco de parafina.

97. Antes de deitar a parafina no vidro deve-se passar éste um

pouco de glicerina o que pode-se dispensar quando trata-se de metal
polido.

98. Quando a parafina mostrar uma superficie endurecida os
objetos orientados nao podem ser mais movidos, deita-se as plaquinhas
na agua ou ponha a forma numa placa juntando agua que porém nao
deve chegar na superficie da parafina. Deve-se evitar a submersao até
que a superficie do bloco seja totalmente endurecido. Endurecimento
sem esfriamento por agua da blocos desiguais.

VI. Cortes.

99. A grossura de corte mais favoravel esta entre 5 e 10 micra.
Depois de uma inclusao perfeita tornam-se possiveis cortes de 2 micra
de grossura. Parafina aborrachada comeca enrolar em cortes com 15
micra de grossura.

100. No corte de objetos entomologicos deve-se prestar atencao
que o corte seja feito uniforme e nao devagar demais.

101. O comprimento da fita de cortes conexos nao deve ser de-
mais. Deve-se deixar na lamina suficiente espaco que os cortes possam
esticar-se na direcao longitudinal da fita. Com grossura de corte re-
duzida da-se o juntamento dos cortes numa proporcao maior do que
COIm uma grossura maior.
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102. Deve-se colar os cortes com muito cuidado pois o corte de
um inseto compdem-se normalmente de numerosas partes soltas.

103. A lamina cuidadosamente limpa é esfregada com uma pe-
quena gota de glicerina com albumina com o dediao com pressao até
que o vidro seja coberto de uma camada uniforme bem visivel de gli-
cerina com albumina. Em seguida deitam-se 3 a 4 gotas H.0 (dist.)
que espalham-se rapidamente e uniformemente sdbre a limina .

Soluto: Partes iguais de glicerina pura e albumina (clara de
ovo) de um ovo fresco de galinha sdo misturadas fortemente e filtra-

das. Junta-se na proporcido de 1% formol contra formacao de cogu-
melos ou acido timico na mesma forma.

104. As fitas de cortes sdo tiradas com um pincel da navalha e

colocadas da esquerda a direita em seqiiéncia por sObre a camada
aquosa.

105. A lamina é deitada numa placa elétrica com 45° a 55°, nao
mals para ndo desmanchar a parafina, ou numa mesa metalica aquecida
a gas. Para distribuicdo uniforme do calor pinga-se antes um pouco
de agua sébre o qual coloca-se a 1amina. Os cortes estendem-se aqui
visivelmente até o tamanho quase normal que € atingido quando desa-
parecem as dobras (visivel quando olhado lateralmente).

106. A agua é tirada da ldmina. Deve-se prestar atencdao que
Os cortes ficam na mesma ordem. Com um pincel as fitas de cortes
podem ser movidas cuidadosamente.

107. As laminas coloca-se entdo num ponto menos quente da
placa para secar.

108. Nao deve-se esquecer de enumerar a lamina antes de esfre-

gar a glicerina. E melhor utilisar-se para isto um diamante de escre-
ver normal.

VII. Coloracdo.

109. Antes de cada coloracdo deve-se lembrar bem quals as subs-
tancias no corte que deseja-se corar principalmente. Disto depende a
escolha do método de coloracdo que depende da natureza da substancia
a ser tingida e ainda da natureza da substincia que tinge.

110. O seguinte resumo di uma pequena idéia das multiplas pos-
sibilidades:

1. Grupo das anelinas:
anelinas basicas constantes de um corpo cromogénio e de

uma cromofora de natureza basica (croméfora sio N H: NH,
CH;, N(CH;),, NH e outras.
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pr—]

P.e.: fucsina basica, violeta de gentiana, azul de metilena, ver-
de de metilena, tionina, azul de toluidina .

Sao coloridos especificamente: oxicromatina dos nucleos, gra-
nulas acidas dos nucleos e das células, nervos, secrecoes.
Anilinas basicas dissolvem-se bem em alcool, menos em agua.

r

“Uma anilina basica € um corante alcalino ou o sal déste.”
2. Grupo das anelinas:
anelinas acidas constantes de um corpo cromogéneo e de uma
cromoéfora de natureza acida (cromoforas sido: OH, COOH,
NO., S0O.OH e outras).
P.e.: vermelho de congo, eosina, eritrosina, orange, acido pi-
crico, fucsina acida.
Sao coloridas especificamente: basicromatina dos nucleos,
plasma e as suas diferenciacoes até a quitina.
Anilinas acidas nao se dissolvem bem em alcool, mas sim em
agua.
“Uma anilina acida é um corante acido ou o sal déste”.
3. Grupo das anelinas:
anilinas anfoteras constantes de um corpo cromogéneo com
cromoforas basicas e acidas. O excesso de um grupo determi-
na a natureza da cor.
4. GQGrupo das anilinas:
anilinas neutras proveniente da reunido de um corante aci-
do com um corante alcalino como substiancia nova (nao é
mistura!l).
0. Grupo das anilinas:
anilinas indiferentes constantes de um corpo cromogéneo e

de uma cromofora indiferente (croméforas sdo: OCH.,
OC.H.,, 0).

111. Ficou comprovado que na coloracio do corte é mais acon-
selhavel de trabalhar com solutos de coloracdo fortemente diluidos
pols tingem mais uniformemente niao deixando fléculos do meio da
coloracao e nao colocando-se por cima das estruturas finas. Em geral
um preparado feito assim tem uma coloracdo mais clara e limpa do
que um preparado com solutos concentrados.

112. No caso existe a escolha entre a coloracao progressiva e
regressiva deve-se preferir o metodo progressivo com solutos bastante
diluidos. A coloracao regressiva sO devia servir a reproducdo de estru-
turas especiais.

Durante a coloragao progressiva & observado o prosseguimento da
absorcao da cor pelos tecidos até ser atingido o grau de coloracdo de-
seJado, na coloragao regressiva a coloracao é sempre exagerada e com
um liquido apropriado a cOr é extraido até o grau desejado ou des-
truida.

113. Os cortes secados numa placa de aquecimento (algumas ho-
has, melhor 24 horas, pois a glicerina evapora devagar!) sio passados
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rapidamente por uma flama de gas até que a parafina comeca se di-
fundir. Nisto a albumina coagula na lamina. Em seguida éles sao
transportados, possivelmente com parafina liquida, para um vidro de
coloracao com xilol aonde a parafina se dissolve (duracao 5 minutos) .
Os cortes sao segurados agora pela albumina coagulada no vidro. Dés-
te momento em adiante os cortes devem ser tratados com o méaximo
cuidado podendo ser movidos s6 ligeiramente quando colocados em
(()iutros vidros de coloracdo pois em caso contrario soltam-se partes
0S cortes.

114. ¥ Ndo raras vézes cortes aceitam sé ligeiramente anilinas aci-
das como orange, eosina, azofloxina, verde de luz, fucsina acida ou cro-
motrop 2 R. Nesse caso ajuda uma ligeira acidificacdo do soluto de
coloracao: uma gota de acido acético glacial em 100 cm? do soluto (nao
mais!) .

115. Os cortes sao conduzidos através da série com alcool, em
cada uma 2 a 3 minutos, como exige cada método de coloracéo.

116. Carmim com alumen de cromo.

a) Sai de H.O (dist.) para: carmim com alumen de crémo 1
a 12 horas (controlar, em caso de excesso de coloracao pode
ser descolorido com alcool com acido cloridrico a 0,5%),

b) lavar em H.0 (dist.),

c) seérie com alcool até 96%, (veja nr. 86),

d) coloracao em vermelho de congo 24 horas ou 1 hora em soluto
de coloracao aquecido até 60°, coloracdo contraste para quitina,

e) depois do resfriamento lavar em &lcool a 96%,

f) série com alcool e xilol e balsamo.

