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Resumo. As colecbes zooldgicas sdo depositarios de ma-
terial biolégico além de formar excelentes fontes de es-
tudos da diversidade bioldgica. O objetivo do presente
trabalho foi testar materiais e desenvolver técnicas mais
eficientes e baratas para realizar a montagem de uma
colecdo didatica zooldgica de aracnideos (aranhas e es-
corpides) e insetos usando as técnicas de incrustacdo dos
animais em resina poliéster e preparagdo de vertebrados
por meio do processo de diafanizagdo e coloragdo de os-
sos com alizarina. Para o processo de incrustagao foi ava-
liado as quantidades mais adequadas de resina, mono-
mero de estireno e de catalisador a serem usados para
aracnideos e insetos, além do material mais eficiente pa-
ra a confeccdo das formas onde o material bioldgico e a
resina serdo misturados. Também foram testadas as téc-
nicas de diafanizacdo por KOH a 2% e NaOH a 2% e co-
loragdo dos ossos por alizarina a 0,1% e alizarol a 1%.
Foi concluido que para cada 20 mL de resina, é necessa-
rio adicionar 4 mL de mon6émero de estireno e mais qua-
tro gotas do catalisador. O plastico foi o material mais e-
ficiente para a confeccdo das férmas, uma vez que ndo
provocou reagdo quimica com a resina poliéster e é ma-
ledvel bastante para facilitar a remocdo do bloco de resi-
na soélida apds o final do processo de incrustagdo. A téc-
nica de diafanizagdo com NaOH 2% permitiu uma maior
preservacao dos tecidos moles se comparado com a feita
em solucdo de KOH 2%. Também foi observado que a co-
loragdo com alizarol causou grande deterioragao dos teci-
dos do individuo, destruindo o animal. A coloragdo com
alizarina 0,1% apresentou resultados satisfatérios, cau-
sando a intensa coloragdo do esqueleto do espécime e e-
videnciando a ossificacdo diferencial através da muscula-
tura transparente. Os resultados obtidos vao orientar a
preparacdo uma colegdo didatica que ird auxiliar de for-
ma direta nas aulas praticas das disciplinas Invertebra-
dos II e Cordados do curso de Licenciatura em Ciéncias
Bioldgicas, nas visitas monitoradas ao laboratdrio de zoo-
logia por alunos da rede publica e como recurso didatico
para que os licenciandos em biologia possam desenvolver

aulas praticas nas escolas publicas durante seu estagio
supervisionado. Palavras-chave: Diafanizacdo de teci-
dos; incrustagdo em resina; colecdo didatica; coloragdao
de ossos; IFSP campus Sdo Roque.

Abstract. The zoological collections are repositories of
biological material besides forming excellent sources for
studies of biological diversity. The objective of this study
was to test materials and develop more efficient and in-
expensive techniques to perform the assembly of a zoo-
logical teaching collection of arachnids (spiders and scor-
pions) and insects using the techniques of animal fouling
polyester resin and preparation of vertebrates through
process of leaf clearing and staining of bone with alizarin.
For the process of scaling the most appropriate amounts
of resin, styrene monomer, and catalyst to be used for
arachnids and insects has been evaluated in addition to
the most efficient material for the manufacture of molds
where the biological material and the resin are mixed.
Tissue-clearing techniques with 2% KOH and NaOH, and
2% alizarin staining of bone for alizarol 0.1% to 1% were
also tested. It was found that for each 20 mL of resin, it
is necessary to add 4 mL of styrene monomer and four
drops of catalyst. The plastic was the most efficient ma-
terial for the manufacture of molds, since it did not cause
chemical reaction with the polyester resin, which is soft
enough to facilitate removal of solid resin block after the
end of the fouling process. The tissue-clearing technique
with 2% NaOH allowed for greater preservation of the
soft tissues compared with the one made in 2% KOH so-
lution. It was also observed that the staining caused
widespread deterioration alizarol the subject tissues, de-
stroy animal. Staining with Alizarin 0.1% had satisfactory
results, causing the intense staining of the skeleton of
the specimen and showing the differential ossification
through transparent muscles. The results will guide the
preparation of a teaching collection that will assist direct-
ly in the practical classes of disciplines Invertebrates and
Chordates II's Degree in Biological Sciences, in guided
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in biology can develop practical classes in public schools

