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Introducao

m Actualmente, é notavel um interesse crescente relativamente ao
estudo de Insectos

m Interesses agricolas — controlo de pragas

m Interesses forenses — Entomologia Forense

®m A analise Histoldgica destes organismos visa completar os
conhecimentos ja adquiridos

Qual sera o fixador que permite uma melhor observacao
das estruturas, assumindo o processamento histologico de
rotina?




Introducao

Figura 1 — Imagem esquematica de um insecto: A- Cabeca, B- Torax, C- Abdémen




Introducao

m Musca domestica é um dos Insectos mais comuns e com maior
dispersao no mundo

m E responsavel por
m Transmitir alguns agentes causadores de patologias, como a
Salmonella, o Antrax e o Polio

m Milhares de mortes em criancas nos paises em desenvolvimento, por
Célera e Baceira

m Vantagens
m Informacgdes sobre o tempo decorrido desde a morte de uma pessoa

® Clinica

m Pesca Rudimentar

Figura 2 — Musca domestica




Introducao

m Os Aphis spp. nao provocam danos em plantas individualmente, mas
em pragas podem provocar prejuizos graves

®m Encontram-se nas folhas ou caules

m Tém forma de péra com dimensdes muito pequenas, podendo apresentar
inumeras cores, sendo verde, preto, branco ou cinzento as mais comuns

m Podem ser identificados por um Estilete utilizado para se alimentarem da
seiva

Figura 3 — Aphis spp Figura 4 — Coldnia de Aphis spp




Introducao

m Segundo bibliografia consultada

m Fixacao em Liquido de Bouin ou Bouin Holland por 24h

m Desidratacdao em solucdes de Etanol com concentragao crescente (70,
96 e 100%)

m Banhos rapidos de Xilol
®m Impregnacao em Parafina
m Cortes com 5um

m Remocado da parafina da lamina passando por Xilol e banhos de Etanol
em concentragdes decrescentes

m Coloragao com Heidenhain's Blue

m Montagem com Entellan




Objectivos

m Gerais
m Obter laminas histoldgicas de Insectos

m Especificos
m Determinar qual o fixador mais adequado, centrando as opcoes

no Formol Tamponado a 10% (FT), Liquido de Bouin (LB) e Bouin
Holland (BH)

m Verificar se o Processamento Histologico de rotina se aplica ao

estudo de Insectos
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Figura 5 — Laminas histoldgicas




Material e Métodos

Tipo de estudo
m Estudo do tipo Exploratério

Local do estudo
m Laboratdrio de Histopatologia (2.73) da ESTeSL

m Laboratodrio de Anatomia Patoldgica do Hospital SAMS

Amostragem
m 20 Moscas — Musca Domestica — provenientes da regiao de Leiria

m 83 Piolhos da Faveira e do Trigo — Aphis spp. - cedidos pela EAN




Material e Métodos

Plano de Acc¢ao

m Preparacao das 3 solucdes fixadoras
m 500+500 mLde FT
m 500+244 mL de LB
® 500+451 mL de BH

m Recolha dos espécimens e respectiva fixacao
m 48h para o FT, e 24h parao LB e BH

m Permanéncia em Alcool a 70%

m Até que todos estivessem em condicdes de seguir o mesmo
processamento




Material e Métodos

Plano de Acc¢ao
m Entradas
m Algumas moscas foram seccionadas
m Foram colocados varios piolhos por envelope de modo a nao se
perderem no processamento
W 47 cassetes