Resultado: Nucleos azuis escuros ou prétos, quitina vermelho bri-
Ilhante, estruturas plasmaticas em diversas tonalidades de cinza a ver-
melha atenuada.

Solutos: 1. Carmim com alumen de crémo: em 100 cm? de H.O
(dist.) de 80° a 90° sao diluidas 6 gramas de alumen de crémo adicio-
nando-se em seguida 1 g de carmina e fervendo-se o soluto durante 15
minutos. Depois do resfriamento é filtrado adicionando-se ao filtrado
timol ou formol (1%) contra a formacido de cogumelos.

2. Vermelho de congo: 1 g de vermelho de congo é sacudido em
100 cm? de alcool a 96% repetidamente e filtrado depois de 24 horas.
Ambos os solutos sao estaveis.

117. Hemalumen acido:

a) de H,O (dist.) para hemalumen 4 a 6 minutos ou mais até
a completa coloracao dos nucleos (controlar),
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b) lavagem em agua corrente 30 minutos ou mais.
E bom de colocar os cortes antes da desidratacao por 2 a 3
minutos em alcool amoniaco a 1% quando a agua da bica nao
tem propriedades alcaldides suficientes. Nao se deve deixar de
lado a lavagem na agua corrente pois todas as anilinas com

hemateina sido extremamente sensiveis para acidos.
C) Série com acool até a 969,
d) coloracao contraste com vermelho de congo em n.° 116.

Resultado: nucleos de azul claro, quitina de vermelho brilhante,
tecidos cinzo azuis, estruturas filbrilosas vermelhas atenuadas.

Soluto: hemalumen acido: em 500 cm® H.0 (dist.) sao dissolvi-
das 0,5 g de hematoxilina adicionando-se exatamente 0,1 g lodato de
sodio (NaJO,) como meio de oxidacao. Junta-se ainda 25 g alumen
de potassio puro. Depois da dissolucao do alumen sao adicionadas 25
g de cloralidrato e 0,5 g de acido citrico cristalisado. O soluto con-
serva-se em vidro neutro.

118. Hematoxilina de Delafield:

a) de H.O (dist.) para hematoxilina de Delafield 4 a 5 horas.

b) em caso de excesso de coloracao diferenciar em alcool clori-
drico (1 gota de acido cloridrico oficinal em 100 cm® de alcool
absoluto),

¢) continuacao como em n.” 117 b. A lavagem deve ser bastante

demorado.

Resultado: Como no hemalumen encontrando-se porém as estru-
turas plasmaticas coloridas mais forte ou mais fraco em diversos graus.
Pode-se eventualmente deixar de lado uma coloracao contraste se nao
é desejada a diferenciacao das partes quitinosas (coloracao contraste
com vermelho de congo) ou se devem ser reproduzidas secrecoes (CO-
loracao contraste com uma anilina destilada de breu).

Soluto: hematoxilina de Delafield: soluto-mae: em 200 cm? de
H.0 (dist.) sao dissolvidos 20 g de alumen amoniaco juntando-se 4 g
de hematoxilina dissolvidas anteriormente em 25 cm® de alcool ab-
soluto. O soluto deve permanecer aberto e exposto a luz durante 3
a 4 dias sendo filtrado em seguida. Junta-se ao filtrado 50 cm® de
olicerina e 50 cm® de alcool metilico. Depois de 4 dias durante os quais
o soluto fica novamente aberto e exposto a luz, € novamente filtrado.
O soluto-mae conserva-se bem. Para a coloracao utilisa-se de 0,5 cm*
do soluto-mae em 50 cm® de H.0 (dist.). No caso que sao desejadas
estruturas mais finas e interessante de corar com um soluto de meia
concentracao (0,5 cm® em 100 cm?® de H.0 dist.) durante 24 horas.
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119. Hematoxilina férrica de Heidenhain:

a) de H,0 (dist.) para alumen férrico (2,5%) 3 a 12 horas.
b) lavagem em H.0,
¢) coloracao em hematoxilina 12 a 36 horas (formando-se laca

preta de hemateina férrica),
d) alumen férrico (2,5%), diferenciar sob contrdle permanente,

antes lavar cada vez em agua corrente para interromper a di-
ferenciacao. Para evitar a destruicao da laca de coloracao
pode-se utilizar pouco antes do término um soluto mais dilui-
do (1,25%) .

e) lavagem em H.,0 (corr.) 1 hora podendo-se eventualmente co-

locar antes o corte em agua amoniaca (0,1%),
f) continuacao como em n.° 117.

Resultado: de ac6rdo com o método da fixacao e o grau da dife-
renciacao diferentes estruturas sao coloridas fortemente prétas: cro-
matina, nucléolos, estriacao Q e Z e granulas da musculatura, centro-
somos, mitocdndrias, granulas celulares etc. Os outros tecidos sao co-
loridos em graus varios cinza atenuada ou amarelo. Em geral pode-se
deixar de lado a coloracao contraste recomendando-se porém a colora-
cao contraste com vermelho de congo para a orientacio mais facil em

cortes de insetos (veja n.° 116).

Solutos: 1. Alumen férrico: 2,5 g de alumen férrica (cristais
de coOr violeta clara) dissolver em 100 cm? de H.0 (dist.),

2. hematoxilina: 1 g de hematoxilina em 20 cm? de alcool a 96 %
dissolver e completar com 180 cm? de H.0 (dist.). O soluto adquira
somente depois de 4 a 5 semanas a sua capacidade de coloracao devido
da oxidacao da hematoxilina em hemateina ao ar livre. Para a colo-
racao usa-se a solucao em meia concentracao com H.,0 (dist.). A oxi-
dacao pode ser apreciada pela adicao de 0,2 g de NaJ0; a 1 g de he-
matoxilina. O soluto assim preparado pode ser utilisado imediatamente.

120. Tambeém neste método deve-se preferir freqiientemente a
coloracao progressiva a regressiva quando sao visados quadros gerais
ou quando deseja-se a coloracao de cortes com diversos 6rgaos. Para
isto emprega-se o soluto fortemente diluido: 1 parte de soluto de co-
loracao em. 3 a 5 partes de H.,0 (dist.). O prosseguimento da colora-
cao deve ser controlado de vez enguanto.

121. Hematoxilina férrica segundo WEIGERT.

a) de H,O (dist.) os cortes sdo colocados num banco de coloracao
numa placa de Petri de forma que se encostam nem em nada
e sao entao cobertos com a mistura de coloracdo, duracéo
de 1 a 2 minutos,

b) em caso de excesso de coloracao diferenciar em acido cloridrico
a 0,1% (HCl em H,0),
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Resultado: como em hemalumen mas as cores mais fortes e as
estruturas mais finas com coloracido mais forte e com separacido mais
nitida. Depois da hematoxilina segundo Heidenhain éste método é
muito apropriado em insetos pois ela representa os diferentes tecidos
?gm diferenciados. (Indicado principalmente para métodos microana-
OMmicos.)

Solutos: 1. 1 g de hematoxilina em 100 cm? de alcool a 96%.

2. 1,16 g cloreto de ferro em 98 cm? de H,0 (dist.) com 1 cm? de
acido cloridrico oficinal (ou 4 cm?® de liquor ferri sesquiclorati em 96
cm® H.0 (dist.) com 1 cm? de acido cloridrico oficinal) . De ambos os so-
lutos sao misturadas partes iguais antes do uso. A mistura estrage
depois 8 dias, os solutos conservam-se infinitivamente.

Ficou comprovado que em muitos casos um soluto de coloracao mais
fraco oferece vantagens principalmente na reproducao de estruturas
plasmaticas mais finas em células glandulares.

Néstes casos trabalha-se com 1 parte hematoxilina, com 1 parte de
cloreto de ferro e 2 partes de H.0 (dist.) durante 5 a 6 minutos.

