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Varios meios e fixadores sio empregados nas preparag¢des microscopicas
destinadas ao estudo dos mosquitos em suas diferentes partes ou fases de de-
senvclvimento, bem como de outros pequenos dipteros.

Dentre éles o Balsamo do Canada e o Liquido de Berlese sao os de uso
mais comum, embora apresentem alguns inconvenientes que as técnicas mais
mcdernas ainda ndo conseguiram sanar.

Empenhados em remover tais empecilhos, sem esquecer a necessidade de
preparacdes permanentes e, também, o tempo — fator imposto pela obriga-
toriedade de exames imediatos — ensaiames com varias resinas soluveis em
alcool, até a obtencido de um preparado que tem como base colofénia ou breu
e goma copal, dissolvidos em alcool com cantora, eucaliptol e esséncia de {ere-
bintina. Estes mesmos componentes usados para dissolver as resinas basicas,
quando misturados em propor¢des adequadas, servem para constituir-se, a
parte, o dissolvente e, ainda, se adicionado de acido acético glacial, constitue
um liquido de propriedades conservadoras e fixadoras no tratamento preli-
minar dos espécimes. Como se vé os ingredientes empregados no seu pre-

paro sdo de facil obtengdo e de custo relativamente baixo.

Para os trés conjuntos acima enumerados, cujas férmulas apresentamos
adiantes, propomos respectivamente os nomes de ENECE, ESSENECE e ESssE-

NECE~-ACETICO.

FORMULAS
I. ENECE (Meio)

1. Colofénia branca, pura ........c.c.oviiiiiinna.. 22 g
2. Goma copal soluvel em alcool . ...... ... ... ... ..., 12 g
3. Alcool absoluto . . . . . . 20 cc

(*) Os estudos e observa¢des em que se baseia éste artigo foram realizados com o
apoio e sob os auspicios do Servigo de Estudos e Pesquisas sébre a Febre Amarela, do
Govérno do Brasil e da Divisdo Sanitaria Internacional da Fundag¢do Rockefeller.

¥ TRecebido para publicacido a ¢ de junho e dado a publicidads em agosto de 1943.
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4. Canfora. . . . . . . o 10 g
5. Esséncia de terebintina . . . . . ....... ... . ... .. 10 cc
6. Eucaliptol. . . . . . . . . . 26 cc

II. EsseNEciE (Dissolvente)

1. Alcool absoluto. . . . . . . . .., 30 cc
2. Canfora. . . . . . L e 17 g
3. Esséncia de terebintina . . . . . . .. ... ... .. .. .. ... 15 cc
4. Eucaliptol. . . . . . . . 38 cc

III. EsseNECE-AcETicO (Conservador e Fixador)

1, Essenecé ........................ 90 partes
2. Acido acético glacial . . . . . .. ... ... .. ..... 10 partes

O Enecé é preparado como segue:

Num recipiente que deve ser de preferéncia um baldo de Erlenmeyer, co-
locam-se o alcool absoluto e a canfora. A seguir adicionam-se a colofénia e
a goma copal (1) depois do que é o frasco arrolhado e agitado para sé entao
ser levado a fogo brando em “banho-maria”. Uma vez consequida a completa
liquefagao do contetdo, junta-se a esséncia de terebintina, filtra-se em sequida
com a mistura ainda quente e, finalmente, ao filtrado adiciona-se o eucaliptol.

O Enecé é de reacao acida, tem um indice de refraciao de 1.467 a 26° C
e nao favorece o crescimento de cogumelos por nio ser aquoso. E’ destinado
a preparagdes permanentes, podendo ser dissolvido, quando muito espesso,
com alcool absoluto, porém éste recurso nao deve antepor-se ao dissolvente
propriamente dito.

A experiéncia mostrou que o emprégo do Enecé para material corado
pela Hematoxilina, Eosina, Fucsina e outros corantes de reacdo acida, em
nada prejudica a coloragdo, prestando-se éle, ainda, para disseccdes sem os
riscos de um rapido endurecimento. Embora formulado para fins entomolé-
gicos, revelou-se, posteriormente aproveitavel em montagens histolégicas.