Figura 6 — Fragmenta¢ao das moscas Figura 7 — Colocagao dos piolhos no envelope




Material e Métodos

Plano de Acc¢ao
m Processamento
m Etanol/Xilol/Parafina

® Inclusao em parafina
m Varias posicoes
m 48 blocos

Figura 8 — Inclusao Figura 9 — Blocos




Material e Métodos

Plano de Acc¢ao

m Corte em Micrétomo Hibrido e de Corredica
m Espessura adaptada—3a5pum

m Coloracao
m Hematoxilina-Eosina (H&E)

m Montagem com Entellan

m Screening
m Marcacgao das areas a observar pelo avaliador — 16 laminas




Material e Métodos

Parametro Critério Valor | FP
Subcoloragao ou sobrecoloragao que impossibilita a 0
distincao das estruturas celulares
Qualidade da Coloracao moderada que permite a distingcdo das estruturas 1 5 &
Coloracao celulares !
Coloracao dptima que permite a distin¢ao das estruturas 5
celulares
Estruturas distorcidas que comprometem a observacao 0
Morfologia Geral | Estruturas distorcidas gue ndao comprometem a observacao 1 3,5
Estruturas integras 2
Limites celulares irregulares e mal definidos 0
Detalhe Celular Limites celulares com alguma irregularidade e/ ou pouca 1 5
definicao
Limites celulares regulares e bem definidos 2
Observacdo comprometida 0
Detalhe Nuclear | Observacao dificultada por perda da definicdo e/ou detalhe | 1 2
Observacao completa Z

Quadro 1 — Parametros avaliados




Material e Métodos

Intervalo Classificacao
[0; 10] Mao satisfaz
1Q=> (ValorxFP) [10: 13.5] | Satisfaz

[13,5: 16,5[ | Boa

[16,5; 20] Munto Boa

20 Excelente

Quadro 2 — indice de Qualidade dos Fixadores




Material e Métodos

Variaveis em estudo
m Independentes
m Fixadores utilizados — FT, LB e BH

m Dependentes
m indice de qualidade de fixacdo

m Estranhas Figura 10 — Fixa¢3o das moscas
m Inexperiéncia dos investigadores

m Subjectividade do avaliador na observacao das laminas
m Falta de literatura sobre o tema

Figura 11 — Fixacao dos piolhos




Resultados e Conclusao

Azl Abddamen Cabeca Torax Patas Faveira Trigo
Pardmetros /\ /\
Bouin Bouin Bouin Boul Bouin Bouin
Fixadores Formaol yBDUiN Formaol | Bouin Formaol | Bouin Formol | Bouin V Formaol | Bouin Formaol | Bouin
Holland Holland Haolland Haolla Holland Holland
Qualidade da
1 - 2 2 2 2 1 2 1 1 1 - 1 1 1 1 1 1
Coloragdo
Maorfologia Geral 1 - I 1 0 1 1 1 1 1 0 1 1 0 2 1 1 2 2
Detalhe Celular 0 - 1 0 0 1 0 1 0 0 1 - 0 1 0 0 1 1
Detalhe Nuclear 0 k 1 0 1 1 0 1 0 1 0 ) 0 1 0 1 1 1

A4

Quadro 3 — Resultados da avaliagao das laminas




Resultados e Conclusao

0 Formol Tamponado a 10%

15 m Nao satisfaz
14 0<1Q <10

Abdomen Cabeca Torax Patas Faveira Trigo
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Grafico 1 — Indices de Qualidade, das diferentes estruturas analisadas, para o Formol Tamponado a 10%




Resultados e Conclusao

Liquido de Bouin
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Grafico 2 — indices de Qualidade, das diferentes estruturas analisadas, para o Liquido de Bouin




Resultados e Conclusao

™ Bouin Holland

14 m Nio satisfaz
0<1Q <10

11 12,5 12,5

Satisfaz
10<1Q <13,5

B Boa
. 13,5<1Q <16,5

Torax Cabeca  Abdomen Patas Faveira Trigo

O = kW s U Ch =] 00 D

Grafico 3 — Indices de Qualidade, das diferentes estruturas analisadas, para o Bouin Holland




Resultados e Conclusao
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Resultados e Conclusao

Abdomen da Mosca
m BH apresenta, no geral, melhores resultados em comparacao com o
FT

m Quanto ao LB, este foi excluido do estudo, uma vez que nao foi
possivel identificar esta estrutura integra em nenhum dos cortes

obtidos
>

Figura 12 — Abdémen de Mosca fixada em BH, coloracao de HE




Resultados e Conclusao

Cabeca da Mosca
m Apresenta resultados muito semelhantes, aos descritos para o
Abddmen, sendo novamente o BH a ostentar melhores resultados

