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        Ao longo dos anos, a técnica de microtomografia utilizando luz síncrotron mostrou 

ser uma ótima ferramenta para o estudo das estruturas internas e externas do Rhodnius 

prolixus, principal inseto vetor do Tripanossoma cruzi, agente etiológico da Doença de 

Chagas. No entanto, os primeiros trabalhos mostraram que a visualização de algumas 

estruturas pode variar com o tipo de feixe utilizado e com a tratamento realizado na 

amostra. O objetivo deste trabalho foi desenvolver um protocolo para identificar o 

melhor tratamento de amostra quanto à fixação e marcação através da avaliação de 

parâmetros de qualidade de imagem, permitindo assim uma precisa segmentação das 

estruturas da cabeça do Rhodnius prolixus em dois períodos diferentes da ninfa de 5º 

estágio (no jejum e na muda). As amostras foram testadas com diferentes tipos de 

combinações de fixadores e marcadores. A escolha do melhor protocolo foi feita através 

de análises qualitativas (através da observação das imagens) e quantitativas (através do 

cálculo de parâmetros de qualidade de imagem, como contraste e razão sinal-ruído). As 

medidas foram realizadas no Laboratório Nacional de Luz Síncrotron (LNLS), 

Campinas-Brasil, e no Laboratório Síncrotron ELETTRA, Trieste-Itália. 
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 During the years microtomography using synchrotron light technique has proved 

to be an excellent tool to study the internal and external structures of Rhodnius prolixus, 

main insect vector of Tripanossoma cruzi, and the etiologic agent of Chagas Disease. 

However, the first works have shown that the visualization of some structures can vary 

according to the type of beam and sample treatment. The objective of this work is to 

develop a protocol to identify the best fixation and staining sample treatment by the 

evaluation of the image quality parameters, allowing the segmentation of different 

structures of Rhodnius prolixus in two different periods of 5
th

 instar (unfed and ecdysis). 

The samples were tested with different combinations of fixatives and staining. The 

choice of the best protocol was done with qualitative analyses (through the observation 

of the images) and quantitative analyses (through the calculation of image quality 

parameters, such as contrast and signal-to-noise ratio). The measurements were 

performed at the Brazilian Synchrotron Light Source (LNLS), Campinas-Brazil, and at 

ELETTRA Synchrotron Facility, Trieste-Italy. 
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CAPÍTULO I 

1 INTRODUÇÃO 

A microtomografia é uma técnica não invasiva capaz de fornecer uma imagem 

tridimensional de um objeto e de suas estruturas internas e externas sem a necessidade 

de nenhum tipo de dissecção ou corte. Os estudos envolvendo esta técnica vêm 

crescendo ao longo dos anos, principalmente nas áreas médica e biológica (BETZ et al., 

2007; SOCHA et al, 2007; LAK, 2008; BEUTEL, 2008; ZHANG, 2010). 

Apesar de ser usada frequentemente para este tipo de estudo, a técnica de 

microtomografia aplicada às amostras médicas e biológicas envolve alguns problemas 

já que este tipo de amostra possui predominantemente tecidos com densidades muito 

baixas e semelhantes entre si, gerando dificuldade na visualização de determinadas 

estruturas e na percepção de mudança de um tecido para outro (EBERHARD, 2010). 

Algumas técnicas já foram desenvolvidas para facilitar a visualização deste tipo de 

tecido, e a principal delas é a técnica de microtomografia por contraste de fase, utilizada 

no mundo inteiro principalmente através da luz síncrotron, e que pode ser aplicada em 

diversos tipos de setup (GUREYEV et al, 2001). A técnica de contraste de fase pode ser 

realizada tanto com um feixe monocromático quanto com um feixe policromático, já 

que estes dois tipos de feixe apresentam coerência espacial quando são obtidos através 

da luz síncrotron. Contudo, o feixe policromático possui um setup mais simples e rápido 

em relação ao feixe monocromático, e por isso, quando se necessita da tomada de 

imagens de maneira mais rápida, o feixe policromático é preferível frente ao 

monocromático. (GUREYEV, 2000; MAYO, 2012; NUGENT, 1996). 

Muitas vezes, mesmo com a utilização da técnica de microtomografia por 

contraste de fase, a identificação de estruturas em amostras médicas e biológicas é 

difícil. Por isso, uma alternativa encontrada nos últimos anos para melhorar a 

visualização deste tipo de amostra foi a utilização de diferentes tipos de fixadores e 

marcadores nos tecidos, com objetivo de aumentar o contraste e assim facilitar a 

identificação de estruturas de baixo número atômico efetivo e baixa densidade 

(ROMINU, 2014; DEGENHARD, 2010; SAITO, 2012; BABCZYNSKA, 2014; 

SILVA, 2015; METSCHER, 2009ª,2009
b
, 2013).  

A marcação de amostras é um método relativamente simples, que aumenta o 

contraste das estruturas, facilitando sua identificação e visualização. Contudo, existem 
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inúmeros tipos de fixadores e marcadores e cada um deles são utilizados de formas 

diferentes e se conectam a tipos de estruturas diferentes (SENA et al., 2016). Portanto, é 

necessário desenvolver um protocolo para cada tipo de amostra com o objetivo de 

encontrar a melhor forma de estudar diferentes tipos de tecidos e estruturas através da 

técnica de microtomografia.  

Neste trabalho foi desenvolvido um protocolo para estudar o Rhodnius prolixus, 

principal inseto vetor do Tripanossoma cruzi, agente etiológico da Doença de Chagas. 

Este inseto possui características e estruturas semelhantes a outros tipos de insetos, 

servindo de modelo para diferentes tipos de estudo (GARCIA, 1984, 2007; 

GONZALEZ, 2013). Foram testados diferentes tipos de fixadores e marcadores no 

Rhodnius prolixus em dois períodos diferentes (no início do ciclo da 5º ninfa e no 

período da ecdise – fase de muda do inseto) e foram feitas análises qualitativas e 

quantitativas para identificar o melhor protocolo para estudar as suas estruturas nestes 

períodos citados. As medidas realizadas neste trabalho foram realizadas no Laboratório 

Nacional de Luz Síncrotron (LNLS), Brasil, e no ELETTRA, Itália. 

 

2 OBJETIVO 

O objetivo deste trabalho é desenvolver um protocolo para identificar e segmentar 

diferentes estruturas do Rhodnius prolixus através da técnica de microtomografia por 

contraste de fase utilizando luz síncrotron, com um feixe policromático. As amostras 

foram testadas em diferentes tipos de combinações de fixadores e marcadores. A 

escolha do melhor protocolo foi feita através de análises qualitativas (através da 

observação das imagens) e quantitativas (através do cálculo de parâmetros de qualidade 

de imagem, contraste e razão sinal-ruído).  

 

2.1 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 Identificar estruturas internas e externas no Rhodnius prolixus através da técnica 

de microtomografia por contraste de fase utilizando luz síncrotron em amostras 

preparadas com diferentes combinações de fixadores e marcadores, comparando os 

resultados obtidos para cada protocolo utilizado. 

 Calcular parâmetros de qualidade de imagem (contraste e razão sinal-ruído) para 

identificar o melhor protocolo para visualização de estruturas do Rhodnius prolixus. 
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 Segmentar as principais estruturas no Rhodnius prolixus em momentos 

diferentes do ciclo da 5º ninfa (fase inicial e ecdise). 

 

3 JUSTIFICATIVA 

A técnica de microtomografia por contraste de fase utilizando luz síncrotron vem 

se mostrando uma ótima ferramenta para o estudo das estruturas internas e externas do 

Rhodnius prolixus (ALMEIDA, 2012ª, 2012
b
, 2013, 2014; SENA, 2014, 2015, 2016), 

contudo, a visualização de suas estruturas nem sempre foi possível, já que seus tecidos 

possuem densidades muito baixas e parecidas, dificultando a sua identificação e 

segmentação (SENA, 2016). O protocerebrum, principal órgão estudado no controle do 

inseto vector (através de trabalhos testando drogas como a Azadiractina e o 

Triflumurom) (JEWESS, 2003; GARCIA, 1984, REMBOLD 1989, GONZALEZ, 

2013), nunca havia sido identificado e segmentado com a utilização do feixe 

policromático. Além disso, importantes órgãos no período da muda, como a traqueia e a 

faringe (WIGGLESWORTH, 1984), nunca haviam sido visualizados e segmentados no 

período da ecdise. Portanto, a criação de um protocolo para identificação destas 

estruturas é essencial nos estudos de combate à Doença de Chagas e também para servir 

de modelo para outros estudos envolvendo outros tipos de insetos e amostras biológicas.  
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CAPÍTULO II 

2 FUNDAMENTOS TEÓRICOS 

2.1 MICROTOMOGRAFIA  

O desenvolvimento da tomografia computadorizada (CT) no início dos anos 1970 

revolucionou a medicina. Pela primeira vez era possível visualizar de forma 

tridimensional as estruturas internas do corpo humano com alta resolução e sem a 

necessidade de nenhum tipo de corte (KENDALL, 1983).  

Nas últimas décadas o uso desta técnica foi crescendo e vários tipos de 

tomografias foram sendo desenvolvidas. Hoje em dia, com a evolução dos tomógrafos e 

da tecnologia se tornou possível realizar medidas de tomografia e estudar estruturas de 

escalas micrométricas e nanométricas, através do uso de microtomógrafos e 

nanotomógrafos.  