during his supervised training. Keywords: Clearing tis-

© INTRODUCAO

As colegdes entomoldgicas sdo de grande importancia para o aprendizado de alunos tanto do en-
sino superior quanto do ensino médio e constituem acervos importantes para o entendimento e estu-
do da biodiversidade. O ensino por meio das colecdes pode permitir que os alunos aprimorem a a-
prendizagem, pois a ilustracdo dos animais (por meio de imagens) no ensino ndo consegue demons-
trar a realidade que cada espécie possui (MARICATO et al., 2007). Entretanto, em colecdes zooldgicas
convencionais, estruturas corpéreas mais frageis como antenas, pernas e asas podem ser facilmente
danificadas durante manipulagao, principalmente durante a realizacdo de aulas praticas ou quando o
manipulador do material ndo toma os cuidados basicos para preserva-lo. Dessa forma, segundo Auric-
chio e Salomio (2002), esse tipo de acervo deve suportar o manuseio e o transporte, e servem para
mostrar semelhancas e diferencas entre grupos de individuos e também para pratica de atividades
como a identificacdo. Assim uma colecdo zoolédgica cientifica e didatica usando a técnica de incrustacdo
dos animais em resina acrilica possui a vantagem de possibilitar aos alunos o manuseio do material,
seu transporte e a observaciao dos animais em trés dimensdes sem correr o risco de danificar os espé-
cimes.

Em nivel de colegdes, seja didatica ou cientifica, a situagdo é muito adversa, pois o docente acu-
mula a funcdo didatica (exercida geralmente com carga horaria maxima) e de curadoria e pesquisa, fi-
cando estas prejudicadas em fungdo da primeira, pois a curadoria de cole¢des zooldgicas requer cui-
dados especiais (MARTINS, 1988). Segundo Napoli (2007), as colegdes zooldgicas servem de testemu-
nhos da biodiversidade. Entretanto sem a manuteng¢do constante o esforgo inicial despendido se torna
perdido irremediavelmente, pois a maioria das cole¢cdes ndo apresenta adequadas instalagdes ou pas-
sam por manuten¢ao constante. Tendo em mente os problemas citados acima, a inclusdo de animais
em resina acrilica reduz a necessidade de cuidados para a conservacao dos mesmos.

Também os estudos dos esqueletos de vertebrados requerem preparagdes especificas no sentido
de ndo danificar os ossos ou desarticula-los. Dessa forma, as técnicas de diafanizacdo dos tecidos moles
e coloracdo dos ossos possibilitam o estudo das complexidades esqueléticas nos diferentes grupos de
vertebrados, mantendo o esqueleto integro e preservando a posi¢do original dos ossos.

O objetivo do presente trabalho foi testar materiais e desenvolver técnicas mais eficientes e ba-
ratas para realizar a montagem de uma cole¢do didatica zooldgica de aracnideos (aranhas e escorpi-
0es) e insetos usando as técnicas de incrustacdo dos animais em resina poliéster e preparacdo de ver-
tebrados por meio do processo de diafanizacao e coloracao de ossos com alizarina. Os resultados obti-
dos neste primeiro momento vao orientar a preparagdo uma colecdo didatica que ird auxiliar de forma
direta nas aulas praticas das disciplinas Invertebrados Il e Cordados do curso de Licenciatura em Cién-
cias Bioldgicas, nas visitas monitoradas ao laboratoério de zoologia por alunos da rede publica e como
recurso didatico para que os licenciandos em biologia possam desenvolver aulas praticas nas escolas
publicas durante seu estagio supervisionado.

@ MATERIAL E METODOS

2.1 Incrustag¢ao em resina

0 processo de incrustagao foi iniciado pelas etapas de coleta e identificagdo dos individuos. Em
seguida, ocorreu a preparacao do material com extensdo das pernas, antenas e asas e a fixacdo de to-
das as partes que podem voltar a se fechar. Apds a preparagio, o espécime foi devidamente seco em
estufa para secagem, onde permaneceu durante 24 horas a uma temperatura de 45°C. Na sequéncia foi
iniciado o processo de incrustacdo em resina. Para cada 20 mL de resina, adiciona-se 4 mL de moné-
mero de estireno e mais quatro gotas do catalisador. Inicialmente foi colocada uma primeira camada
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de resina em uma férma. Foram testadas férmas de silicone e plastico para essa atividade. Essa pri-
meira porg¢do de resina preparada é utilizada para formar a camada basal no molde. Ap6s a secagem da
base, o espécime deve receber um banho de resina liquida e posteriormente ser colocado sobre ela,
tomando-se o cuidado para que fique na posicdo deseja. Dessa forma, o animal fixa-se a base ap6s a po-
limerizagdo, impedindo que o mesmo flutue quando o molde for totalmente preenchido com a resina.
Depois, mais uma camada de resina foi posta a fim de cobrir todo o individuo. Quanto o bloco de resina
estava totalmente seco, ele foi retirado da forma e depois ocorreu o lixamento e polimento para uma
melhor visualizacdo. As lixas que foram usadas foram as seguintes de acordo com a gramatura: 80,
100, 120, 180, 220, 240, 320, 400, 600, 1000 ou 1200. O polimento foi dado com a utilizacdo de massa
de polir n? 2 e cera automotiva para dar o acabamento final (Fig. 1).