122. Coloracao do nucleo com azul de toluidina.

a) de alcool a 70% para um soluto de alumen férrico de 5% em
alcool a 7T0% durante 2 a 3 horas,

b) lavagem em alcool a 709,

c) colocacao em soluto de coloracao durante 12 a 24 horas,

d) lavagem em alcool a 709,

e) alcool a 969 durante 2 minutos,

f) vermelho de congo (1% em alcool a 96% ), 24 horas (ou 1 ho-
ra a 60°),

g) alcool a 96% durante 2 minutos, em seguida alcool absoluto e
x1lol.

Resultado: coloracao do nucleo de azul claro, plasma de coloracao
fraca, quitina vermelha forte, saliva e secrecoes também inclusoes do
plasma das celulas glandulares coloridos metacromaticamente confor-
me a sua composicao.

Soluto: soluto saturado de azul de toluidina em H.0 (dist.) mis-
turar depois de 2 dias com a mesma quantidade de alcool de 969 .
Para a coloracao usa-se déste soluto-mae 3 cm® em 80 cm® de alcool
a 70% . O soluto-mae conserva-se bem.

Pode-se empregar em vez azul de tolidina também tionina porém
esta ultima ainda é mais sensivel a acidos do que o azul de toulidina.

123. Coloracao do nucleo com safranina.
a) de alcool a 70% para o soluto de coloracido, 24 horas,

b) lavagem em alcool a 7090,
c) continuacao como em n.” 116 c.
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Resultado: Os nucleos brilham de vermelho (basicromatina), me-
lhor como uma coloracdo contraste com vermelho de congo s6 e uma
com vermelho de congo e verde de luz (fortemente diluido).

Solutos: 1. verde de luz: soluto saturado em H.0 (dist.), de-
pois de 2 dias completar com o mesmo volume de alcool a 967, déste
soluto-mae adiciona-se 3 cm? a 80 cm3 de um soluto de 19 de vermelho
de congo em alcool a 967 .

2. Safranina: 1 g de safranina em 70 cm?® de alcool a 100%, adi-
cionar 30 cm?® de H.0 (dist.).

124. Colorag¢oes do nucleo boas, estaveis e simples ddo as com-
binacoes entre as anilinas de breu sintéticas e de um liquido mordente
(detalhes veja BECHER 1921):

125. Galocianina com alumen de cromo:

a) de H.0 (dist.) para o soluto de coloracao durante 24 a 48 horas,

b) H.0 (dist.) durante 15 a 20 minutos,

c) série dos alcoois, xilol, balsamo (eventualmente pode ser feito
de acordo com as necessidades em alcool a 969 uma colora-
¢ao de quitina com vermelho de congo, veja n.° 116).

Resultado: somente a cromatina dos nucleos tinge-se azul escuro
até préto.

Soluto: Em 100 cm® do soluto de alumen de cromo a 5% em H.0
(dist.) sao fervidos exatamente 0,5 g de galocianina durante 3 minu-
tos. Depois de esfriar filtrar e completar para 100 cm?® com H.0 (dis.)
O soluto conserva-se diminuindo porém paulatinamente a sua inten-

sidade.

126. Azul de galamina com alumen de potassio execucao como
com galocianina em n.° 125, tingindo porém 12 a 24 horas no soluto de
coloracao.

Resultado: Nucleos azul brilhantes, limites das células, estruturas
fibrilosas, membrana basal e quitina nao fortemente incrustada me-
tacromaticamente vermelho atenuado, plasma fracamente azul ou vio-
leta.

Soluto: Em 100 cm?® de soluto de alumen de potéssio a 5% em
H.0 (dist.) sao fervidos 0,1 g de azul de galamina até a solucao, es-
friar depois e filtrar. O soluto é estavel podendo-se empregar em vez
de alumen de potassio alumen de sédio.

12'7.  Alizarincianina G com cloreto de aluminio: Execucdo como
galocianina em n.° 125 devendo a duracdo de coloracdo ser encontrada
empiricamente. A formagdo da laca de aluminio completa-se de acor-
do com o objeto e a fixacdo em 1 hora a 24 horas.
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Resultado: Com curta duracao tingem-se apenas claramente os
nucleos, com duracao mais longa também partes do tecido restante.
Uma supercoloracao nao se observa nunca.

Soluto: em 100 cm? de cloreto de aluminio a 5% em H.0 (dist.)
sao fervidos exatamente 0,25 g do corante durante 10 minutos, filtrar
2 horas depois e refiltrar uma semana depois. Depois de adicao de for-
mol ou timol contra a formacao de cogumelos o soluto é estavel. Pode
ser empregado também em vez de alizarincianina G ou RR naftazari-
na ou rufigalol.

128. Azul de antrazena com sulfato de aluminio: execucao como
em galocianina em n.° 125, duracao de 1 a 3 horas.

Resultado: Nucleos de azul violeta, tecidos em varias tonalidades
avermelhados ou violetos.

Soluto: em 100 cm® de sulfato de aluminio a 5% em H.0 (dist.)
sao fervidos 0,25 g de azul de antrazena rapidamente e filtrados 2 ou
3 horas depois. O soluto é estavel.

129. Coloracao multipla segundo GIESON.

a) depois da coloracao do nucleo com hematoxilina férrica se-
cundo WEIGERT e lavagem em H.0 (corr.) secagem dos cortes
com papel de filtro liso,

b) cobrir os cortes com fucsina picrica durante 1 minuto,

c) retirar o soluto de coloracao e secar com papel de filtro liso,

d) alcool a 96% durante 1 a minutos,

e) alcool a 100% duas vézes durante 2 minutos,

f) benzol-xilol-balsamo de canada.

Resultado: nucleos marrom escuro, tecido vermelho, musculos ama-
relos. Este método usa-se somente como coloracao rapida, pois as co-
res desabotam depois de algum tempo.

Soluto: fucsina picrica: 100 cm® de acido picrico aquoso satu-
rado com 1 cm® de um soluto de fucsina acida a 1% em H.0 (dist.).

130. A coloracao multipla melhor, mais segura e estavel é o mé-
todo segundo MALLORY modificado por HEIDENHIN (coloracao ‘“Azan’).
Recomenda-se de evitar objetos com fixadores contendo cromo. To-
dos outros objetos fixados de outra forma podem ser utilizados:

a) de alcool a 967 para alcool com anilina durante 30 minutos,

b) alcool de 70 e 40‘/, cada um durante 2 minutos,

c) H.0 (dist.) durante 3 minutos,

d) colocar em azocarmina a 60° na estufa durante 15 minutos
e em seguida deixar esfriar durante 10 minutos (numa placa
com agua),
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e) lavagem em H,0 (dist.),

f) diferenciar em alcool com anilina (com contréle até que so-
mente os nucleos estejam vermelhos) . Este processo pode ser
apreciado por adicao de H.O (dist.),

g) 4alcool com acido acético durante 1 minuto,

h) soluto de acido forfortungstico a 5% em H.0 durante 2 horas,

1) H,0 (dist.) durante 1 hora,

K) azul de anilina-orange-acido acético durante 3 horas,

1) H,0 (dist.), série com alcool, diferenciar em alcool a 96, xi-
lol e balsamo de canada.

Resultado: Tecido azul, cromatina vermelha, musculos avermelha-
dos até orange, saliva azul, quitina vermelha e amarela conforme a
espécie das incrustacoes.