As manipula¢bes requeridas para seu emprégo siao singelas e rapidas: o
meio na periferia da laminula (2) seca entre 24 a 48 horas, permitindo por
esta férma o apdio daquela e sem que o meio se retraia. Durante esse tempo o

(1) Quando a goma copal é impura, pode-se purifici-la por meio de filtracées apés
dissolugdo no alcool. Para éste fim dissolve-se uma porcdo de goma em duas de alcool abso-
luto e depois de dissolvida ¢é filtrada, destribuindo-se em placas de Petri ou vasos seme-
lhantes. A seguir éstes recipientes sdo levados a estufa graduada entre 50° e 70° C para
que se dé a evaporacdo do alcool. Depois de solidificada a goma é retirada dos vasos para
pesagem. E’ recomendavel manter os recipientes cobertos para evitar que a goma absorva
agua.

(2) Quando as pe¢as montadas forem pequenas é conveniente conservar a lamina em
lugar plano e ventilado, para ndo correr-se o risco de ver alterada a disposi¢do primitiva
dada as mesmas.
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material fica mais claro, porem exames satisfatérios podem ser feitos desde
que esteja ultimada a montagem.

O desmonte de preparacoes feitas com o meio, dispensa aquecimento,
bastando para tal emergi-los em Essenecé ou em alcool absoluto.

Datando ja de sete anos os resultados sempre satisfatérios obtidos pelos
métodos de fixar e montar que aqui expomos, acreditamos ser suficiente o pe-
riodo experimental a que os submetemos, para recomeda-lo.

TECNICA

I. Para larvas de mosquitos

As larvas vivas devem ser mortas em Essenecé-Acético para serem mon-
tadas depois de nele permanecerem por duas ou trés horas. A conservacio

de tais larvas pode, se desejado, prolongar-se no referido liquido por tempo
indeterminado.

As larvas conservadas em alcool devem apenas passar pelo alcool abso-
luto (15 minutos) para serem logo a seguir montadas, enquanto que as con-
servadas em solu¢do de bérax-formol, ou solu¢ido de formalina glicerinada,
deverao ser tratadas respectivamente por:

a) Agua destilada, preferiveimente quente (nao fervente) 15 minutos:
b) Alcool 909%, 15 minutos;

c) Alcool absoluto, para completa deshidratacdo, 15 a 20 minutos;

d) Montagem.

Ao passar as larvas pelo alcool absoluto, convém fazer um corte com te-
soura de ponta aguda entre o quinto e o sexto segmento do abdome para que

por éle possa penetrar o liquido de montagem e facilitar o estudo dos tltimos
segmentos.

E’ necessario em tédas montagens colocar na lamina, antes do material,
uma gota de Enecé e, apds éle, outra mais, para convenientemente situa-lo.

Provas comparativas feitas entre varios fixadores conhecidos e o Esse-
necé-Acético, demonstraram que as larvas inteiras de mosquitos, tratadas pelo
altimo, ndo se contraiam depois de nele montadas, enquanto que com 0s outros
fixadores era necessario corta-las apés a imersdo para evitar a contracio.
A-pesar-disto, devido ao sifdo e a outros caracteres importantes situados nos
segmentos termirais dos Culicineos, as larvas devem ser cortadas a-fim-de
que se possam vé-los melhor. No caso de pequenas larvas vermiformes como
por exemplo, as de Ceratopogonidas, é desnecessario usar tal expediente e
até mesmo perfura-las.
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1. Para exuvias de larvas e pupas.

»

-

Na montagem de extuivias de larvas e pupas deve-se obedecer a sequinte
série de manipulacoes:

a) Alcool 90%, 10 minutos;
b) Alcool absoluto, 10 minutos;
c) Montagem.