Figura 13 — Cabec¢a de Mosca fixada em BH, coloracdao de HE




Resultados e Conclusao

Torax da Mosca e Patas
m Observacao desta estrutura do Torax da Mosca apresentou melhores
resultados para o LB, tal como as Patas do mesmo Insecto

D

Figura 14 — Térax de Mosca fixada em LB, Figura 15 — Pata de Mosca fixada em LB,
coloragcao de HE coloragcao de HE




Resultados e Conclusao

Piolhos do Trigo e da Faveira

m Pode-se observar que, para os primeiros, os resultados favorecem o
LB, sendo que para os segundos os resultados sao semelhantes quer
para o LB, quer para o BH

Figura 17 — Piolho do Trigo fixada em

Figura 16 — Piolho da Faveira fixado em LB,
LB, coloracao de HE

coloragao de HE




Resultados e Conclusao

A imagem que se segue tém o intuito de elucidar acerca da ma
qualidade das amostras fixadas em FT

Figura 18 — Mosca fixada em Formol, coloragao de HE




Resultados e Conclusao

m O Formol Tamponado a 10% nao é aconselhado para a Fixacao de
insectos, uma vez que é aquele que apresenta resultados com menor
qualidade para todos os parametros avaliados

m A melhor opc¢ao é o Liquido de Bouin ou o Bouin Holland
m Devido ao reduzido numero de laminas avaliadas, nao é possivel
generalizar os resultados nem afirmar qual o Fixador mais apropriado

m Pode aplicar-se a técnica Histoldgica de rotina a insectos obtendo
bons resultados, apesar de nao ter permitido saber se sera, de facto, a
melhor a opcao




Limitacoes

m Auséncia de literatura disponivel para determinar se o
processamento de rotina e a coloracao de HE sao os mais adequados

para Insectos

m Durante o processamento algumas Patas conseguiram passar pelos
orificios das cassetes

m Caracteristicas intrinsecas aos Insectos que podem ter sido
responsaveis pela dificuldade no corte, das quais resultaram estruturas
fragmentadas que podem nao estar directamente relacionadas com a
qualidade do fixador

m As Asas nao foram avaliadas, uma vez que nao se conseguiram obté-
las inteiras para todos os fixadores




Limitacoes

m Dificuldade em orientar de igual forma os Insectos e obter cortes das
mesmas estruturas nas mesmas posicoes para todos eles

m Escasso conhecimento da Anatomia e Histologia dos insectos tornou
dificil seleccionar as melhores laminas

m Pouco tempo para a conclusdao do projecto, nomeadamente pela
dificuldade em conjugar o horario escolar dos investigadores com as
necessidades do trabalho

m Também a colaboracao de mais avaliadores no projecto seria
benéfica para que os resultados pudessem ser mais fidedignos (risco da

subjectividade)




Estudos Futuros...

m Passar os Insectos por acido acético antes de os fixar para facilitar a
penetracao do fixador nos mesmos

m Fixar os Insectos previamente fragmentados ou injectar fixador no seu
interior

m Aplicar a Técnica Histoldgica a outros Insectos
m Verificar até que ponto se pode universalizar a mesma

m Testar outros fixadores, como por exemplo o Duboscg-Brasil, uma vez que,
por ter Alcool na sua composicao penetra melhor do que o LB

m Utilizar um processamento diferente daquele utilizado na rotina de forma a
verificar qual o mais eficaz




Estudos Futuros...

m Experimentar a realizacao de cortes de maior espessura para as
estruturas mais frageis e quebradicas (ex. asas)

m Recorrer a outras coloracdes, nomeadamente a coloracao de
Heidenhain’s Azan

m Observar mais laminas e ter mais avaliadores para poder generalizar
os resultados

m Fazer pequenas variagcoes aos procedimentos utilizados com o
objectivo de os optimizar
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