Solutos: 1. Alcool com anilina: 0,1 cm? de 0leo de anilina pura
em 100 cm?® de alcool a 96% . 2. Azocarmina: 0,1 g azocarmina G
em 100 cm® H.0 (dist.) misturar e ferver rapidamente. Depois do res-
friamento filtrar. Os cristais do corrante que depositam-se no filtrado
disolvem-se quando aquecidos. A 100 cm?® adiciona-se 1 ecm? de acido
acético glacial. 3. Alcool com acido acético: 1 cm? de acido acético
glacial em 100 cm? de alcool a 96% . 4. Azul de anilina-orange-acido
acetico: emprega-se como soluto-mae 0,5 g de azul de anilina (soluvel
em agua) e 2 g de orange de ouro G em 100 cm® H.0 (dist.) com 8
cm?® de acido acético glacial. Ferver e filtrar depois do resfriamento.
Emprega-se uma parte do soluto-mae com 3 partes de H.,0 (dist.).

131. Como coloracao de contraste pode-se empregar com resul-
tado satisfatorio vermelho de congo isolado (1% em alcool a 969, du-
racao da coloracdo 6 a 10 horas com cortes de 5 micra de grossura, 12
a 24 horas com cortes de 10 micra, 1 a 2 horas quando o soluto de
coloracao € aquecido a 60° (veja sob n.° 10).

Resultado: Quitina vermelho brilhante, fibrilas elasticas ligeira-
mente vermelhas, os outros tecidos tem coloracido de diversos graus de
acOordo com o corrante do nucleo.

132. Consegue-se também bons resultados com uma coloracio
de contraste com vermelho de congo-orange GG:

a) depois da coloracao do nucleo com hematoxilina férrica se-
gundo WEIGERT ou HEIDENHAIN lavar bem os cortes em H.0
(corr.),

b) de H.0 (dist.) para vermelho de congo-orange GG durante 24
horas ou 2 horas a 60°,

c) diferenciar em alcool a 96%,
d) desidratar e incluir em balsamo de canada.



1953 51, Memorias do Instituto Oswaldo Cruz 125

Resultado: Nucleos e estruturas fibrilosas como em n.° 119 e 121,
quitina vermelha ou amarela conforme as incrustacoes, possibilitando
freqientemente uma separacdo entre exo — e endocuticula, musculos
marrom claro.

Soluto: solutos aquosos e saturados com vermelho de congo e
orange GG sao misturados em partes iguais (com um pouco de timol
contra a formacao de cogumelos). Pode acontecer que depois das fi-
xacoes com misturas de formol ou sublimado os cortes tingem-se so li-
gelramente (depende do objeto), néste caso ajuda freqiientemente uma
acidificagcao (1% de acido acético glacial no soluto de coloracdo. Cui-
dado nos coloragées com hemateina) .

133. Para deixar a camada possivelmente bem fina depois da
inclusao dos cortes em balsamo de canada (Importante em caso de
Imersao oleosa), emprega-se com vantagem balsamo bem fluido Pois
depols da evaporacdo do meio da dissolucdo a camada torna-se mais
fina. Eventualmente deve-se adicionar depois um pouco de balsamo.
Um bom meio auxiliar para a reducdo da camada de balsamo é o em-
prego de pequenos pésos de chumbo colocados na laminula depois da
Inclusao. Para pequenas laminulas de 18 por 18 mm de comprimento
dos cantos bastam pésos de 11 mm de comprimento e 5 mm de diAmetro,
para laminulas de 24 por 32 mm de comprimento dos cantos tais de
15 mm de comprimento e 5 mm de didmetro, para laminulas maiores

Serve na propor¢ao o numero maior de pésos. Balsamo excedente po-
de-se tirar depois com uma gilete e lavar com xilol.

134. Na coloracao na estufa evita-se de colocar as cuvetas ou Vi-
dros abertos na estufa pois as evaporacdes de agua, alcool e benzol ou
x1lol impurificam a parafina. Melhor é colocar num dessecador ligado
com um tubo de borracha para fora. Assim pode-se preaquecer em
vidros com rolhos esmeris os liquidos e proceder a coloracéo.

VIII. Temas especiais.

135. Demonstragdo da estriagcdo dos musculos: para a prova que
a estriacao dos musculos niao é um produto artifical de coloracao sao
tirados do inseto morto e ndo fixado fibrilas musculares das partes
diferentes do corpo (como exemplos de demonstracao recomenda-se o
sistema central longitudinal e os musculos da capsula craniana das
lagartas dos lepidopteros). Coloca-se imediatamente:

a) em acido acético glacial durante 10 minutos,

b) H.0 (dist.) durante 10 minutos,

¢c) H.0 (dist.) e glicerina (1 : 1) durante 10 minutos,

d) glicerina pura, incluir e fechar (veja em n. 17 e 18) .

Pela absorcao d’agua tornam-se visiveis as inocomatas no prepa-
rado glicerinado das fibrilas isoladas (observacdo no microscopio de
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contraste de fase, ou na luz polarisada). As listras Z podem ser reco-
nhecidas. Elas apertam o musculo em forma de segmentos. Esta ulti-
ma observacao é especialmente nitida nos musculos com camada forte
de sarcoplasma.

136. Para a demonstracao da musculatura estriada do esofago
ou reto deve ser isolada a musculatura longitudinal e anelar e ser tra-
tada como em n.° 135. Recomenda-se também uma coloracao com he-
matoxilina de Delafield depois da fixacao dos musculos isolados com
vapores de formol (veja-se sob n.° 51).

137. Para demonstracao da musculatura estriata incompleta do
intestino medial (de uma lagarta ou uma larva de um coleéptero) a
muscularis € tirada cuidadosamente e tratada como membrana numa
plaguinha com acido acético glacial como em n.° 135. A membrana é
segurada por uma laminula em glicerina-agua 1 : 1 e desdobrada. Em
seguida vira-se a laminula com a pinca e é deitada por cima de uma
gota de glicerina na lamina e fechada. Uma coloracao também e pos-
sivel como em n.° 136.

138. Para demonstracao de partes quitinosas do intestino prin-
cipalmente dos dentes quitinosos do proventriculo o intestino é prepa-
rado e molhado numa plagquinha com um soluto de 1/10 n — NaOH.
A maceracao dos tecidos deve ser controlado. Depois de pouco tempo
as partes quitinosas podem ser isoladas por ligeira vibracao ou isolacio.
Vantajoso € uma coloracao precedente dos tecidos com vermelho neu-
tro bem diluido.

139. Para uma demonstracao colorida dos cromosomos em pre-
parados esmagados das glandulas salivares ou do cérebro das larvas da
Drosofila presta-se o seguinte método: colocar o esfregaco durante 2

a 9 minutos no soluto de coloracao, em seguida série com 4lcool e
xilol.

Soluto: Aquece-se 60 cm? de acido acético glacial adicionando 2

g de orceina e em seguida 40 cm?® de H.0 (dist.), filtrando depois do
esfriamento.

Em vez déste soluto pode-se usar também o soluto saturado com
carmim em acido acético glacial a 40% . Este método nem sempre é
seguro, pols as qualidades do carmin estdo sujeitas a fortes variacoes.
Apresentagao dos cromoésomos. Para aumentar cromosomos pela im-
bibicao recomenda-se colocar os cortes antes da coloracdo num soluto
a 2% de tiosulfato de sédio em H,0 (dist.). O processo deve ser con-
trolado ou si um contréle nao é praticavel por razdes técnicas deve-se
determinar empiricamente o tempo pois também outras estruturas ce-

lulares estao sujeitas a imbibicdo néste soluto. Em seguida coloracéo
com hematoxilina ou corrantes especificos de nucleos.
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140. Esfregaco do liquido da cavidade abdominal: Para conseguir
liquido da cavidade abdominal morta-se o inseto cortando imeditamen-
te tcdas as 6 pernas no meio do fémur. Faz-se entdo pressdo uniforme
e crescente com uma larga pinca sdbre o abdomen. Assim sai uma gran-
de parte do liquido pelos troncos das pernas. O esfregaco é preparado
como com sangue dos mamiferos de forma que a gota na lamina bem
limpa é puxada por um vidro inclinado.