O processo que descreve a tomografia é divido em algumas etapas e neste 

trabalho elas serão descritas em quatro partes: a aquisição de dados, a reconstrução, a 

análise dos dados e a segmentação. Estas quatro etapas serão descritas nas seções a 

seguir. Todas as explicações serão voltadas para a técnica de microtomografia, que foi a 

técnica utilizada neste trabalho. 

A técnica de microtomografia segue os mesmos princípios matemáticos da 

tomografia convencional, mas utiliza amostras menores e os resultados chegam a 

resoluções micrométricas.  

A aquisição de dados nas medidas de microtomografia pode ser feita de duas 

formas diferentes, utilizando fontes de raios-X convencional ou utilizando fontes de luz 

síncrotron (BRUNKE, 2008).  

Na microtomografia convencional, uma fonte microfoco de raios-X incide em um 

objeto e um detector coleta inúmeras projeções deste objeto. Essas projeções são obtidas 

a partir das rotações que este objeto realiza em torno do seu eixo. Ao contrário da 

tomografia convencional, neste caso a amostra realiza o movimento de rotação 

(BRUNKE, 2008). Na Figura 2-1 pode ser observado o esquema para este tipo de 

aquisição. Em geral, na microtomografia convencional se utiliza um feixe cônico. 
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Figura 2-1 Exemplo de funcionamento de um esquema de microtomografia de raios-X convencional 

(LESZCZYŃSKI,2014).  

 

Já nas fontes de luz sincrotron a principal característica é o brilho. A luz 

síncrotron ou radiação síncrotron é 100 bilhões de vezes mais brilhante que uma fonte 

de raios-X convencional. Ela é obtida a partir da aceleração de elétrons a uma 

velocidade próxima à da luz (HOHEISEL, 2006). O feixe obtido através da luz 

síncrotron é coerente e polarizado, possibilitando a utilização da técnica de contraste de 

fase (WILLMOTT, 2011; RACK, 2011).  

Na Figura 2-2 podemos ver uma foto do setup da linha de luz IMX, utilizado para 

análise de microtomografia do Laboratório Nacional de Luz Síncrotron.  

O feixe é desviado através dos “dipolos magnéticos” presentes no acelerador de 

elétrons e é direcionado à amostra, que faz um movimento de rotação em torno do 

próprio eixo para que as projeções sejam obtidas pelo detector.  

O tipo de feixe obtido através da luz sincrotron é na maioria das vezes paralelo e 

permite a realização da microtomografia por contraste de fase. Esta técnica permite a 

distinção de estruturas com densidades baixas e/ou parecidas entre si, como ocorre 

principalmente em amostras biológicas (BETZ, 2007).  
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Figura 2-2 Foto da linha IMX do LNLS. 

 

2.2 CONTRATE DE FASE POR PROPAGAÇÃO 

 

Existem alguns tipos de contraste de fase e neste trabalho o foco será no contraste 

de fase por propagação. No contraste de fase por propagação, a interação do feixe de 

raios-X com uma amostra pode ser descrita em termos do índice de refração complexo, 

                1 

 

onde λ é o comprimento de onda.  

As mudanças na parte real do desvio do índice de refração são o que produzem o 

contraste de fase da imagem. A parte imaginária do índice de refração β determina a 

parte responsável pela absorção (MAYO, 2012).  

O β está relacionado com o coeficiente de atenuação de massa µ (ALS-NIELSEN 

& MCMORROW, 2001), que é dado por:  

 

                      2 

 

Na tomografia por contraste de fase, a parte real, δ, do índice de refração é 

reconstruída.  

 Um feixe de raios-X altamente coerente ao atravessar um objeto introduz uma 

mudança de fase, que pode ser detectada a uma distância atrás da amostra devido à 

difração de Fresnel (KONSTANTIN, 2004). A grande vantagem do contraste de fase 

https://smartech.gatech.edu/browse?value=Ignatiev,%20Konstantin%20I.&type=author
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por propagação é a sua simplicidade experimental. Não é necessário nenhum tipo de 

elemento óptico como espelhos e cristais, e o setup experimental e alinhamento são 

muito simples. O método de propagação tem sensibilidade suficiente para detectar 

diferenças pequenas no índice de refração e isso ocorre apenas aumentando a distância 

entre a amostra e o detector, como pode ser visto na Figura 2-3. É importante ressaltar 

que para obter os efeitos do contraste de fase é necessário que o feixe seja altamente 

polarizado e com alta coerência espacial.  

 No contraste de fase, o tamanho da fonte de raios-X normalmente deve ser algo 

< 40µm, e isso permite que os efeitos de refração sejam visualizados. Para otimizar os 

efeitos do contraste de fase é necessário que exista uma distância significante entre a 

amostra e o detector, e raios-X com comprimento de onda da ordem de  ou menores 

(de energia de aproximadamente 10 keV ou maiores) (GUREYEV, 2000). 

 

Figura 2-3: Esquema de um setup de microtomografia por contraste de fase por propagação 

(FITZGERARD, 2000). 

 

2.3 RECONSTRUÇÃO 

 

Depois que os raios-X gerados passam pelo material, eles são absorvidos e 

refratados ao longo do caminho de acordo com a composição e a densidade de cada 

material. 

 A intensidade (número de fótons por segundo) é reduzida de acordo com o 

coeficiente de atenuação linear µ, que para uma determinada amostra não é uniforme e 

possui uma variação, então se pode escrever µ(x, y, z), ou para o plano 2D, µ(x,y) 

(HERMAN, 1980). O coeficiente de atenuação linear é produto da densidade e do 

coeficiente de absorção de massa, que depende da composição elementar do material. 

A intensidade medida é dada por: 

 

                    4 
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Onde I0 é a intensidade incidente que é conhecido e normalmente é constante, e Id é a 

intensidade detectada. Essa integral descreve o resultado da projeção linear ao longo do 

objeto na direção S.  

O problema consiste em determinar os coeficientes de atenuação  em cada 

ponto do corpo de prova (HERMAN, 1980). Uma vez que os valores de atenuação são 

encontrados, uma imagem representando o objeto original pode ser construída. Para isso 

existem alguns métodos chamados de algoritmos de reconstrução. Eles podem ser 

divididos em dois grupos: os métodos analíticos e os métodos algébricos. Neste trabalho 

vamos focar no algoritmo de retroprojeção filtrada, que é um método analítico e o mais 

utilizado para reconstrução. 

Vamos considerar um sistema de coordenadas cartesiano ortogonal de duas 

dimensões (x,y) onde uma função de um objeto 2D f(x,y) é definida, como mostra a 

Figura 2-4. Os valores dessa função representam os coeficientes de atenuação µ do 

objeto na posição correspondente.  

Uma projeção de uma função de duas dimensões na direção da projeção θ é uma 

função de uma dimensão, que se chamou de  e pode ser observada na Figura 2-4. 

Consideraremos as projeções como um sistema de coordenadas (θ,t), no qual as funções 

de f(x,y) são "armazenadas" para  e . 

Para projeções obtidas com feixes paralelos, em cada direção de projeção θ todos 

os raios de projeção são paralelos entre si. Para medir a função que será detectada, a 

fonte deve transladar em uma linha perpendicular aos raios. A fonte e o detector giram 

em torno de f(0,0), o centro de rotação. 
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Figura 2-4: Esquema resumido da reconstrução de uma imagem mostrando a projeção, o sinograma e a 

imagem obtida após a retroprojeção (VAN AARLE, 2012). 

 

Para cada ângulo θ  [0,π) e cada deslocamento do detector , a função da 

projeção do feixe paralelo f(x,y) pode ser definida por integrais de linha de f(x,y) ao 

longo dos caminhos : 

 

                    5 

 

Na equação 5,  é o operador de transformação que mapeia a função f(x,y) para o 

conjunto completo de projeções . É chamado de transformada de Radon. A função 

é também conhecida como sinograma de f(x,y) (VAN AARLE, 2012). 
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O teorema da fatia de Fourier diz que a transformada de Fourier de uma dimensão 

da função , é obtida através da rotação θ do espaço de duas dimensões de Fourier 

da função objeto, como pode ser observado na Figura 2-5 abaixo.  

 

Figura 2-5: Representação gráfica do teorema da fatia de Fourier, (VAN AARLE, 2012).  

 

A transformada 2D de Fourier de f(x,y) é dada por: 

 

          6 

 

Além disso, a transformada 1D de Fourier de  é dada por:  

 

                  7 

 

Substituindo a equação 5 na equação 7 obtém-se: 

 

                  8 

 

Logo, usando a equação 6, conclui-se que:  

 

                  9 

 

provando o teorema da fatia de Fourier. 
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Se os dados da projeção estão disponíveis para cada θ  [0, π) e os detectores 

possuem uma largura infinitesimal, o domínio de Fourier da função objeto pode ser 

totalmente gerado pela transformada de Fourier de cada projeção. A transformada 

inversa 2D de Fourier então produz a função de objeto original:  

 

                    10 

 

Para realizar o algoritmo FBP a transformada inversa de Fourier da equação 11 é 

primeiramente expressa em coordenadas polares:  

 

                    11 

                    12 

                    13 

 

E assim a equação da transformada inversa se torna 

 

                    14 

 

Usando a propriedade  a expressão acima pode ser escrita da 

forma:  

 

                    15 

 

Como os estados do teorema da fatia de Fourier , F(ω,θ) 

pode ser substituído pela transformada de Fourier da projeção correspondente, : 

 

                    16 

 

com  

 

                    17 
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O termo  surgiu devido à mudança de coordenadas (de retangulares para 

polares). Matematicamente é conhecido como Jacobiano. No âmbito de reconstrução de 

imagens,  é popularmente chamado de “filtro”. Este “filtro” possui um 

comportamento que enfatiza as altas frequências presentes nas projeções adquiridas no 

sistema tomográfico (HERMAN, 1980). 