Finalmente, o material produzido foi acomodado em caixas de madeira produzidas para esta fi-
nalidade.

Figura 1. Exemplos de materiais produzidos pelo processo de incrustagdo em resina.

2.2 Diafanizacao e colora¢ao de ossos

As técnicas testadas foram as de diafanizacdo por KOH a 2% e NaOH a 2% e colorac¢io dos os-
sos por alizarina 0,1% e alizarol a 1%. Dois lambaris (Astyanax sp) foram fixados em formol por 48 ho-
ras. Em seguida, foram eviscerados por meio de incisdo abdominal (Fig. 2).

Figura 2. Evisceracdo do peixe como uma das preparacgdes que antecede o processo de desidratacdo em série alcodlica.

Depois os individuos passaram pelo processo de desidratacdo em série alcodlica crescente
(50% a 100%). Apos esta fase, um dos peixes foi colocado em KOH a 2% e o outro em NaOH 2% para
diafanizagdo. As solugdes de KOH e NaOH 2% foram trocadas a cada 48h no periodo entre 20 a 30 dias.
0 individuo diafanizado em KOH foi colocado em solucdo de alizarol 1% (Fig. 3).

0 peixe diafanizado em NaOH foi colocado em solu¢do de alizarina 0,1%. Apds a coloragio, os
espécimes foram acondicionados em glicerina para evitar o aparecimento de fungos e outros micror-
ganismos (Fig. 4).
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Figura 4. Animal diafanizado e com ossos corados.

© RESULTADOS E DISCUSSAO

A escolha dos insetos e dos aracnideos (aranhas e escorpides) para iniciar as cole¢des didaticas
foi baseada em algumas caracteristicas especiais destes dois grupos. Os insetos foram escolhidos devi-
do a sua importancia ecoldgica e por ser o maior grupo animal da Terra nos tempos atuais. As aranhas
e escorpides foram também escolhidos devido a sua importancia ecolégica e pelo fato de algumas es-
pécies poderem provocar acidentes com seres humanos.

Existem diversas técnicas de preservacdo de insetos e aracnideos, dependendo do tamanho, es-
tagio de desenvolvimento e estrutura corporal do organismo. Entretanto com o método de incrustagéo
em resina, pretende-se diminuir o esfor¢o nas coletas para reposicdo de material, reduzir a necessida-
de de manutenc¢do constante das colecdes e permitir que o estudante ndo sinta receio em analisar o
material por medo de danifica-lo, tornando possivel a observagdo do maximo de caracteres no espéci-
me.

Qualquer artrépode pode ser preservado em resina usando o processo de incrustacdo, mas al-
gumas espécies necessitam de técnicas complementares para garantir uma boa conservacdo. Exemplo
disso é que a agua retida no corpo do inseto evapora e o abdémen comeca a murchar, separando-o do
molde. Isso é comum em individuos maiores, como gafanhotos, mariposas e aranhas grandes. Para que
isso ndo acontega, a maioria dos grandes insetos deve ser submersa por diversos dias em etanol, que
seca a agua do inseto antes dele ser incrustado. Esse processo também pode ser usado em coledpteros
com élitros com muitas saliéncias e reentrancias. Nesses espacos pode ocorrer a retencdo de umidade,
o0 que pode gerar a formacdo de bolhas durante o processo de incrustagao.

Em insetos com exoesqueleto mais rigido e liso ocorre a diminuicdo ou auséncia de bolhas na
superficie corpérea. Superficies mais rigidas também sdo menos sujeitas a contracdo. Existe uma difi-
culdade maior em incrustar individuos de corpo mais mole como dipteros, lepidépteros e aranhas. Or-
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ganismos de ordens como Hemiptera, Hymenoptera, Mantodea, Neuroptera e Odonata também pude-
ram ser incrustados sem grandes problemas. Mesmo individuos que ha muito tempo ja pertenciam a
colecdes secas, onde sO restaram os exoesqueletos, puderam ser preservados. Levando-se em conta
essa facilidade, também é possivel realizar a incrustacdo de extivias. Essas estruturas sdo de grande
importancia, pois possibilitam distinguir ordens e algumas familias de insetos de maneira facil. Sendo
assim a conservacdo delas se faz necessdaria e esse método de preservacdo mostrou-se bastante efici-
ente na conservacao desse tipo de material.