141. Coloracao dos esfregacos com hematoxilina férrica — verde
de luz segundo HEIDENEAIN:

a) depois do tratamento com gas de OsO, ou formol lavar em
agua corrente,

b) coloracao e diferenciacdo com hematoxilina férrica de Heiden-
hain (como em n.° 119),

c) de agua (corr.) lavar em H.0 (dist.),

d) continuacdo como em n.° 142 h) — i).

142. Coloragao dos esfregacos com safranina — verde de luz:

a) depois da fixacao pelos vapores de acido 6smico lavar em agua
(corr.),

b) H.O (dist.) duas vézes, cada vez 10 minutos,

c) alcool a 709, duracao 2 horas,

d) branquear em H.0., duracao 10 a 15 minutos,

e) safranina, duracao 10 minutos,

f) lavar em H.O (dist.),

g) Submergir em alcool a 969,

h) verde de luz 1/2 — 2/3 minuto,

1) alcool a 969, desidratar e incluir em balsamo.

Resultado: Cromatina e nucleos vermelhos, plasma e as suas di-
ferenciacoes verdes.

Solutos: Safranina (soluvel em agua) em soluto saturado em H.0
com oleo de anilina. Verde de luz em soluto de 1% em &alcool a 96 .

143. Coloracao dos nervos segundo COWDRY:
Fixacao segundo CArNOY durante 2 a 3 horas,

a) abrir o inseto, preparando eventualmente as partes desejadas,
b) série com alcool até o alcool a 40,

¢c) lavagem em H.0 (dist.),

d) soluto de nitrato de prata 1,5« durante 2 dias,

e) 1dem, 1 dia,

f) lavagem em H.0 (dist.),

g) reduzir no escuro durante 24 horas,

h) lavar em H.O (dist.),

1) alcool a 969 durante 1 hora,
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k) alcool de 100% durante 2 horas,
1) Oleo de cedro durante 2 horas,
m) parafina a 60° durante 3 horas.

(Os objetos devem ser pequenos, insetos inteiros devem ser aber-
tos. De 1) — m) recomenda-se um vacuo pois facilmente ficam restos

de agua e alcool). O objeto é cortado numa grossura de 2 a 3 micra.
Tratamento dos cortes:

a’) de H,0 (dist.) para um soluto de cloreto de ouro (0,1% aquo-
so, neutralisar com carbonato de litio) durante 2 horas,

b’) tiosulfalto de sédio a 5% durante 5 minutos,

¢’) agua (corr.) durante 6 horas,

d’) coloragao de contraste em soluto com toluidina (a 1% aquoso),

e’) desidratar e incluir em balsamo.

Soluto: Liquido de redugdo: 1 g de acido pirogalico, 5 em? de
formol (40%) e 100 cm?® de H.0 (dist.).

Resultado: Fibrilas nervosas, membrana basal, sarcolema e outras
membranas, também tonofibrilas prétas, células dos nervos cinza-ama-
relas, substincia isotrépica dos musculos auro-amarela, substancia
anisotropica, estriacbes M e Z prétas. Estrutura mais fina da quitina
bem nitida, melhor do que com a coloracdo com vermelho de congo-
-acido fosfortungstico. Devido as tonalidade diferentes de preto e
amarelo e a estrutura nitida das fibrilas e membranas o preparado
apresenta um quadro plastico.

144. Coloracao do cilindro axial segundo MALLORY:

a) fixacao em formol a 40% 1 por 3 com agua da bica,

b) diretamente num soluto aquoso e saturado de cloreto de chum-

bo (pouco acima de 1%) a 40° durante 6 dias, mudando o liqui-
do no primeiro, terceiro e no quinto dia,

c) lavar em H.0 (corr.) durante 24 horas,
d) desidratar e incluir em parafina,
e) cortar com uma grossura de 3 a 5 micra,

f) coloracao (soluto veja em baixo) a 60° durante 30 minutos a
1 hora, ’

g) 9 a 30 minutos em H,0 (dist.), acidificar com 2 gotas de acidc
acetico em 100 cm3 de agua,

h) série com alcool até 100%,

i) terpinol,

k) balsamo de canada dissolvido em terpinol.

Resultado: Cilindro axial azul até preto, nicleo azul, citoplasma
azul-cinza, tambem neutrofibrilas, mas nitidamente separadas.
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Soluto: Soluto I : 1 g de hematoxilina em 50 cm? de alcool ab-
soluto,

Soluto II: Soluto aquoso saturado de carbonato de magnésia ou
calcio.

Antes do uso adiciona-se a 20 cm?® do soluto II 1 cm?® do soluto I.
A mistura pode ser usado sO uma vez.

145. Coloracao dos nervos segundo BUBENAITE, principalmente
para demonstracao do aparelho de Golgi:

a) Fixacao em formol (40%, 1 : 9) 2 dias ou mais,

b) Dbicarbonato de potassio (aquoso a 2,5%) a 34° durante 2 dias
(pendurar os objetos no liquido),

c) secar com papel de filtro,

d) lavar em nitrato de prata a 2% aquoso a 34°,

e) nitrato de prata a 2% aquoso a 34° durante 2 dias,

f) desidratar rapidamente e incluir, possivelmente com vacuo.

Os cortes com uma grossura de 3 micra sao tratados como em 143
a) e b) e a’).

146. Cristalisacao de secrecoes.

Na cavidade de uma lamina escavada sao colocadas escamas fres-
cas, cerdas com secrecao ou partes da cuticula ou a prépria secrecao.
A margem da cavidade é fechada com um anel estreito de balsamo de
canada. Em seguida coloca-se uma laminula de forma que a cavidade
¢ hermeticamente fechada. Leva-se o preparado na estufa com 60°.
Aqui evapora uma parte do liquido rapidamente. Depois de 2 a 3 ho-
ras resiriamento eventualmente numa estufa a 40° até a temperatura
do ambiente. Nisto sublima uma parte do liquido evaporado na mar-
gem em cristais tipicos e conglomerados, que devem ser vistos em luz
polarisada. O processo de sublimacao pode levar alguns dias. Com uma

formacao fraca de cristais o processo deve ser repetido e modificado
a temperatura e o tempo.

147. Um método vantajoso de ampliar a capacidade e a veloci-
dade de penetracao, € o emprégo de vacuo. O método presta-se nao
somente para a fixacado mas também para a desidratacao e penetra-
¢ao com parafina. Para isto utilisa-se de uma bomba de jato de agua
ligada por um tubo fino metalico ou um tubo de borracha grossa por
um dessecador normal com uma torneira de trés saidas e ligado com
um manometrd com mercurio. Deve ser possivel de fechar o mané-
metro com uma torneira de vidro.

148. Com a ligacao da bomba liga-se diretamente o dessecador
com a bomba por meio da torneira com 3 saidas e ao mesmo tempo
aberta a torneira do manometro. No caso que a ponta do mercurio co-
meca abaixar (veja n.” 151), existe um vacuo de 380 mm Hg igual a
mela atmosfera. No caso que o mercurio desce rapidamente deve-se

MI.O.C. — 9
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diminuir a pressao da agua. No caso da diminuicdo rapida do vacuo
observa-se destruicoes ou deslocamentos no corpo do inseto que esta
colocado num recipiente no dessecador. A velocidade mais indicada é
15 a 25 mm/Hg por minuto. Nisto escapam do objeto pequenas bolhas
de ar. Em pequenos insetos retira-se o ar até quase 350 mm/Hg, em
maiores até quase 250 mm/Hg, no primeiro caso mais devagar (15
mm/Hg por minuto), no ultimo caso mais rapidamente (25 mm/Hg
por minuto). Assim que o vacuo desejado for conseguido fecha-se a
torneira com 3 saidas desligando a bomba. Em seguida mantendo-se o
dessecador com vacuo durante 10 minutos nio deixando diminuir a
pressao. Fecha-se a torneira no manémetro abrindo a torneira com
3 saidas deixando entrar vagarosamente o ar. Com isto o liquido
infiltra-se pelas traquéias para dentro do inseto. A torneira do mané-
metro deve estar fechada pois a subida do mercurio pode arrebentar
o tubo de vidro. Finalmente abre-se devagar a torneira do manémetro
de forma que o mercurio sobe devagar.