E assim as duas equações acima mostram claramente as duas etapas do algoritmo, 

também presentes no seu nome: 

1. Cada função , é filtrada multiplicando sua tranformada de Fourier com . 

Esse filtro "high-pass" (passa-alta) compensa a variação da densidade de amostragem 

do domínio de Fourier.  

2. Os dados da projeção filtrada então são, então, retroprojetados na grade de 

reconstrução ao longo das linhas  

A Figura 2-6 abaixo mostra a comparação entre a retroprojeção não filtrada (BP) e 

a retroprojeção filtrada (FBP) de um objeto esférico homogêneo. As reconstruções 

foram mostradas com um número de ângulos diferentes.   

 

Figura 2-6: comparação entre a retroprojeção não filtrada (BP) e a retroprojeção filtrada (FBP) de um 

objeto esférico homogêneo (VAN AARLE, 2012).  
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2.4 PARÂMETROS DE QUALIDADE DA IMAGEM 

 

Uma das formas de analisar os resultados obtidos a partir da reconstrução é 

observar alguns parâmetros de qualidade de imagem, que são: contraste, razão sinal-

ruído, resolução espacial e artefatos (GOLDMAN, 2007). Nesta introdução o foco será 

no contraste e na razão sinal-ruído, já que serão os parâmetros utilizados neste trabalho. 

Esses parâmetros irão a ajudar a determinar a capacidade de distinguir e quantificar 

estruturas de baixo contraste.  

 O contraste é a principal característica de uma imagem, já que um objeto dentro 

de um corpo só será visível se houver um contraste relativo suficiente entre ele e o 

tecido que o envolve. O contraste pode ser calculado e em geral se refere à diferença 

entre dois pontos ou duas áreas específicas em uma imagem. Na maioria dos casos o 

objetivo é calcular o contraste entre uma estrutura específica em uma imagem e a área 

em volta dela ou o background (WEBB, 1988). Neste trabalho o cálculo do contraste 

será feito utilizando a seguinte equação: 

 

                    19 

 

Onde os valores para a média total, a média do background e std média total são 

obtidos através dos histogramas gerados a partir das slices para regiões do tecido e para 

regiões do background como mostra a Figura 2-7, respectivamente. A média total é o 

valor da “Mean” que se encontra no primeiro histograma, a média do background é o 

valor da “Mean” do segundo histograma e o std média total é o valor do “StdDev” do 

primeiro histograma. 

 

 

 

 

 

Figura 2-7: Histograma do tecido e do background, respectivamente. 

 

Figura 2-7: Exemplos de histogramas obtidos a partir de uma região do tecido e de uma região 

do background.  
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A razão sinal-ruído (SNR) é um parâmetro de qualidade de imagem que compara 

a intensidade do sinal com o ruído do background em uma imagem. Em geral um sinal 

maior mostrará mais informações dentro de uma imagem, então muitas vezes a escolha 

do sinal mais alto será feita em relação a um ruído menor (GOLDMAN, 2007). 

Uma das possíveis formas de aumentar o SNR é aumentando o contraste. Isso 

pode ser feito utilizando um marcador, como o Iodo. A outra forma é aumentar o 

número de fótons incidentes, mas esse aumento é restrito devido às condições do setup e 

da amostra, podendo ser feito através do aumento do tempo de exposição (FESSLER, 

2009).  

O cálculo do SNR pode ser feito da seguinte forma: 

 

     20  

 

Onde a média total é a mesma utilizada no cálculo do contraste e std background é o 

valor do “StdDev” do segundo histograma da Figura 2-7.  

A Figura 2-8 abaixo mostra discos com diferentes SNR e mostra a habilidade de 

detectar uma imagem a partir desse parâmetro. 

 

Figura 2-8: Quadrados com diferentes SNR, 0,5;1,0 e 2,0, respectivamente. 
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A resolução espacial é a habilidade de distinguir pequenos objetos pouco distantes 

em uma imagem. Ela pode ser afetada por vários fatores, principalmente pelo tamanho 

do ponto focal e pelo tipo de detector utilizado (tamanho do pixel). Existem alguns 

métodos para obter a resolução espacial e o mais comum é aquele que utiliza o cálculo 

do MTF (Modulation Transfer Function) (RUECKEL, J., 2012). 

 Algumas vezes nas imagens obtidas através da tomografia são formados 

detalhes que não fazem parte da estrutura ou do objeto que está sendo estudado. Isso é o 

que se chama de artefato. Em muitos casos um artefato não afeta significantemente a 

visibilidade da imagem. Mas algumas vezes os artefatos podem “esconder” uma parte 

da imagem e gerar uma interpretação errada do resultado. Os artefatos podem ser 

gerados por inúmeros motivos diferentes e cada caso deve ser estudado de forma 

particular (GOLDMAN, 2007).  

Os artefatos mais comuns são o “beam hardening” e os artefatos de anéis. Na 

literatura existem vários algoritmos para corrigir estes artefatos e em geral os softwares 

de reconstrução são capazes de fazer essa correção de forma automática ou manual. A 

Figura 2-9a mostra um exemplo de uma imagem obtida com a técnica de 

microtomografia com os artefatos de beam hardening e a Figura 2-9b mostra a mesma 

imagem após a correção feita com o algoritmo. 

 

Figura 2-9: Uma slice reconstruída antes (a) e depois (b) da correção do beam hardening (BRUNKE, 

2008). 

A Figura 2-10a mostra um exemplo de uma imagem obtida com a técnica de 

microtomografia com os artefatos de anéis e a Figura 2-10b mostra a mesma imagem 

após a correção feita com o algoritmo. 
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Figura 2-10: Uma slice reconstruída antes (a) e depois (b) da correção de anéis (ZHOU, 2013). 

 

2.5 SEGMENTAÇÃO  

 

Na maioria das vezes que se deseja extrair uma informação quantitativa de uma 

reconstrução tomográfica, o primeiro passo é a segmentação. A segmentação é o termo 

dado ao ato de separar uma estrutura de uma imagem. Essa separação pode ser feita de 

forma manual, automática ou semi-automática e irá depender do tipo de estrutura que se 

deseja segmentar e também do software que será utilizado para a segmentação 

(BOUXSEIN, 2010). 

A Figura 2-9 mostra uma segmentação sendo realizada slice por slice no software 

Avizo Fire onde foi possível separar a faringe da cabeça do Rhodnius prolixus.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2-11 Segmentação da faringe do Rhodnius prolixus no software Avizo Fire. 
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2.6 RHODNIUS PROLIXUS 

 

O Rhodnius prolixus é um triatomíneo e um dos principais insetos vetores da 

Doença de Chagas, causada pelo agente etiológico Tripanossoma cruzi, muito comum 

na América Latina. A Doença de Chagas afeta em torno de 8 a 10 milhões de pessoas 

por ano e é a causa de aproximadamente 20.000 mortes por ano (GONZALEZ, 2013). 

Esta doença é causada pela picada do Rhodnius prolixus (conhecido como 

barbeiro), que infecta o ser humano com o protozoário Tripanossoma cruzi, presente 

nas suas fezes e urina. Isto ocorre porque este inseto, assim que se alimenta, tem o 

hábito de defecar e urinar logo a seguir, e quando o indivíduo que foi picado coça o 

local, permite a entrada do protozoário na corrente sanguínea (GARCIA, 1984). 

O Trypanosoma cruzi, após intensa multiplicação no intestino médio do inseto 

como epimastigotas, sofre transformação para tripomastigota metacíclico, o qual pode 

ser transmitido para um novo hospedeiro vertebrado juntamente com as fezes durante o 

repasto sanguíneo (Figura 2-12) (GARCIA et al, 2007).  

 

 

Figura 2-12: Esquema do ciclo biológico do parasita Trypanosoma cruzi com o inseto vetor Rhodnius 

prolixus. O inseto alimentado com sangue infectado com a forma tripomastigota os quais se transformam 

em epimastigotas e alguns spheromastigotes no estômago (A). No intestino, epimastigotas multiplicadas 

(B) população de parasitas crescendo. No reto, epimastigotas se transformam em tripomastigotas 

metacíclicas (C) os quais são eliminados com as fezes e a urina (GARCIA et al, 2007). 
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O termo ecdise se refere ao momento em que um inseto sai de uma velha 

“cutícula” para realizar o processo da muda. Por volta de 1930, Sir Vincent 

Wigglesworth observou que as fases de ninfa e a metamorfose dos insetos eram 

controladas por diferentes hormônios. A partir de seus achados foram estabelecidos os 

princípios básicos da endocrinologia de insetos e as interações entre os hormônios 

produzidos durante os processos de muda, metamorfose e reprodução. Seus clássicos 

trabalhos permitiram a elaboração de uma teoria coerente de como os insetos se 

desenvolvem e podem seletivamente ativar os hormônios responsáveis pela ecdise 

(GARCIA, 2007).  

Desde esses resultados obtidos por Wigglesworth passaram a ser estudadas 

algumas substâncias capazes de inibir o processo da muda, e assim impedir que o inseto 

se desenvolva para a fase adulta e se reproduza. Um exemplo é a Azadiractina (Aza), 

um triterpeno, da classe limonóide, extraído de plantas da família Meliaceae como 

Azadirachta indica e Melia azedarach (BRAHMACHARI, 2004). No Rhodnius 

prolixus, a Aza inibe o processo de muda por interferência sobre o sistema 

neuroendócrino, diminuindo os níveis de ecdisteroides na hemolinfa (GARCIA E 

AZAMBUJA 2004).  

