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Resumo. A proposta deste estudo foi avaliar a qualidade morfoldgica e histolégica da fixacdo por
trés diferentes fixadores histol6gicos: o formol 10%, o liquido de Bouin e o liquido de Helly. A
populagéo foi composta de planarias obtidas de seu habitat natural e mantidas em laboratério em
recipientes com agua nédo clorada. Quinze amostras de planarias foram selecionadas de acordo
com a sua perfeita morfologia e a fixacdo histolégica foi realizada utilizando trés diferentes
fixadores, o formol 10%, o liquido de Bouin e o Liquido de Helly. Os cortes histolégicos foram
obtidos através de procedimento de rotina. Macroscopicamente, obteve-se uma melhor disposicéo
do corpo do animal quando foi utilizado o formol 10% como agente fixador. Observou-se um
encurvamento menos acentuado do corpo do animal. Entretanto, o uso do formol 10% né&o resultou
em boa qualidade do corte histolégico. Na fixacdo em liquido de Bouin observou-se um maior
encurvamento no momento da fixagdo, mas nos cortes histoldgicos foi possivel observar estruturas
compartimentadas. O liquido de Helly foi 0 menos satisfatério tanto macroscopicamente quanto
microscopicamente. Concluimos que o tipo de fixador influencia na qualidade dos cortes
histolégicos de planéarias, bem como na melhor disposicdo do corpo do animal no momento da
fixacao
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INTRODUCAO

De todos os filos bilaterais, os vermes
chatos de vida livre do filo Platyhelminthes
sdo considerados ha muito tempo 0s mais
primitivos. As planarias constituem um grupo
de vermes representantes desse filo,
presentes predominantemente em agua doce
e mar que tém como -caracteristica
anatdmica, 0 corpo achatado
dorsoventralmente e simetria bilateral. Assim,
possuem uma regido anterior (cabeca) e uma
posterior (corpo), além de um dorso e um
ventre. O achatamento observado no corpo
desses animais caracteriza um aspecto de
fita.

Na regido anterior estao presentes 0s
oscelos que sdo estruturas sensiveis a luz,
porém ndo séo olhos verdadeiros e, por isso,
ndo formam imagens. Funcionam apenas
como um mecanismo fotossensivel que
informa a planaria se o ambiente tem pouca
ou muita luz. Na regido anterior, estdo ainda
as auriculas que sédo estruturas
quimiorreceptoras. Na regido posterior, na
posicdo mediana ventral, encontra-se um
orificio onde se localizam a boca e a faringe
gue se interiorizam em um tubo digestivo. A
alimentacdo desses animais é a base de
larvas de insetos e animais mortos, sendo
portanto, animais carnivoros e necréfagos.

As planarias escondem-se na
superficie inferior de plantas submersas,
rochas e gravetos, apresentando preferéncia
por locais de penumbra e pertencem a classe
Turbellaria, ordem Tricladida.

Esses animais desafiam a
imaginacdo cientifica pela surpreendente
capacidade regenerativa de fragmentos
amputados de seu corpo (SALO et al., 1984;
GREMIGNI et al, 1980; HORI, 1997;
PASCOLINI et al.,, 1984; ITO et al., 2001).
Diversas geracdes de pesquisadores, em
areas interdisciplinares da ciéncia, tém
encontrado razdes para enfrentar os desafios
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Os compartimentos teciduais desses
animais constituem-se de epiderme ciliada
simples em que cada célula possui muitos
cilios, uma lamina basal que se constitui de
trés elementos estruturais, uma zona
eletroluscente, uma camada limitante e uma
camada microfibrilar (HORI, 1992). O tecido
conjuntivo, chamado parénquima tém células
mesenquimais e matriz extracelular. Séao
células mesenquimais, as células de
reposicdo epidérmica que migram do
parénquima para a superficie corporal e
repbe quaisquer célula epidérmica danificada
ou destruida, o0s neoblastos que sao as
células totipotentes importantes na
cicatrizacdo e na regeneracdo dos
ferimentos, a célula parenquimal fixa que por
ser ramificada estabelece contato e se
interpde com outras células e tecidos, as
células pigmentares parenquimais presentes
em algumas planarias e os cromatdforos que
podem fazer com que o animal clareie
guando o0 pigmento no cromatéforo
concentra-se em direcéo ao nucleo.

O tecido muscular consiste de
camadas longitudinais e circulares sendo de
fiboras lisas. As células glandulares
encontram-se geralmente submersas no
interior ou abaixo das camadas musculares,
com somente o colo da glandula penetrando
na epiderme ou na gastroderme. Rabddides
sédo secre¢cbes em forma de bastéo limitado
por membrana que sao liberados na
superficie do corpo do animal onde incham e
se dissolvem para formar muco, o tipo mais
comum de rabddide é o rabdito.

A parede do intestino tem camada
Unica e é composta de células fagocitarias e
glandulares. As planarias tém um intestino
composto de trés ramos principais, um
anterior e dois posteriores. Cada um desses
ramos porém, tém muitos diverticulos
laterais.