149. DPara a pentracao com parafina ésse processo é feito dentro
da estufa com parafina liguida.

150. Se nao existir uma torneira com 3 saidas pode-se empregar
também 3 torneiras comuns. Uma torneira fecha o desvio para o ma-
nometro, a segunda fica entre o mandmetro e a bomba e a terceira
fecha no dessecador um tubo curto pelo qual o ar entra no dessecador.
E de vantagem de fechar o tubo quanto mais possivel na sua boca, dei-
xando uma abertura minima de modo que o ar ndo possa entrar com
exagerada velocidade.

151. Manometro de mercurio: Como com vicuo maior possam
surgir deslocamentos e destruicoes nos o6rgdos, deve-se empregar ape-
nas um vacuo entre 380 e 200 mm/Hg. Forma-se um tubo de vidro
da grossura de um lapis e fechado numa extremidade em forma de
um U deixando entre os dois bracos uma distidncia de 2 a 3 em. O
comprimento da extremidade fechada é de 40 cm e da aberta de 35
cm. A ponta do ultimo braco tem uma ligacdo virada sem comprimen-
to determinado. Monta-se verticalmente numa tdbua de madeira li-
gando na extremidade mais comprida uma medida em mm solta. Enche-
-se agora cuidadosamente o tubo de vidro com mercurio puro nio deixan-
do entrar nem agua nem ar até que o braco fechado esteja cheio e o
menisco do mercurio na parte aberta vai até 1,5 a 2 cm. A parte de
ligacao é ligado ao dessecador colocando ainda uma torneira. A medi-
da em mm € colocada de forma que a marca de 380 mm estd exatamen-

t% 320 mm esta 380 mm por cima do menisco do mercirio no braco
aberto.

152. Se esta a disposicdo borracha natural (latex de borracha —
succo engrossado de borracha natural) e a possibilidade de trabalhar
com vacuo (quase 300 mm/Hg, veja n.° 147), pode-se preparar na es-
tufa um soluto saturado em parafina evitando assim o meio de solu-
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cao. Corte-se um pedacgo de latex de borracha em pedacinhos minimos
em parafina liquida deixando durante 2 a 3 dias a 60° remetendo.
O soluto corresponde uma mistura de quase 5% de um soluto de bor-
racha em cloroformio com parafina. Esta parafina aborrachada é su-
ficiente no emprégo de vacuo em trabalhos histolégicos, sem vacuo o

resultado na infiltracao é duvidoso. Emprega-se néste caso. melhor o
metodo decrito sob n.© 28.

153. Meios oOticos auxiliares.

Nao procure de iniciar o exame de um objeto com um aparelho
complicado. Para quadros gerais ja bastam aumentos minimos (pos-
sivelmente binoculares), pois pela plasticidade maior a capacidade de

Imaginacdo do observador é ajudada. Cada aumento maior diminue
a plasticidade.

Em trabalhos morfolégicos e anatémicos mais finos como também
em trabalhos histolélicos somente raras vézes um meio auxiliar ético
é suficiente. Deve-se recomendar freqiientemente o emprégo de luz
polarisada, dos diversos microscopios com luz transparente e reflec-
tante. Pode ser empregado também aumentos fracos do microscopio
eltronico (como para a estrutura mais fina dos anexos cuticulares) .
De grande vantagem é na dissolucao de estruturas mais finas o mi-
croscopio de contraste de fase (p. e. ZEISS-WINKEL) principalmente

nos estudos de cortes pela quitina se éstes sdo ligeiramente coloridos
com vermelho de congo ou verde de luz.

Detalhes em literatura técnica especialisada.

154. Acido cloridrico: n-HCl — 3,69 .

Preparo: 10 cm?® HCl (péso especifico 1,19 = 23° Be. = 37%) com-
pletar com H.0 (dist.) até 100 cm?.

1565. Acido cloridrico oficial: adiciona-se ao 100 ecm?® HCI (péso
especifico 1,19 = 23° Be. = 37%) 50 cm3 H,O (dist.) = p€so especifico
de 1,124 — 25%.

1566. Liquor ferri sesquichlorati — soluto de cloreto de ferro
(FeCly) a 29% em H.O0 (dist.).

157. Acido acético glacial — &cido acético concentrado.

Acido acético — soluto de Acido acético glacial a 96% em H,O
(dist.) .

158. Formol — soluto do gas de formaldehide a quase 409 em
H.0 (dist.).

159. Alcool = alcool etilico puro, ponto de ebulicdo do 4lcool ab-
soluto — 78°.

160. Anilina = Oleo anilina — Aminobenzol.!

161. Agua anilinada = 10 cm® de anilina pura sdo dissolvidas
em 100 cm?* H.0 (dist.), sacudir.
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162. Pontos de ebulicdo: acetona — 56°, cloroférmio — 61°, al-
cool metilico — 67°, alcool etilico — 78°, Benzol — 80,5°, toulol —
1110, xilol — 14009, oleo de anilina — 182°, benzoato de met1la — 1999,
creosot — 2059, termnol — 210°, bleo de cedro — 237°, Oleo de cravo
— 2479, glicerina — 2909, 6leo de parafina — 300°.

163. Valores de fracdo (nD) de alguns meios de clarificacao e
inclusao:

agua (quimicamente pura) ......... 1,330
acetato de potassio ................ 1,370
lactofenol ........... ... ... oL, 1,440
glicerina ............. . i 1,456
terpinol ...... ... i 1,480
euparol ....... ... .. i iiiiai 1,483
toluol . ... .. 1,490
Xilol ... e 1,490
Oleo de cedro ......... ... 1,510
balsamo de canada ................ 1,530
O0leo de Wintergreen ................ 1,538
gelatina com glicerina ............. 1,542
benzoato de benzila ................ 1,570
0leo de anilina ........... ... .... 1,588

IX. Literatura.

Indice da literatura veja na parte alema. Um resumo dos traba-

Ihos mais antigos e mais novos sobre a microtécnica encontra-se em
RoMEIs 1948.

X. Indice.

Acetato de potassio 163 Alcool etilico 159

Acido acético 63, 157 Alumen de cromo 116

Acido acético glacial 64, 135, 157 Amolecimento da quitina 23
Acido cloridrico 15, 154, 155 Anexos cuticulares 7, 9 — 12
Acido cromico 49 Anilinas, acidas 110

Acido fosfortungstico 130 Anilinas, alcalinas 110

Acido osmico 49, 74 Anilinas, anfoteras 110
Acido pirogalico 143 Anilinas, concentracao 111
Acido tricloracético 79 Anilinas, do breu sintéticas 124
Acidulacao das anilinas 114 Anilinas, em geral 110

Agua (pura) 163 Anilinas, indiferentes 110
Agua oxigenada 21 Anilinas, neutras 110

Albumina-glicerina 103 Anilinas:

Alcool 51 — 54, 82, 83, 159 Alizarincianina G com cloreto de
Alcool com acido acético 114, 130 aluminio 127
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Azocarmina 130

Azul de anilina — orange — acido
acético 130

Azul de antracena com sulfato de
aluminio 128

Azul de meftilena 15, 31, 32

Azul de toluidina 24, 122, 143

Carmina 116, 139

Carmina com alumen de cromo 116

Galamina com alumen de potassio
126

Galocianina com alumen de cromo
125

Hemalumen Aacido 15, 117
Hematoxilina férrica 119, 121
Hematoxilina segundo Delafield 118