Além da Aza, existem alguns estudos envolvendo o Triflumurom. O triflumurom 

possui o inseticida benzoylphenylurea (BPU). Existem 15 compostos de BPU sendo 

comercializados, e eles tem sido utilizados como reguladores do desenvolvimento dos 

insetos, no controle de pestes. Eles representam um método promissor no controle de 

população de insetos, agindo diretamente na inibição da síntese da quitina, componente 

principal na estrutura de artrópodes como Rhodnius prolixus. A inibição da síntese da 

quitina impede que o inseto realize a muda e passe para fase adulta. O BPU afeta 

diretamente os artrópodes, mas é seguro para os humanos já que na composição humana 

não existe a quitina (MELLO, 2008).  

 

2.7 FIXADORES  

 

O termo fixação significa manter a amostra que será utilizada num estado mais 

próximo daquele que o tecido vivo possível. A melhor fixação é obtida quando a 

espécime é homogênea de forma que não ocorram muitas mudanças durante a passagem 

do fixador. Além disso, a velocidade de penetração vai ser baixa nesse caso, variando 

pouco no interior da amostra. Nesta situação, não vai ocorrer uma diferença muito 
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grande entre a amostra in vivo e na amostra depois da fixação. Para tecidos 

heterogêneos o processo de fixação é um pouco mais complicado (SILVA, 2015). 

A fixação dos tecidos pode ocorrer por meios químicos e físicos. Neste trabalho 

vamos focar nos processos químicos.  A fixação química ocorre imergindo a espécime 

no fixador (fixação por imersão) ou, em casos de alguns órgãos como o pulmão, por 

exemplo, perfundindo o sistema vascular com o fixador (fixação por perfusão).  

As soluções com fixadores devem conter um agente fixador dissolvido em um 

solvente como a água ou o álcool, ou mais comumente, uma solução tampão para 

estabilizar o pH. Algumas soluções fixadoras comuns contém uma combinação de 

diferentes agentes fixadores, já que alguns problemas de um fixador podem ser 

compensados com a adição de outros. Por exemplo, o ácido acético está presente em 

algumas fórmulas para controlar a desidratação das amostras, causado por agentes como 

o etanol. 

As células e os componentes extracelulares contêm peptídeos e proteínas, lipídios 

e fosfolipídios, carboidratos e vários tipos de RNA e DNA, então a forma como esses 

elementos vão reagir durante a fixação, vão depender do tipo de fixação, os agentes 

fixadores que serão utilizados e as condições de fixação (ABRAHÃO, 2004).  

Algumas células são impermeáveis a alguns agentes fixadores aquosos, como 

acontece com as plantas e o citoplasma. Nessas situações as organelas intracelulares são 

pouco preservadas. Nestes casos é preferível destruir as organelas intracelulares antes 

das observações.  

Quando a amostra é heterogênea, a escolha incorreta do fixador pode causar o 

aparecimento de falsos artefatos e falsas estruturas. Tradicionalmente os agentes 

fixadores são chamados de coagulantes (coagulam toda ou parte do citoplasma) e não-

coagulantes (fixam e matam a célula) baseados nos efeitos das proteínas solúveis na 

solução.  

 

2.7.1 FIXADORES COAGULANTES 

 

Incluem os álcoois, etanol e ácido pícrico. Alguns parâmetros destes tipos de 

fixadores devem ser considerados: concentração, solução, ionização, valor do pH, grau 

de pureza, efeitos no plasma das proteínas, nucleoproteínas, lipídeos, carboidratos, 

inclusões minerais, celulose, substâncias com quitina e glicogênios, velocidade de 

penetração, efeitos específicos em certos componentes da célula e misturas compatíveis.  
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1) Etanol (C2H5OH) 

O etanol normalmente usado é o absoluto ou quase absoluto. Ele é completamente 

miscível em água em qualquer proporção. No estado absoluto é miscível com benzeno. 

Não é um solvente ionizante e possui densidade de 789 kg/m
3
. 

O etanol não fixa carboidratos, com exceção do glicogênio. Penetra rapidamente 

em tecidos, mas as células e tecidos diminuem em torno de 50% do seu volume inicial, 

e deste ponto de vista é um fixador muito fraco. É miscível em todas as proporções com 

solventes do tipo benzeno e é um pobre fixador para carboidratos e lipídeos.  

O etanol usado sozinho é um fixador indiferente, mas é compatível com muitos 

outros fixadores, e assim suas vantagens podem ser aproveitadas. 

 

2) Ácido pícrico (C6H3N3O7) 

É usado em solução aquosa. É pouco solúvel em água (1,4%), um pouco mais em 

etanol (4,9%) e mais em benzeno (10,0%). É explosivo se for aquecido. É um tipo de 

fixador que também é um marcador. É muito ácido, em água saturada tem um pH de 

1,33 e sua densidade é 1,76 g/cm
3
. Já foi muito usado para fixar cromossomos. Coagula 

a maior parte das proteínas, não reage com lipídeos, não fixa carboidratos com exceção 

do glicogênio. Possui baixo poder de penetração e causa encolhimento de espécimes, 

exceto aquelas que contêm proteínas ácidas, como os espermatócitos. O ácido pícrico é 

compatível com a maioria dos fixadores. 

 

2.7.2 FIXADORES NÃO-COAGULANTES 

 

Os agentes não-coagulantes reagem quimicamente com as proteínas e outros 

componentes das células e tecidos, criando ligações com eles por adição e formando 

reticulados intermoleculares e intramoleculares. Como esses agentes são componentes 

reativos, eles se ligam a vários grupos químicos nos tecidos, sempre afetando a carga no 

local da ligação. Isso pode afetar as características das proteínas, alterando sua 

conformação molecular e sua solubilidade.  
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1) Formaldeído (CH2O) 

É um gás que para ser usado em laboratório é dissolvido em água na forma de 

aproximadamente 40%.  A Formalina quando é dissolvida (normalmente 5% ou 10%), é 

a solução de fixação mais utilizada. Forma compostos aditivos com proteínas. Não 

dissolve gorduras e parece ser um bom fixador para lipídeos complexos.  

As soluções comerciais são muito ácidas porque elas contêm ácido fórmico, e 

precisam ser neutralizadas antes de utilizadas. Isso pode ser feito com piridina, lítio, 

cálcio ou carbonato de manganês. Sua densidade é 815 kg/m
3
. 

O formaldeído reage com proteínas do grupo NH2. Fixa nucleoproteínas, 

hemoglobina e lipídeos. Não fixa carboidratos com exceção do glicogênio. Não 

desidrata os tecidos.  

O formaldeído endurece os tecidos, sendo ultrapassado somente pelo etanol e 

acetona. É um excelente fixador, principalmente se for usado com sal ou glicose. Não se 

aconselha usar formaldeído em alguns tipos de tecidos que vão ser colocadas depois na 

parafina. Não é compatível com o ácido ósmico (LANDIS, 2010; METSCHER, 2009). 

 

2) Tetróxido de Ósmio (OsO4) 

É usado em 1% de solução aquosa. Seu vapor é muito tóxico, e pode fixar a 

córnea da pessoa que o manuseia, e também suas mucosas nasais e bucais. É solúvel em 

água (7,24%), em tetracloreto de carbono, parafina e lipídeos.  Possui uma densidade de   

4,91 g/cm
3
. 

Não fixa carboidratos exceto o glicogênio. Possui um pequeno poder de 

penetração e não faz os espécimes encolherem. É o melhor fixador para preservar o 

tecido vivo que vai ser colocado na parafina. 

Os tecidos fixados com Ósmio devem ser lavados em água antes de ser colocados 

em etanol. O Tetróxido de Ósmio é compatível com todos os fixadores exceto etanol e 

formaldeído (METSCHER, 2009). 

 

3) Glutaraldeído (C5H8O2) 

É fornecido em soluções aquosas de concentrações entre 25 e 70% com pH entre 

4,0 e 5,0. Soluções estoques de glutaraldeído com pH inferior a 3,5 devem ser 

descartadas, pois terão má ação fixadora. O glutaraldeído é um fixador aditivo, à 

medida que penetra vai sendo irreversivelmente incorporado às estruturas. Além disso, 
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em cada sítio reativo para fixação serão consumidas em média várias moléculas do 

fixador. Possui uma densidade de 1,06 g/cm
3
. 

Portanto deve-se prover excesso de moléculas fixadoras. Com as concentrações de 

aldeído glutárico entre 1,5 e 2,0% temos como norma prática que o volume total dos 

fragmentos a serem fixados não deve exceder a 1/20 do volume da solução fixadora 

(METSCHER, 2013).  

 

2.8 COMBINAÇÃO DE FIXADORES 

 

Após algumas descrições é possível perceber que todos os fixadores possuem 

vantagens e desvantagens. Com isso, durante muitos anos foram feitos diversos testes 

com o objetivo de obter uma mistura ideal entre eles para fixação. Além das misturas 

entre fixadores, o uso de fixadores com marcadores se mostrou uma excelente 

alternativa para ajudar na observação de tecidos e órgãos em técnicas como 

microtomografia e microscopia eletrônica, com o objetivo de aumentar o contraste entre 

as diferentes regiões da amostra (MESTCHER, 2009, 2013).  

Alguns exemplos de soluções marcadoras que também podem agir como fixadores: 

 

1) Bouin‟s Fluid 

É uma solução de fixadores preparada com ácido pícrico, ácido acético e 

formaldeído. É excelente para preservar tecidos moles e estruturas delicadas. Ele é 

carcinogênico, irritante e altamente tóxico.  