I1I. Para adultos, inteiros ou em partes

1. Os espécimes vivos devem ser préviamente mortos em cloroférmio,
ou mesmo montados vivos imediatamente em Enecé.

2. Espécimes secos.

a) Os espécimes secos devem ser introduzidos em tubo de cultura, de
preferéncia de 15 x 150 mm, que contenha 3 a 5 cc de solucao de hidréxido
de potassa a 10 % e postos a ferver em fogo brando entre um e trés minutos,
ccnforme a espessura do material. Ao comegar a aquecer o tubo convem agitar
a potassa para que esta ao ferver nao atire fora o material.

b} Transferir com uma pipeta capilar de ponta longa, ou despejar a po-
tassa num cristalizador, e retirar déste o material para cutro cristalizador que
ccntenha uma solucao de alcool acético (80 cc de acido acético glacial a 50%
e 20 cc de alccol absoluto) cu entdo uma solucdo de acido acético a 10% du-
rante 10 minutos, tempo éste que pode ser reduzido & metade se se tratar de
genitalia de mosquitos. (3)

Os mosquitos inteiros tratados pela potassa podem ser transferidos di-
retamente desta para Essenecé-Acético e ai permanecer durante 30 a 40 mi-
nutcs, em seguida monta-los em Enecé; ou entdo conserva-los no liquido por
tempo ilimitado.

c) Passar pelo alcool a 709, 10 minutos;

d) Corar em fucsina acida (a 1% em alcool a 509% ), 1 a 3 minutos:
e) Diterenciar pelo alcool a 70% ou 909%:

[) Passar pelo alcool absoluto, 10 a 15 minutos;

g) Montagem.

A coloragao com fucsina pode ser feita durante a permanéncia do ma-
terial no alcool-acético, bastando para isso que se junte préviamente algumas
gotas do corante ao alcool-acético.

(3) Temos obtido 6timos resultados com o emprégo de arruelas de cartolina de cor,
de 12 ou 15 mm de diametro externo e cinco ou seis de didmetro interno, nas montagens de
genitalias inteiras de mosquitos. Estas arruelas, além de evitar a pressdo exercida pela lami-
nula sébre & peca incluida, limitam o campo em que elas se encontram, facilitando déste
modo a sua focalizacio.
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RESUMO

Apresenta-se a férmula de um novo meio para montagem de insetos em
laminas tendo como base colofoénia e goma copal dissolvidas numa mistura de
alcool, canfora, esséncia de terebintina e eucaliptol. Descreve-se também a
modificacdo desse dissolvente pela adicdo de acido acético glacial para fixa-
cao preliminar.

O novo meio é destinado a preparac¢des permanentes e o seu custo é re-
lativamente baixo. As suas caracteristicas e vantagens sdo as sequintes: [em
reacao acida. Nao favorece o crescimento de cogumelos, por nao ser aquoso.
Seca lentamente permitindo que dissec¢des possam ser feitas. Claritica es-
pécimes nao préviamente tratados com potassa entre 24 a 48 horas possibi-
litando assim estudo neste periodo. Nao retrai e seu indice de refragao é
1.467 a 26° C. O material pode ser desmontado sem aquecimento. E final-
mente nao interfere com a coloracao quando os corantes empregados sdao de
reacao acida, e pode ser usada em preparacgdes histolégicas.

SUMMARY

The formula of a new medium for mounting insects on slides is presented,
having as base colophonium and copal dissolved in a mixture ol alcohol,
camphor, essence of turpentine and eucalyptol. The moditication cf this sol-
vent by the addition of glacial acetic acid for purposes of preliminary tixation
is also described.

The new medium has the same permanence as those which it is designed
to replace, and its cost is much less. Its characteristics and advantages ftollow.
[t gives an acid reaction. Being non-aqueous, it does not toster the growth
of molds. It dries sufficiently slowly to permit dissections to be made. It
clears specimens not previously treated with potassium hydroxide within 24
to 48 hours, thus making early study possible. The medium does not retract.
[ts refraction index at 26° C is 1.467. Mounted material can be dismounted
without heating. And finally, it offers no interference to staining when the
stain employed are of acid reaction, and can be used in histological prepa-

rations.
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