Hematoxilina segundo Heidenhain
119

Hematoxilina segundo Weigert 121
Orange 20, 34, 132
Orceina 139
Picrofussina 129
Safranina 123
Sudan IIT 33
Verde brilhant 31, 32
Verde de luz 123, 142
Vermelho de congo 10, 20, 131
Vermelho neutro 15, 31, 32
Atcnia 3, 4
Balsamo de canada 163
Benzoato de benzila 24, 163
Benzol 83
Bicromato do potassio 145
Bomba d’agua a jato 148
Carbonato de calcio 144
Carbonato de magnesio 144
Clarificacao 19, 24, 25
Cloralhidrato 26
Cloreto de chumbo 144
Cloreto de ferro 121, 156
Cloreto de ouro 143
Colamento dos cortes 102
Coloracao “Azan’” 130
Coloracao com anilinas histologicas ve-
ja sob anilinas

Coloracao dos anexos cuticulares 9 —
11

Coloracao dos musculos 34, 135

Coloracao dos nervos 143 — 145
Coloracao em geral 109
Coloracao multipla 129
Coloracao progressiva 112
Coloracao regressiva 112
Coloracao total 15, 29 — 34
Corte dos blocos de parafina 99
Cromosomos 139

Depositos de cromatos 73
Depositos de formol 73
Depositos de sublimado 77
Descamacao 7

Descorar 21, 70

Desengorar 10

Deshidratacao 82

Dessecador 134, 147

Diafanol 23
Diluicao de formol 59

Diluicao de liquidos 87

Dioxido de cloro com acido nitrico 23
Dissecc2o dos insetos 27 — 29
Encolhimento 2, 14, 55, 67, 71
Endurecimento dos tecidos 93
Esfregacos 140 — 142

Estendimento dos cortes 105

Estufa 94, 134

Eter acético 2

Euparol

163

A

Fechamento do preparado 17, 18
Fezes dos insetos 8

Fixacao
Fixacao
Fixacao
Fixacao
Fixacao
Fixacao
Fixacao
Fixacao

com
com
com

coIlmn
com
com
com
com

73, 78

Fixacao
Fixacao
Fixacao
F'ixacao
Fixacao
51
Fixacao
Fixacao
Fixacao

com

com
com
com

com

com

acido acético glacial 64
acido nitrico 80

acido o6smico 49, 66, 74
acido picrico 175

acidos picrico e nitrico 76

alcool 51 — 54

alcool — acido acético 71
bicarbonato de potassio
formol 56

gazes 48

piridina 81

sublimado 55, 77 — 79
vapores de formaldehide

vapores de 1odo 50

dupla 37, 60
em geral 33
Fixacao, liquidos 38
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Fixacao segundo Bouin 75 Nitrato de prata 143, 145
Fixacao segundo Burke 81 Observacao da superficie 6
Fixacao segundo Carnoy 72 Oleo de anilina 25, 160, 161, 163
Fixacao segundo Flemming 74 Oleo de cedro 163

Fixacao segundo Gilson 77 Oleo de cravo 25

Fixacao segundo Heidenhain 178 Oleo de Wintergreen 24, 163
Fixacao segundo Mayer 76 Parafina 83, 89

Fixacao segundo Orth 73 Parafina com borracha 92, 152
Fixacao segundo Petrunkewitsch 80 Parafina, diluicao 113

Fixacao segundo Zenker 78 Parafina, infiltracao 148

Formol 56, 82, 158 Parte quitinosa do intestino 138
Gelatina com glicerina 163 Perhidrol 21

Glicerina 13, 14, 163 Placas de preparacao 28
Grossura dos cortes 99 Ponto de ebulicao 162

Hidroxido de potassio 17 Preparados totais 13, 19
Hidroxido de sodio 19 Prova de céra 49

Impregnacao 143 Prova de corpo gorduroso 33
Inclusao 89 Prova de gordura 49

Indices de refracao 163 Prova de musculos 34

Injecao do fixador 43, 44 Prova de oOleo 49

Jodo "7 Prova de quitina 20

Iodo com iodato de potassio 77 Relaxamento dos musculos 3 — 5

Kava-Kava 3, 4

Lactofenol 163

Liquido abdominal 140

Liquido de conservacao segundo Jorres
26

Liquido de conservacao segundo Klotz
26

Liquido de reducao 143

Maseracao 21

Manometro (de mercurio) 148

Meios auxiliares oticos 153

Meios de inclusao, glicerina 13, 14

Meios de inclusao, xarope de borracha
16

Método de Spalteholz 24

Montagem dos cortes 133, 134

Musculos, estriacao 135 — 137

Mausculos, relaxamento 3 — 5

Réplica 6

Sacrificacao do inseto 112
Salicilato de metila 24
Secrecoes, cristalisacao 146
Série alcool-benzol 83
Série dos alcoois 86
Soluto de borracha 28
Soluto de celulose 6

Soluto de Ringer 3

Sublimado 55

Terpinol 25, 144, 163

Tetroxido de osmio 49, 74
Tiosulfato de soédio 77
Tiosulfato para cromosomos 139
Toluol 163

Vacuo 147

Xarope de borracha 16

Xilol 163
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Objetos entomologicos indicados para investigacoes histologicas.

Para exame de:

Objeto

Meétodo

— ——

A) Integumento

1. estrutura:
a) camadas,
lamelas,
pseudoporos

b) escleritos

parede do corpo de uma la-

garta pouco cabeluda (sfin-
gideo, noctuideo, para pscu-
doporos: lasiocampideo)

cortes longitudinais e transver-
sals, veja 1 c)

——

abdomen de um culicideo

corte transversal, veja 1 ¢)

¢) membrana interseg-
mental

colémbola, larva de um mus-
cideo ou lepiddptero

Corte longitudinal. Corrosio
com 4Acido forfortungstico, co-
loracido com vermelho de
congo. Luz polarisada ou
contraste de fase,

2. anexos da cuticula:
a) cabelos falsos

asas dos tricopteros

preparado total ou répliea

b) cabelos verdadeiros:
cerdas,
cabelos,
escamas

lagartas de lepidopteros (lasto-

campideos, megalopigideos)
adultos dos lepidépteros (arc-
tiideos, noctuideos), culici-
deos, lepismatideos, cole6-
pteros.

preparados totals secos em ar
ou em b4lsamo de canada,
cortes transversals

—

c¢) cabelos glandulares

lagartas dos arctifdecos, lasio-
campideos: pulvilas dos mus-
cideos, escamas odoriferas
dos machos de lepiddpteros.

cortes transversais e longitudi-
nals, hematoxilina-vermelho
de congo, preparados totals

— —

d) cabelos sensivels, co-
vas sensivels, orgaos
coletivos

nartes bocals ¢ antenas de
todos 0s insetos, palpos de
lepidopteros, tarsos de mus-
cideos,

cortes como em cabelos glan-
dulares, preparados totais dos
respectivos Orgios secos ou em
bdlsamo.

3. Evaginacdes da cutfcula:

a) espinhoes sem rami-
fleacio

tibia posterior de lamelicorni-
dcos ou lepidopteros

b) espinhoes com rami-
ficacao

lagartas de alguns lepiddp-
teros (lutomerts)

¢) formacoes monstrosas
(atéhicas)

Hemipteros:  cabeega de ful-
gorideos, protorax de mem-
bracideos, pernas de coref-
deos ou pentatomideos, cor-
po 1nteiro de tingideos.