 

2) Bouin com álcool 

É uma versão do Bouin tradicional preparado com etanol. É usado quando se 

deseja preservar outros carboidratos além do glicogênio e também é tóxico. 

 

3) PTA (ácido fosfotúngstico, H3PW12O40) 

É um marcador solúvel em água, pouco tóxico. É usado normalmente para marcar 

vírus, nervos, polissacarídeos e outros tipos de tecido biológico, sendo muito utilizado 

em microscopia eletrônica. É uma mistura de tungstato de sódio, ácido fosfórico e ácido 

hidroclorídrico. 
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4) Iodine (I2) 

Possui um alto poder de penetração e é pouco tóxico. Como não dissolve em água, 

normalmente se adiciona o Iodo com potássio, que aumenta a solubilidade. É muito 

utilizado em tomografia convencional (DEGENHARD, 2010). Sua densidade é 4,94 

g/mL. 

 

5) Tetróxido de Ósmio 

É utilizado também como marcador, com a mesma composição que no processo 

de fixação. Muito comum em microscopia eletrônica. 

Na tabela abaixo pode-se observar um resumo das principais características dos 

fixadores/marcadores estudados neste trabalho.  

 

NOME 
FÓRMULA 

QUÍMICA 
TIPO 

SOLÚVEL EM 

ÁGUA 
DENSIDADE TÓXICO 

ETANOL C2H5OH FIXADOR SIM 0,79 g/m3 NÃO 

ÁCIDO PÍCRICO C6H3N3O7 FIXADOR POUCO (1,4%) 1,76 g/cm
3
 SIM 

FORMALDEÍDO CH2O FIXADOR SIM 0,9 g/m
3
 NÃO 

TETRÓXIDO DE 

ÓSMIO 
OsO4 FIXADOR/MARCADOR SIM 4,91 g/cm

3
 SIM 

GLUTARALDEÍDO C5H8O2 FIXADOR SIM 1,06 g/cm
3
 SIM 

PTA H3PW12O40 MARCADOR SIM - NÃO 

IODO I2 MARCADOR NÃO 4,94 g/ cm
3
 NÃO 

 

Tabela 2-1: Fixadores e marcadores utilizados neste trabalho e suas principais características.  
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CAPÍTULO III 

3 METODOLOGIA E RESULTADOS  

O objetivo deste trabalho é desenvolver uma metodologia para a visualização e 

segmentação de estruturas internas do Rhodnius prolixus em dois tipos de estágios 

(jejum e no período da ecdise).  

Para alcançar este objetivo o trabalho foi dividido em quatro etapas, onde as três 

primeiras foram realizadas no LNLS (Laboratório Nacional de Luz Síncrotron), através 

dos seguintes projetos: IMX 16929, IMX 20150228 e IMX 20150053, que no texto 

chamaremos de LNLS 1, LNLS 2 e LNLS 3, respectivamente. A última etapa foi 

realizada no ELETTRA com o projeto SYRMEP 20155203.  

Nas próximas páginas será descrito o modo de preparação das amostras, a 

metodologia utilizada para realização das medidas de microtomografia e em seguida os 

resultados.  

 

3.1 LNLS 1 – TESTE DOS FIXADORES 

 O objetivo deste primeiro projeto foi avaliar se o uso de diferentes fixadores na 

preparação das amostras que seriam medidas com a técnica de microtomografia poderia 

gerar alguma mudança na visualização das diferentes estruturas do Rhodnius prolixus.  

Os primeiros trabalhos envolvendo a microtomografia e o Rhodnius prolixus 

utilizavam glutaraldeído e neste projeto foram comparados os resultados obtidos nas 

imagens dos grupos fixados com glutaraldeído com os grupos fixados com dois tipos de 

Bouin. 

 

3.1.1 LNLS 1 - PREPARAÇÃO DAS AMOSTRAS  

Foram selecionados 12 espécimes de Rhodnius prolixus na 5º ninfa do 

Laboratório de Bioquímica e Fisiologia de Insetos da FIOCRUZ. Cada inseto foi 

cortado transversalmente na junção entre as regiões do prototórax e mesotórax, todos 

eles em jejum. Após o corte os insetos foram divididos em 3 grupos diferentes de 

fixadores, 4 foram colocados em glutaraldeído, 4 em Bouin‟s Fluid e 4 em Bouin com 
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álcool. Todas as amostras foram mantidas nas soluções fixadoras até um dia antes das 

medidas e depois foram deixadas para secar 24 horas em temperatura ambiente.  

As soluções fixadoras utilizadas estavam na seguinte forma:  

 Glutaraldeído a 2,5% (Sigma) em tampão cacodilato de sódio 0,1M pH 7,2; 

 Bouin‟s fluid a 70 % ácido pícrico, 25% de formalina e 5% de ácido acético; 

 Bouin‟s alcoholic a 50% Bouin‟s Fluid e 50% etanol 70%. 

 

3.1.2 LNLS 1 - REALIZAÇÃO DAS MEDIDAS DE MICROTOMOGRAFIA 

As medidas de microtomografia de todas as amostras que fazem parte deste 

projeto, foram realizadas na linha IMX do Laboratório Nacional de Luz Síncrotron 

(LNLS), localizado em Campinas-SP no Brasil utilizando o mesmo setup e 

configuração. Na Figura 3-1 é possível observar o setup utilizado para as medidas de 

microtomografia.  

Esta linha pode operar tanto com um feixe monocromático quanto com um feixe 

policromático. Neste trabalho o feixe policromático foi utilizado para reduzir o tempo 

de aquisição das amostras e também para alcançar uma melhor resolução, tendo em 

vista que o sistema de detecção utilizado com o feixe policromático possuía melhor 

resolução. A energia pode variar de 4 até 25 keV. 

 

Figura 3-1 Setup da linha IMX do LNLS com o Rhodnius prolixus 
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Para que fosse obtida uma alta resolução foi utilizado um detector cintilador 

YAG:Ce acoplado a uma câmera CCD (PCO2000) de 2048 x 2048 pixels
2
. A distância 

amostra-detector foi de 17 cm, possibilitando a obtenção de efeitos de fase por 

propagação direta. Para os experimentos foram obtidas 1000 projeções ao longo de um 

intervalo angular de 180º com um passo de 0,18º.  

As reconstruções das microtomografias foram realizadas utilizando o algoritmo de 

retroprojeção filtrada do software PYRAFT desenvolvido pelo grupo do LNLS 

(MIQUELES, 2014). Este algoritmo permitiu também o cálculo da recuperação de fase. 

Para utilizar o algoritmo com a recuperação de fase é necessário calcular a razão δ/β do 

índice de refração. Para este trabalho utilizamos δ/β = 398 para a composição dos 

insetos, que são formados principalmente de quitina, um polímero que possui 

hidrogênio (H13), carbono (C8), oxigênio (O5) e nitrogênio (N1). A composição dos 

insetos foi calculada utilizando uma calculadora online para índices de refração (Center 

of X-ray Optics, Lawrence Berkeley National Laboratory) com uma densidade de 1,4 g 

cm
-3

 e uma energia de 8 keV, assumindo que a amostra é homogênea.  

Na Figura 3-2a é possível visualizar uma slice da cabeça do Rhodnius prolixus 

obtida após o processo de recuperação de fase ser realizado e comparar com a Figura 3-

2b que mostra essa mesma slice antes do processo de recuperação de fase. 

 

Figura 3-2 (a) Slice da cabeça do Rhodnius prolixus obtida após o processo de recuperação de fase  

(b) Slice cabeça do Rhodnius prolixus obtida antes do processo de recuperação de fase. 

 

Após as reconstruções foi utilizado o software Avizo 8.0 para a visualização 

tridimensional das imagens.  
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3.1.3 LNLS 1 - RESULTADOS  

Os primeiros trabalhos utilizando microtomografia no Rhodnius prolixus 

mostraram que mesmo com a utilização da luz síncrotron com contraste de fase e feixe 

policromático, a visualização de estruturas como o protocerebrum não seria possível 

(SENA, 2014; SENA, 2015). 

O projeto LNLS1 foi um teste para verificar se existiria alguma diferença na 

visualização do protocerebrum entre os resultados obtidos com o fixador Bouin‟s Fluid 

(em duas fórmulas diferentes) e o fixador Glutaraldeído, que foi o fixador utilizado em 

todas as medidas de microtomografia realizadas nos primeiros trabalhos.   

 Os primeiros resultados mostraram que alterando o fixador utilizado na 

preparação das amostras para a microtomografia, é possível visualizar a estrutura 

desejada (SENA, 2016).  

 

1) Bouin com álcool  

A Figura 3-3 mostra três imagens da cabeça do Rhodnius prolixus obtidas a partir 

dos testes realizados com o Bouin com álcool (SENA, 2016), um corte longitudinal, um 

corte transversal e um corte sagital. O fixador utilizado permitiu a identificação das 

traqueríolas e do protocerebrum, estruturas que nunca haviam sido visualizadas nos 

outros trabalhos utilizando feixe policromático e luz síncrotron com contraste de fase.  

As traqueríolas fazem parte do sistema respiratório do Rhodnius prolixus e estão 

ligadas à traqueia (PEREZ, 1969), estrutura essencial para que ocorra a muda deste 

inseto, e também responsáveis pela sua respiração (WESTNEAT, 2003, 2008; 

WIGGLESWORTH, 1990,1991).O protocerebrum é a principal estrutura afetada pelos 

pesticidas que são estudados no controle da Doença de Chagas, e, portanto, a sua 

visualização é essencial nos estudos de combate a essa doença (ORCHARD, 1980; 

GARCIA, 1984; KLAUDEN, 2007). 
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Figura 3-3 Seção longitudinal, transversal e sagital da cabeça do Rhodnius prolixus, respectivamente, 

fixada com Bouin Alcoólico (SENA, 2016). 