A preservacdo da cor é um ponto que pode apresentar aspectos positivos e negativos nesta
técnica. A cor se manteve mais aparente em insetos de cores vistosas. Em lepidépteros com asas bran-
cas o resultado ndo foi satisfatério. Nesse caso as asas ficaram completamente transparentes, mudan-
do as caracteristicas originais da espécie. Entretanto, as nervuras das asas passaram a ficar bem mais
visiveis, o que pode facilitar o estudo dessas estruturas.

0 plastico foi 0 material mais eficiente para a confeccao das férmas, uma vez que ndo provocou
reacdo quimica com a resina poliéster e é maleavel bastante para facilitar a remocio do bloco.

A diafanizacdo é uma das técnicas mais utilizadas na preparacio de esqueletos delicados, na
qual a pele é tratada com produtos quimicos de tal forma que permita a transparéncia, tornando visi-
vel toda a formagdo 6ssea (AURICCHIO; SALOMAO, 2002). Essa técnica apresenta uma série de vanta-
gens, como, manter o esqueleto integro. A alizarina foi o primeiro corante a ser utilizado, tornando-se
universal para a coloragdo 6ssea, por suas propriedades seletivas (ARAUJO, 2005).

Foi constatado que a técnica de diafanizacdo com NaOH 2% permite uma maior preservacao
dos tecidos moles se comparado com a feita em solugdo de KOH 2%. Também foi observado que a co-
loracdo com alizarol causou grande deterioracio dos tecidos do individuo, destruindo o animal. A colo-
racdo com alizarina 0,1% apresentou resultados satisfatorios, causando a intensa coloragdo do esque-
leto do espécime e evidenciando a ossificacdo diferencial através da musculatura transparente. Os re-
sultados obtidos neste primeiro momento vao orientar a preparacdo de uma futura colecao didatica de
vertebrados de pequeno porte que auxiliardo as aulas praticas sobre vertebrados.

A Colegao Didatica de Zoologia em resina ird auxiliar de forma direta nas aulas praticas da dis-
ciplina Invertebrados Il do curso de Licenciatura em Ciéncias Bioldgicas, nas visitas monitoradas ao
laboratério de zoologia por alunos da rede publica e como recurso didatico para que os licenciandos
em biologia possam desenvolver aulas praticas nas escolas publicas durante seu estagio supervisiona-
do.

© CONSIDERACOES FINAIS

Uma grande vantagem da técnica de incrustacdo em resina é que as estruturas a serem anali-
sadas continuaram visiveis apds o final do processo. Mesmo as estruturas menores, que necessitam do
auxilio de estereomicroscépio para serem observadas, continuaram visiveis mesmo apoés a incrusta-
¢ao.

Além de aumentar o tempo util do material biolégico por torna-lo mais resistente a manipula-
¢do por parte dos estudantes, este método permite também que a colecdo possa ser transportada para
a sala ou laboratoério de aulas praticas de forma mais pratica, além de reduzir o espago necessario para
armazenamento do material. Dessa forma, o método de preservagio de insetos em resina mostrou-se
adequado para a utilizacdo em coleg¢des didaticas.

Entretanto, o uso deste método apresenta algumas desvantagens como: custo relativamente
elevado do material (resina e catalisador), o tempo gasto para realizar todas as etapas e o cheiro libe-
rado pela resina durante o processo de incrustacao. Essas desvantagens ndo representam grandes
problemas, ja que a maior durabilidade dos exemplares incrustados permite que ndo seja necessaria a
constante reposicdo de material e dessa forma o custo e tempo despendido ndo se apresentam como
problemas de grande significincia devido ao seu custo/beneficio.

As técnicas de diafanizagio e coloracdo dos ossos com alizarina apresentam bons resultados
com pequenos vertebrados, podendo ser observada claramente a ossificagdo diferencial através da
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musculatura transparente e a intensa coloragdo dos ossos em todos os espécimes. Com os resultados
alcancados foi possivel destacar a importancia deste estudo quando comparados com técnicas que uti-
lizam o descarne ou dissecacdo, que possui um alto grau de dificuldade para observacdo do esqueleto
dos vertebrados.
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