Preparados totals secos em ar,
cortes, hematoxilina-vermelho
de congo

- —

4. Ihpoderme:
a) estrutura celular

larvas novas com péle recen-
temente

cortes longitudinals e trans-
VErsals
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Para exame de:

Objeto

Meétodo

mudada, melhor ainda larvas
logo antes da muda

hematoxilina-eosina ou fuesina
dcida, safranina-verde de luz,
coloracio ‘“‘Azan”’

b) estrutura sincicial

Imagines mais antigos

idem

¢) glindulas hipodermass:
glindulas peconhentas

lagartas de arctiideos, lasio-
campideos ou megalopigideos

hematoxilina férrica de Herde-
nhain, coloraciao “Azan’, azul
de antrazena com sulfato de
aluminio.

glindulas odorfferas.. | fémeas de ficitfneos (fim do | idem
abdomen), machos de nume-
rosos lepiddpteros (p.c. glan-
dules laterais abdominais de
brasolidcos)

glindulas hormonais | lagartas de lepiddpteros du- | idem
rante a muda

glindulas colagéneas | pulvilas ou empédio dos arti- | i dem
gos tarsals d¢ muitos insetos

glindulas de céra abelha de mel, lagartas de | idem
alguns lasiocampideos, hes-
peridcos;Zelus leucograminus

glindulas repugna glindulas odorifetas dos he- | idem

térias teropteros, osmotério das la-

gartas de papilionideos

glindulas mandibulais

cabeca da abelha de mel ou la-
gartas

idem e preparados totais

glindulas labiais

cabeca respectivamente torax
dos heterdpteros, das lagar-
tas ou da abelha de mel

idem ¢ preparados totais

glindulas do ferrdo

fim do abdomen dos himeno-
pteros aculeatos

—

idem ¢ preparados totais

B)

Musculos:
a) misculos do esqueleto

larvas de muitos insetos (lepi-
dépteros), masculo do tim-
pano das cigarras, fémur dos
ortépteros, misculos das asas
dos sfingfdcos.

hematoxihina férrica de Hetden-
hain

muisculos 1ntestinais:

b)

proventriculo da barrats, in-
testino medial de larvas fito-
fagas (lepiddptera). Para o
cxame de fibras finas: intes-
tino medial das larvas parasi-
tdrias (icncumonidceos, taqui-
nideos ete.)

1dem
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Para exame de:

Objeto

Método

safranina-verde

de

ou salra-

—— —

c) tendoes pernas dos insetos, bomba sa- | colora¢cio do nicleo com uma,
hhvar dos hemipteros, cabega | hematoxilina (Weigert) e co-
das lagartas dos lepidopteros. loracio contraste com ver-

melho de congo a 6¢¢

d) 1nsercoes cuticula das lagartas dos sfin- | hematoxilina férrica de Heiden-
gideos (1nsergoes das grandes hain ou coloracio ‘“Azan’’
cequénelas musculares lon-
gitudinais), teto da faringe
na cabega de heterdpteros

C) Intestino:

a) farnge hemiptera, culicideos hematoxilina-vermelho de congo
b) esotago barrata cortes longitudinais e trans-
- - — versals, hematoxilina (Dela-
¢) proventriculo idem ficld) — vermelho de congo-
—— —— | == - - -orange (em d) sem coloracio

d) 1ntestino medial idem contraste,
de luz, azul de antrazena-sul-
¢) fhm do intestino 1dem fato de aluminio, coloracio

“Azan’’.

f) ceco do intestino me- | barrata, carabideo, homéptera | hematoxilina-fuesina 4cida, co-

dial rantes de breu

g} tubos de Malpighi quase todos os 1msetos idem ¢ preparados totais

h) membrana peritréfica | lagartas dos lepidopteros fito- | idem
fagos

D) Traqudas
n)  estigmas lagartas dos lepidopteros preparados totals ou eortes com
hematoxilina-vermelho
CONEZO

b) sistema das traqudias | tisanuras clarficacao do preparado total

¢)  ramiileacdo mals fina parede intestinal  (sOmente [ membrana inteira vista de eima
musculans) das larvas dos com hematoxilina
coledpteros, muscideos ou le- ninga
prdopteros

d) 1raquéolas traquero-branqueas das larvas | sem colorag¢io com microsedpio
de Zygoptera ou Clorydalinae de contraste de tfase

¢)  SLCOS AGreos nos orgaos timpanas ¢ da es- [ sem eoloracio como preparvado

_— —_— —_——
——— — L — —_— ———— —_— -———— . . ey W W oW

tridulacio dos ortdpteros e
homopteros, nas glindulas
gonatropieas dos homopteos

total, coloracao total com ver-
melho de congo, cortes com
hematoxilina-vermelho de
CONgo

— —_— —
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Para exame de:

Objeto

Meétodo

E) Vaso dorsal:

a) vaso lagartas dos sfingfdeos (com | hematoxihina férrica de Heide-
células pericardiais externas), | nhain-fucsina dcida
heteréptera (com células pe-

‘ricardiais internas)
b) aorta cabeca (coledptero ou heteré- | 1dem

ptero)

¢) liquido da cavidade
abdominal

principalmente favordvel nas
lagartas dos sfingfdeos

csfregacos, safranina-verde de
luz

F) Sistema nervoso:

1. aspeto geral

lagartas dos sfingideos, dip-
teros grandes (Tabanidae),
heteréptera grandes, Vespi-
dae grandes

preparacio por corte dorsal, co-
loracdo com hematoxilina

(Delafield)

2. ganglios da cabeca

todos osinsetos, principal-
mente abelha de mel, heterd-
pteros

série de cortes transversals ¢
longitudinais, hematoxilina
férrica de Heidenhain (separa
com diferenciacio forte a ca-
mada dos ganglios da das fi-
brilas), nitrato de prata-clo-
reto de ouro

3. Orgios sensfveis
a) omatideos

tisanuras

b) ocelos

insetos voadores

¢) olhos compostos

odonatas
efemerideos
coledépteros (Gyridae)

preparados totals ou cortes
transversais ou longitudinais
frontal, hematoxihna férrica
de Heidenhain, coloracio
“Azan’’, 1mpregnagio com
prata ¢ ouro

d) drgaos timpanais

acrideos (1.° segmento abdo-
minal), tetigonfdeos (tfbia
anterior)

cortes transversais e longitudi-
nais, hematoxilina-vermelho
de congo-orange

e) orgdo de Johnston

pedicelos de culicideos

G) érgdos reprodutores

testiculos e ovarios de acrideos
cigarras etce,

corte longitudinal, hematoxili-

na-vermelho de congo ou 1m-
pregnacao com ouro ¢ prata
com vermelho de congo

—

cortes com hematoxilina, prin-
cipalmente de Heidenhain

H) diafragmas

fémur de heterépteros ou cole-
6pteros, abdomen de odo-
natas

cortes transversals com hema-
toxilina férrica de Heidenhain,
coloragdo ‘‘Azan’




1953 51,

Memorias do Instituto Oswaldo Cruz

139

Para exame de:

Objeto

Meétodo

I) Corpo gorduroso

lagartas dos lepidépteros

hematoxilina-fucsina 4cida, sa-
franina-verde de luz, esfre-
gaco fixar com 4cido 6smico

ou coloragio sem fixar com
Sudan III

K) ndecleos:
a) nuacleos ativos

hipoderme das lagartas e lar-
vas durante a muda

hematoxilina férrica de Heide-
nhain, corantes de breu la-
caldides

b) nicleos degenerados

hipoderme sincicial de todos
os 1nsctos (alguns dias depois
da muda ou 1migines)

1dem

c) macrontcleos

glindulas lablas e mandibu-
lares das lagartas de lepidé-
pteros, da abelha de mel ou
Drosophila, tubos de Mal-
pighi

idem, para cortes, para prepa-
rados totals progressivamente
com hematoxihina (Delafield)

d) cromosomos

glindulas gonandotrépicas de
acrideos, lepidépteros ete.,

glindulas labias e cérebro da

larva de Drosophtla

cortes e preparados esmargaos
com hematoxilina férrica, or-
celna, carming e saframna

ﬁ