 

2) Bouin's fluid 

As Figuras 3-4 e 3-5 mostram uma seção longitudinal e transversal da cabeça do 

Rhodnius prolixus, respectivamente. Através dessas imagens concluiu-se que o fixador 

Bouin‟s fluid também permitiu a visualização do protocerebrum e das traqueríolas do 

Rhodnius prolixus. Este fixador possui os mesmos componentes do Bouin alcoólico, 

com exceção do etanol, e por estar no seu estado puro possui uma preparação mais 

simples que o Bouin com álcool.  
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Figura 3-4 Seção longitudinal da cabeça do Rhodnius prolixus fixado com Bouin Fluid. 

 

Figura 3-5 Seção transversal da cabeça do Rhodnius prolixus fixado com Bouin Fluid 

 

 3) Glutaraldeído 

As imagens obtidas através das medidas de microtomografia realizadas em 

amostras fixadas em Glutaraldeído confirmam o que já havia sido mostrado nos 
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primeiros trabalhos. Apesar deste fixador mostrar muito bem estruturas como a faringe, 

a traqueia e os músculos, ele não é um bom fixador para estruturas como o 

protocerebrum e traqueríolas. Nas Figura 3-6 e 3-7 é possível observar os resultados.  

 

 

Figura 3-6: Seção transversal da cabeça do Rhodnius prolixus fixado com Glutaraldeído. 

 

Figura 3-7: Seção longitudinal da cabeça do Rhodnius prolixus fixado com Glutaraldeido. 

 

3.2 LNLS 2 - Estudo da Ecdise 

Este projeto foi realizado com o objetivo de verificar se com a técnica de 

microtomografia seria possível a visualização dos insetos no período da ecdise, que é o 



31 

 

período que antecede a metamorfose do inseto e ocorre aproximadamente 25 dias após a 

alimentação.  

Foram selecionados apenas insetos de 5º ninfa, já que é o período que antecede a 

fase adulta.  

 

3.2.1 LNLS 2 - PREPARAÇÃO DAS AMOSTRAS 

Foram selecionados 5 espécimes de Rhodnius prolixus da colônia de insetos do 

Laboratório de Bioquímica e Fisiologia de Insetos da FIOCRUZ. Os insetos foram 

alimentados com sangue de coelho e depois deste procedimento os insetos foram 

mantidos no laboratório a uma temperatura de 28ºC e uma umidade relativa de 60-70%, 

como foi descrito por Garcia et al (1984). Os insetos foram guardados por 25 dias e 

depois foram sacrificados e colocados numa solução de glutaraldeído a 2,5% (Sigma) 

em tampão cacodilato de sódio 0,1M pH 7,2. Todas as amostras foram mantidas nas 

soluções fixadoras até um dia antes das medidas e depois foram deixadas 24 horas 

secando.  

 

3.2.2 LNLS 2 - REALIZAÇÃO DAS MEDIDAS DE MICROTOMOGRAFIA 

As medidas de microtomografia deste projeto seguiram o mesmo setup e mesmo 

protocolo utilizado na seção III.1.2. 

 

3.2.3 LNLS 2 - RESULTADOS 

Este projeto foi realizado em paralelo ao projeto LNLS1 e seu principal objetivo 

foi observar se através da técnica de microtomografia utilizando luz síncrotron com 

contraste de fase e um feixe policromático seria possível visualizar o inseto no período 

da muda, chamado de ecdise. Este período é muito importante nos estudos do controle 

do inseto vector já que é nele que os pesticidas agem impedindo a síntese da quitina e, 

portanto, a mudança de estágio do inseto.  

Por este primeiro teste ter sido realizado em paralelo ao projeto LNLS1, todas as 

amostras foram fixadas com Glutaraldeído. 

 Na Figura 3-8 podemos observar o inseto no período da ecdise. Os resultados 

obtidos deste inseto no período da muda mostraram que apesar de ser possível visualizar 

a cutícula nova e a cutícula antiga no período da metamorfose, pode-se perceber que 
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não é possível identificar nenhuma estrutura no interior da cutícula nova. Isto ocorre 

provavelmente porque o fixador não penetrou totalmente na cutícula nova, impedindo 

que as estruturas internas fossem fixadas corretamente (GNATZY, 1984). Este 

resultado indica que talvez um outro tipo de fixação poderia permitir a visualização e 

segmentação das estruturas internas presentes no interior da cutícula.  

Figura 3-8:  Seções longitudinais transversais da cabeça do Rhodnius prolixus no período da ecdise 

(SENA, 2016). 

Estes resultados (projeto LNLS 2), assim como os resultados obtidos nas medidas 

realizadas no projeto LNLS 1, foram testes de viabilidade, para descobrir se seria 

possível visualizar o interior do inseto no período da ecdise e também para observar se 

seria possível obter resultados melhores caso as amostras dos insetos fossem preparadas 

com fixadores diferentes daqueles utilizados nos trabalhos anteriores.  

Através destas primeiras medidas de viabilidade foi possível concluir o que 

deveria ser feito nas próximas etapas.  
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3.3 LNLS 3 

Este projeto foi realizado como uma continuação no projeto LNLS1 e seu 

principal objetivo foi fazer uma comparação mais profunda (quantitativa) entre os 

fixadores Glutaraldeído e Bouin's Fluid, para testar se acrescentando soluções 

marcadoras às amostras (Ósmio, PTA e Iodine) seria possível identificar e segmentar as 

mesmas estruturas em todos os grupos testados (com o protocerebrum como foco), e 

assim descobrir qual seria o melhor protocolo para o estudo dos diferentes tecidos deste 

inseto.  

O objetivo através dos testes quantitativos foi comparando os valores obtidos para 

o contraste e a razão sinal-ruído de cada amostra.  

 

3.3.1 LNLS 3 - PREPARAÇÃO DAS AMOSTRAS 

Foram selecionados 18 espécimes de Rhodnius prolixus da colônia de insetos do 

Laboratório de Bioquímica e Fisiologia de Insetos da FIOCRUZ. Cada inseto foi 

cortado na região entre o mesotórax e o prototórax, todos eles em jejum. As cabeças 

foram divididas em dois grupos, o primeiro foi mantido em Glutaraldeído e o segundo 

em Bouin‟s Fluid. Após duas horas, cada grupo foi dividido em três, e as amostras 

foram colocadas por 4 horas em diferentes marcadores: Ósmio, PTA e Iodine. Após 

estes procedimentos eles foram retornados para o respectivo fixador que foi utilizado no 

início. As amostras permaneceram nas soluções até um dia antes das medidas, e foram 

deixadas secar por 24 horas.  

As soluções fixadoras e marcadoras utilizadas estavam na seguinte forma:  

 Glutaraldeído a 2,5% (Sigma) em tampão cacodilato de sódio 0,1M pH 7,2; 

  Bouin‟s fluid a 70 % ácido pícrico, 25% de formalina e 5% de ácido acético;  

 1% Iodo metal (I2) dissolvido em 100% etanol;  

 2% tetróxido de ósmio;  

 30 ml de solução de 1% solução PTA + 70 ml de etanol absoluto para fazer 

0.3% PTA em 70% etanol. 

 

3.3.2 LNLS 3 - REALIZAÇÃO DAS MEDIDAS DE MICROTOMOGRAFIA 

As medidas de microtomografia deste projeto seguiram o mesmo setup e mesmo 

protocolo utilizado na seção 3.1.2. 
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3.3.3 LNLS 3 - RESULTADOS 

1) Cálculo da razão sinal-ruído 

Através dos resultados obtidos na etapa LNLS3 foram calculados o contraste e a 

razão sinal-ruído, com o objetivo de comparar as diferentes combinações de marcadores 

e fixadores utilizados na preparação das amostras. Os cálculos do contraste e do SNR 

foram realizados utilizando o histograma obtido através do software ImageJ.  

O primeiro passo foi selecionar em uma slice, exatamente a mesma região (do 

protocerebrum) para todas as amostras como mostra a Figura 3-9.  

 

Figura 3-9: Slice mostrando a região selecionada dentro do tecido para obter o histograma. 

Após essa seleção, seleciona-se a opção histograma no ImageJ, e obtém-se o gráfico 

mostrado na Figura 3-10.  

 

Figura 3-10: Histograma correspondente a região selecionada no tecido.  

 

Com esse gráfico são apresentados o valor médio, o desvio padrão e os valores de 

máximo e mínimo para a região onde existe material dentro do inseto. 
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 Na Figura 3-11 temos a mesma slice mostrada na Figura 3-9, porém a região 

selecionada não possui nenhum tecido, para que seja possível obter os valores para o 

background. Esses valores podem ser vistos na Figura 3-12 onde se obteve o gráfico 

com os valores de média, desvio padrão, máximo e mínimo para o background. 

 

Figura 3-11: Slice mostrando a região selecionada para obter o histograma do background. 

 

Os cálculos de contraste e razão sinal-ruído foram realizados utilizando os dados 

obtidos através dos histogramas para cada imagem e utilizando as fórmulas 19 e 20 já 

apresentadas no capítulo II. 

 

 

Figura 3-12: Histograma correspondente a região selecionada no background.  

 

2) Segmentação 
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Todas as segmentações deste trabalho foram realizadas utilizando o software 

Avizo 8.0, através da ferramenta Edit New Label Field.  