Uma tendéncia evolutiva comum
dentro do sistema nervoso da classe
Turbellaria é a saida da rede nervosa em
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direcdo a uma concentracdo de nervos no
interior de um cérebro bilateral bem
desenvolvido e de dois cordbes nervosos
longitudinais ventrolaterais, como ocorre na
planaria Dugesia. Embora, a Dugesia retenha
uma rede nervosa periférica, os corddes
longitudinais rednem-se em intervalos
regulares por meio de comissuras
transversais que, junto com os corddes, dado
ao sistema nervoso uma aparéncia
segmentada e semelhante a uma escada.
Nos géanglios cerebrais encontram-se
presentes neurdnios tipicos.

Para SILVA et al.,1997 a fixacdo dos
Turbelarios muitas vezes representa um
problema nas pesquisas que necessitem
preparar estes animais para estudos
taxondmicos ou para trabalho histolégico.

A proposta deste estudo foi avaliar a
gualidade morfolégica e histolégica da
fixacdo por trés diferentes fixadores
histoldgicos, o formol 10%, o liquido de Bouin
e o liquido de Helly..

METODOLOGIA

A populacdo foi composta de
planarias obtidas de seu habitat natural e
mantidas em recipientes plasticos com agua
ndo clorada sendo alimentadas de uma a
duas vezes por semana com figado bovino. A
temperatura do laboratério variou entre 19 e
21° C.

Quinze amostras de planéarias foram
selecionadas de acordo com a sua perfeita
morfologia, utilizando para isso um
microscopio estereoscoépico com
magnificacdo de 10x e 30x.

A fixacao foi realizada em placa de
petri com o uso de pincéis pelo de marta n°
0 para a manipulacdo das amostras. Trés
diferentes fixadores foram utilizados, o formol
10%, o liquido de Bouin e o liquido de Helly.
Os animais foram mergulhados diretamente
sem recurso anestésico para que se pudesse
avaliar apenas o efeito dos fixadores e
deixados por um periodo de 24 horas.
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Para 0s procedimentos de
desidratacdo e diafanizacdo foi realizada
lavagem com 4gua corrente para remocao do
fixador e banhos em ordem crescente de
alcool (75%, 95%, 100%) por quinze minutos
cada banho. Retirado o alcool, realizou-se o
banho em xilol por 20 minutos, com uma
troca apds os dez primeiros minutos.

A impregnacdo foi realizada por
parafina PARAPLAST® por 3 horas e em
seguida, as amostras foram incluidas em
blocos de parafina.

Os cortes foram realizados em
micrétomo MICROM HM 325 com espessura
de 5um, colocados em laminas histoldgicas e
corados com Hematoxilina-Eosina (HE).

RESULTADOS

Para a fixacdo no formol 10%,
macroscopicamnte, obteve-se uma melhor
disposicdo do corpo do animal sem um
encurvamento acentuado, tanto no sentido
antero-posterior quanto no latero-lateral.
Embora, histologicamente, as células
aparecessem mais dispersas e a matriz
extracelular apresentasse um aspecto
grumoso, ndo sendo possivel observar
compartimentos estruturais.

Na fixacdo em liquido de Bouin,
observou-se um maior encurvamento, mais
acentuadamente no sentido antero-posterior.
Microscopicamente, nos cortes histoldgicos
foi possivel observar estruturas
compartimentadas como camadas
musculares, pigmentos celulares, cilios e
trabéculas de muasculos dorso-ventrais.

O liquido de Helly foi o menos
satisfatdrio tanto macroscopicamente quanto
microscopicamente, observamos que no
momento da fixacdo ocorre intensa contracao
do animal e os cortes histologicos
apresentam células apinhadas e estruturas
distintamente retraidas.



Na figura 1a observamos macroscopicamnte a fixagdo pelo formol com melhor disposi¢éo
corporal e encurvamento pouco pronunciado, embora nas figuras 1b e 1c, o corte histolégico
apresente ndo boa qualidade estrutural.

Na figura 2a , o encurvamento antero-posterior € mais acentuado, porém o0s cortes
histolégicos aparecem mais distintamente definidos em estruturas.

Figural. Em a) esta o aspecto macroscoépico da fixagdo em formol e em b) o aspecto microscopico
em corte longitudinal corado em HE com aumento de 400x. Em c) o corte em detalhe.




Figura 2. Em a) observa-se o encurvamento antero-posterior na fixagao pelo liquido de Bouin e em
b) a melhor qualidade estrutural do corte longitudinal (aumento de 400x). Em c) o corte em detalhe.

O liquido de Helly apresentou acentuada contragdo do corpo dos animais, como mostrado
na figura 3a, bem como intensa retracdo dos tecidos com destruicao de estruturas (3b).

a

Figura 3. Em a) observa-se a contracdo acentuada dos animais e em b) o corte histoldgico retraido
com destruigdo estrutural, descolamento da epiderme e células apinhadas. (aumento de 400x).

CONCLUSAO

Concluimos que o tipo de fixador
influencia na qualidade dos cortes
histolégicos de planarias, bem como na
melhor disposi¢cdo do corpo do animal no
momento da fixacdo e isso pode induzir a

resultados insatisfatérios em pesquisas que
necessitam de boa defini¢éo histoldgica.
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