Na Figura 3-13 pode-se visualizar um print da tela quando se utiliza o software 

nessa ferramenta.  

 

Figura 3-13: Processo de segmentação da faringe do Rhodnius prolixus utilizando o software Avizo. 

As amostras utilizadas neste trabalho possuem tecidos com densidades muito 

próximas e portanto, todo o processo de segmentação foi feito de forma manual. A 

estrutura estudada foi sendo selecionada a cada slice como mostra a figura, até que toda 

estrutura estivesse marcada. Uma vez que a estrutura foi toda selecionada é possível 

separá-la das outras estruturas, como poderá ser visualizado nas próximas imagens. 

3) Comparação Quantitativa   

Estas medidas foram realizadas com o objetivo de dar continuidade aos testes 

executados no projeto LNLS 1. Nos primeiros testes notou-se que o fixador Bouin‟s 

Fluid permitia a visualização de estruturas que não eram identificadas com o 

Glutaraldeído. Na literatura observou-se que a combinação de um fixador com um 

marcador poderia gerar mudanças nos resultados, facilitando a identificação e a 

segmentação de estruturas. Portanto nestas medidas foram testados o Bouin‟s Fluid e o 

Glutaraldeído com diferentes marcadores, com o objetivo de comparar os resultados 

obtidos para cada tipo de combinação utilizada.  

As comparações foram feitas qualitativamente (comparando as imagens obtidas) e 

quantitativamente, através do cálculo de parâmetros de qualidade de imagem (contraste 
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e SNR). Os resultados obtidos mostraram que as diferentes combinações geram 

alterações significativas nos parâmetros de qualidade de imagem e também na 

segmentação de estruturas. 

Para validar os dados obtidos nos cálculos dos parâmetros de qualidade de 

imagem foi utilizado o teste estatístico ANOVA (análise de variância com um fator) e o 

pós teste Tukey. O teste ANOVA é um método para se testar a igualdade de três ou 

mais médias populacionais através da análise das variâncias amostrais. Para isso, o teste 

calcula a variabilidade dos resultados, fazendo a razão (F) entre variância que ocorre 

entre os grupos e a variância proveniente dos componentes do próprio grupo. A resposta 

gerada para esse teste estatístico é se existe diferença significativa entre os grupos 

analisados. Os testes post-hoc são testes usados para mostrar onde estão essas 

diferenças, após o cálculo de F da ANOVA (ANJOS, 2009).  

Foram comparadas as mudanças que ocorrem nos resultados dos cálculos do 

contraste e SNR com amostras apenas com fixadores e com as amostras com 

combinações de fixadores e marcadores. Os resultados mostraram uma mudança 

significativa para os grupos estudados. 

A Figura 3-14 mostra um gráfico de comparação entre os valores das médias 

obtidos para o contraste com as respectivas barras de erro padrão, em amostras fixadas 

apenas com o Bouin‟s Fluid (controle), amostras fixadas com Bouin‟s Fluid e marcadas 

com Ósmio e amostras fixadas com Bouin‟s Fluid e marcadas com Iodine.  
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Figura 3-14 Contraste e SNR para as amostras com Bouin Controle, Bouin + Osmium e Bouin + Iodine, 

respectivamente. Os símbolos [a]* significa diferença significativa (p < 0,05) em relação ao grupo 

controle e; o símbolo [a]** significa diferença significativa (p < 0,01) em relação ao grupo controle. 

As amostras fixadas com Bouin Fluid + Ósmio e com Bouin Fluid + Iodine 

mostaram uma diferença significativa (p < 0,05) nas médias do contraste em relação ao 

grupo controle (que são mostradas no gráfico com o símbolo [a]*). 

A Figura 3-14b mostra um gráfico de comparação entre os valores das médias 

obtidos para o SNR e as barras de erro padrão, em amostras fixadas apenas com o Bouin 

(controle), amostras fixadas com Bouin Fluid e marcadas com Ósmio e amostras fixadas 

com Bouin Fluid e marcadas com Iodine. As amostras fixadas com Bouin Fluid + 

Ósmio e com Bouin Fluid + Iodine mostaram uma diferença significativa (p < 0,05 e  

p < 0,01, respectivamente) nas médias do SNR em relação ao grupo controle (que é 

mostrada no gráfico com o símbolo [a]*).  

A Figura 3-15a mostra um gráfico de comparação entre os valores das médias 

obtidos para o contraste e as barras de erro padrão, em amostras fixadas apenas com o 

Glutaraldeído (controle), amostras fixadas com Glutaraldeído e marcadas com Ósmio e 

amostras fixadas com Glutaraldeído e marcadas com PTA. As amostras fixadas com 

Glutaraldeído + Ósmio e com Glutaraldeído + PTA mostraram uma diferença 

significativa (p < 0,01) nas médias do contraste em relação ao grupo controle (que é 

apresentada no gráfico com o símbolo [a]**).  
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Figura 3-15 Contraste e SNR para as amostras com Glut Controle, Glut + Osmium e Glut + Iodine, 

respectivamente. O símbolo [a]** significa diferença significativa (p < 0,01) em relação ao grupo 

controle. 

 

A Figura 3-15b mostra um gráfico de comparação entre os valores das médias 

obtidas para o SNR e as barras de erro padrão, em amostras fixadas apenas com o 

Glutaraldeído (controle), amostras fixadas com Glutaraldeído e marcadas com Ósmio e 

amostras fixadas com Glutaraldeído e marcadas com PTA.  

As amostras fixadas com Glutaraldeído + Ósmio mostraram uma diferença 

significativa (p < 0,01) nas médias do SNR em relação ao grupo controle (que é 

mostrada no gráfico com o símbolo [a]**).  

 

4) Comparação qualitativa 

Os resultados obtidos através das imagens confirmam o que foi mostrado com os 

resultados a partir dos cálculos dos parâmetros de qualidade de imagem. A combinação 

de fixadores e marcadores possibilitou a segmentação de estruturas internas do 

Rhodnius prolixus, processo que nunca havia sido feito para este inseto. Porém, nem 

todas as estruturas puderam ser segmentadas e visualizadas como será mostrado a 

seguir. 

A Figura 3-16 mostra uma seção longitudinal da cabeça do Rhodnius prolixus 

fixada com a combinação de Bouin's Fluid e Iodine, onde foi possível segmentar o 

protocerebrum, a faringe e a traqueia. Pela primeira vez foi possível visualizar o 

S
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protocerebrum com tanta definição utilizando o feixe policromático e ainda segmentá-

lo precisamente. 

 

Figura 3-16: Seção longitudinal da cabeça do Rhodnius prolixus fixado com Bouin Fluid + Iodine. 

 

A Figura 3-17 mostra um exemplo da Orthoslice que foi utilizada para realizar as 

segmentações da Figura 3-16.  
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Figura 3-17: Orthoslice da cabeça do Rhodnius prolixus fixado com Bouin Fluid + Iodine. 

 

A Figura 3-18 mostra uma seção longitudinal da cabeça do Rhodnius prolixus 

fixada com a combinação de Bouin e Ósmio, onde também foi possível segmentar o 

protocerebrum, a faringe e a traqueia.  
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Figura 3-18 Seção longitudinal da cabeça do Rhodnius prolixus fixado com Bouin Fluid + Ósmio. 

 

A Figura 3-19 mostra uma seção longitudinal da cabeça do Rhodnius prolixus 

fixada com a combinação de Glutaraldeído e Ósmio, onde foi possível segmentar a 

faringe e a traqueia.  

Nesta imagem pode-se ver claramente que o protocerebrum não aparece. Apesar 

de estruturas como a traqueia e a faringe estarem muito bem definidas, fica claro que 

este tipo de combinação de fixador e marcador não é apropriado para visualização do 

protocerebrum.  
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Figura 3-19 Seção longitudinal da cabeça do Rhodnius prolixus fixado com Glut + Ósmio 

 

A Figura 3-120 mostra uma seção longitudinal da cabeça do Rhodnius prolixus 

fixada com a combinação de Glutaraldeído e PTA, onde também só foi possível 

segmentar a faringe e a traqueia.  

Nesta imagem pode-se ver claramente que o protocerebrum também não 

apareceu, mostrando que este tipo de combinação de fixador e marcador também não é 

ideal para visualização do protocerebrum.  

A partir dos resultados obtidos nesta etapa do trabalho foi possível concluir que 

apesar do Glutaraldeído ser um excelente fixador para estruturas como faringe e 

traqueia, mesmo utilizando soluções marcadoras, não conseguimos visualizar e 

segmentar estruturas como o protocerebrum.  
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Através das comparações qualitativas e quantitativas foi possível identificar os 

melhores protocolos para este tipo de amostra, que são Bouin's Fluid+Iodine e Bouin's 

Fluid+Ósmio.  

Devido a manipulação com Ósmio ser muito complexa e esse marcador também 

ser muito mais caro, conclui-se que o melhor protocolo para marcação das estruturas 

internas do Rhodnius prolixus é o Bouin's Fluid+Iodine. 

 

Figura 3-20 Seção longitudinal da cabeça do Rhodnius prolixus fixado com Glut + PTA 

 

3.4 ELETTRA 

Este projeto teve como principal objetivo utilizar o protocolo que foi considerado 

o melhor durante as comparações realizadas nos primeiros projetos (Bouin's Fluid + 

Iodine) e a partir deste protocolo observar se seria possível visualizar as estruturas 

internas à cutícula nova do inseto e segmentá-las. 
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Um grupo fixado somente com Bouin's Fluid foi utilizado apenas para níveis de 

comparação. 

 

3.4.1 ELETTRA - PREPARAÇÃO DAS AMOSTRAS 

Foram selecionados 10 espécimes de Rhodnius prolixus da colônia de insetos do 

Laboratório de Bioquímica e Fisiologia de Insetos da FIOCRUZ. Os insetos foram 

alimentados com sangue de coelho e 25 dias após a alimentação eles foram sacrificados. 

Depois de sacrificados foram divididos em dois grupos. O primeiro grupo foi colocado 

em uma solução de Bouin‟s Fluid e depois de duas horas foram transferidos para uma 

solução de Iodo. Quatro horas depois as cabeças foram colocadas de volta em uma 

solução de Bouin‟s Fluid. O segundo grupo foi mantido em Bouin‟s Fluid todo o tempo. 

As amostras permaneceram nas soluções até um dia antes das medidas, e foram 

deixadas secar por 24 horas.  

As soluções fixadoras e marcadoras utilizadas estavam na seguinte forma: Bouin‟s 

fluid a 70 % ácido pícrico, 25% de formalina e 5% de ácido acético; 1% Iodo metal (I2) 

dissolvido em 100% etanol. 

 

3.4.2 ELETTRA - REALIZAÇÃO DAS MEDIDAS DE MICROTOMOGRAFIA 

A quarta parte das medidas de microtomografia foram feitas na linha SYRMEP 

(SYnchroton Radiation for MEdical Physics) do laboratório de luz síncrotron 

ELETTRA, localizado na província de Triste na Itália. A linha de luz SYRMEP é uma 

das 26 linhas do ELETTRA. 

No setup utilizado para as medidas, o feixe é contido antes do monocromador, 

sendo a microtomografia por absorção e por contraste de fase disponibilizadas numa 

cabana a aproximadamente 15 m da fonte (ABRAMI, 2005). Com o objetivo de realizar 

experimentos com uma alta resolução, um sistema com uma câmera CCD oferecendo 

uma resolução espacial de 2 μm foi utilizado, com um feixe de raio-X branco com área 

de seção máxima de 100 (horizontal) x 6 (vertical) mm a uma distância de 15 m da 

fonte. Uma tela cintiladora (Crytur, República Tcheca) de cristal de granada de lutécio-

alumínio dopado com cério (Lu3Al5O12) com 25 μm de espessura foi acoplada a uma 

câmera CCD de 16 bits refrigerada a ar (Photonic Science, KAI 4022M CCD, 2048 x 

2048 full frame, tamanho de pixel de 2 x 2 μm
2
) através de um microscópio óptico de 
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luz visível (LEICA). A distância amostra-detector foi de 18 cm. A energia média do 

feixe incidente foi em torno de 24 keV. Para os experimentos, foram obtidas 1440 

projeções ao longo de um intervalo angular de 180º com um passo de 0,125º. 

As tomografias foram reconstruídas usando o algoritmo de retroprojeção filtrada 

com o filtro Shepp Logan através o programa SYRMEP TOMO PROJECT 

desenvolvido pelo grupo da SYRMEP, em uma linguagem IDL (Interactive Data 

Language) que é um ambiente computacional completo para análise interativa e 

visualização de dados. O IDL integra uma poderosa linguagem com numerosas técnicas 

de análise matemática e visualização gráfica (BRUN, 2017). O projeto IDL 

SYRMEP_TOMO_PROJECT, disponível na linha de luz, elabora as projeções através 

do seguinte procedimento de reconstrução usando retroprojeção filtrada: 

 Selecionar uma slice da qual se deseja construir o sinograma. 

 Selecionar o filtro de reconstrução e alguns parâmetros de melhorias de imagem 

(ramlak, shepp_logan, kernel width, rem ring, rem zinger). O filtro Shepp-Logan foi 

usado para todas as imagens. 

 Otimizar o valor para o centro de rotação de modo a obter um sinograma melhor 

centrado em relação ao eixo de rotação, minimizando assim o aparecimento de 

artefatos nas slices reconstruídas. 

 Estipular os melhores valores da razão alfa/beta para realização da recuperação 

de fase. 

 Finalmente, depois de otimizados os parâmetros tomográficos, as slices podem 

ser reconstruídas.  

 

3.4.3 ELETTRA - RESULTADOS 

O objetivo desta última etapa do trabalho foi utilizar o protocolo escolhido através 

do projeto LNLS 3 para observar se seria possível com esse protocolo visualizar e 

segmentar as estruturas do Rhodnius prolixus no período da ecdise. 

Os resultados mostraram que além do protocolo ser útil para visualização e 

segmentação do protocerebrum e de estruturas como a traqueia e a faringe (como foi 

visto no projeto LNLS 3), ele também permite a segmentação de estruturas no interior 

da cutícula nova do inseto no período da ecdise.  

A Figura 3-21 mostra primeiramente uma seção longitudinal da cabeça do 

Rhodnius prolixus no período da ecdise fixado apenas com Bouin's Fluid. Nela se pode 
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observar que não foi possível visualizar as estruturas internas à cutícula nova deste 

inseto.  

 

Figura 3-21 Seção longitudinal da cabeça do Rhodnius prolixus no período da ecdise fixado apenas com 

Bouin’s Fluid 

A Figura 3-22a mostra uma seção longitudinal da cabeça do Rhodnius prolixus no 

período da ecdise fixado com Bouin's Fluid e marcado com Iodine, como mostra o 

protocolo desenvolvido no projeto LNLS 3. Comparando essa figura com a Figura 3-20 

acima, percebe-se que com o protocolo utilizado foi possível visualizar e segmentar 

estruturas importantes no desenvolvimento do inseto, como a faringe e a traqueia.  

Na Figura 3-22b observa-se a traqueia e o esôfago segmentados e isolados da 

estrutura do inseto. A possibilidade de segmentar essas estruturas é uma importante 

ferramenta, já que em trabalhos futuros será possível realizar o cálculo do volume 

dessas estruturas e comparar com insetos tratados com drogas utilizadas para o controle 

da Doença de Chagas. 
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Figura 3-22 Seção longitudinal da cabeça do Rhodnius prolixus fixado com Bouin’s Fluid+Iodine 

mostrando a segmentação da traqueia e da faringe. 
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CAPÍTULO IV 

4 CONCLUSÃO 

Os primeiros resultados mostraram que através de pequenas mudanças no 

processo de fixação na preparação das amostras, foi possível identificar estruturas que 

não haviam sido visualizadas anteriormente nos resultados obtidos através da técnica de 

microtomografia por contraste de fase utilizando luz síncrotron e feixe policromático. 

Estes resultados mostraram que utilizando o fixador Bouin's Fluid é possível visualizar 

o protocerebrum, que é a principal estrutura nos estudos de controle do inseto vetor 

através do uso de drogas como a azadiractina.  

A partir dos primeiros resultados, a continuação do trabalho mostrou que além do 

uso de diferentes fixadores, o uso de diferentes marcadores também pode alterar os 

resultados obtidos com a técnica de microtomografia. Através do cálculo de parâmetros 

de qualidade de imagem, como do contraste e do SNR, foi possível comparar diferentes 

combinações de fixadores e marcadores quantitativamente, mostrando que essas 

combinações influenciam diretamente nos valores obtidos para estes parâmetros. A 

partir dos resultados quantitativos obtidos, chegou-se à conclusão que os melhores 

protocolos foram Bouin's Fluid+Iodine e Bouin's Fluid+Ósmio.  

Os resultados qualitativos corroboraram com os resultados quantitativos. As 

imagens obtidas para cada combinação de fixador e marcador foram comparadas e 

mostraram que os melhores protocolos são os mesmos que os encontrados nos 

resultados quantitativos.  

Os protocolos Bouin's Fluid+Iodine e Bouin's Fluid+Ósmio foram considerados 

os melhores nas comparações quantitativas e qualitativas de diferentes combinações de 

marcadores e fixadores. Os resultados obtidos para estas duas combinações foram muito 

próximos (os dois permitiram a segmentação do protocerebrum, traqueia e faringe), mas 

o protocolo escolhido como modelo para realização de medidas de microtomografia no 

Rhodnius prolixus foi o Bouin + Iodine. Essa escolha foi feita porque apesar do Bouin + 

Ósmio mostrar um bom resultado, a preparação das amostras com o Ósmio exige um 

cuidado muito grande. Esse fixador/marcador é volátil e muito tóxico, podendo 

evaporar e afetar os olhos da pessoa que o está manipulando. Já o Iodine não é tóxico, é 

fácil de manipular e é mais barato. 
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Uma vez que o melhor protocolo foi escolhido, este foi aplicado nas amostras do 

inseto no período da ecdise.  

Os resultados obtidos com o inseto fixado e marcado com o protocolo escolhido 

(Bouin's Fluid+Iodine) mostraram que é possível visualizar e segmentar estruturas 

importantes para o seu desenvolvimento, como a traqueia e a faringe, validando o 

protocolo desenvolvido.  

Os resultados obtidos neste trabalho poderão ser úteis nas próximas pesquisas 

envolvendo o controle do inseto vetor e consequentemente da Doença de Chagas. Este 

protocolo desenvolvido na tese permitiu a visualização e segmentação do protocebrum e 

também de estruturas presentes no interior da cutícula nova do inseto no período da 

ecdise.  

As principais drogas que atuam no controle do inseto vetor agem principalmente 

no protocerebrum e na fase da ecdise, portanto utilizando este novo protocolo nas 

próximas pesquisas será possível investigar o comportamento do inseto exatamente nos 

períodos principais dos estudos de controle da Doença de Chagas.  
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