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ANALISE BIOMECANICA OSSEA E TENDINEA DE CADAVERES DE CAES
PREPARADOS QUIMICAMENTE VISANDO AO ENSINO E PESQUISA DA
ORTOPEDIA VETERINARIA

RESUMO - Para que nao ocorra deterioragdo dos tecidos, as pecas anatdbmicas
devem ser fixadas, mantendo os tecidos firmes e protegidos. O formaldeido é o fixador
e conservante mais utilizado, porém extremamente toxico. Estudos atuais visam
utilizar solugdes alternativas ao formaldeido, e empregam a glicerina, solugdo de
Larssen, de Larssen modificada, de Laskowski, entre outras, visando ao ensino.
Objetivou-se, com este trabalho, avaliar por meio de ensaio biomecanico, a fixagao de
cadaveres de caes com solugao de alcool glicerinado e de sal de cura para utilizagdo
no ensino e pesquisa da ortopedia veterinaria. Foram estabelecidos 5 grupos (10
animais cada): GO (controle/fresco) G30 (30 dias de conservagéo), G60 (60 dias
conservagao), G90 (90 dias conservagao) e G120 (120 dias conservagao). Exceto o
GO, todos os demais grupos foram conservados sob refrigeragdo apos a fixagao.
Foram avaliados ambos antimeros do umero, radio, ulna, fémur e tibia por meio de
ensaio biomecanico de cisalhamento em trés pontos e teste de tracido do tendao
calcaneo comum, além de avaliacido qualitativa da coloracdo da medula éssea,
visando identificar qual grupo apresentava qualidade tecidual mais proxima ao GO. A
analise estatistica das médias da forgca maxima de ruptura dos ossos longos e tendao
calcaneo comum nao apresentou diferenga significativa, evidenciando auséncia de
alteracdo na qualidade tecidual durante quatro meses de conservacido. A analise
estatistica dos dados qualitativos demonstrou tempo de conservagao ideal da medula
Ossea de 30 a 60 dias. A técnica anatdbmica empregada, para o preparo de cadaveres
de cées, satisfez a necessidade de conservagédo, sem alteragcdo significante das
propriedades biomecanicas de ossos longos e tendao calcaneo comum por
consideravel periodo de tempo (até quatro meses), e aspecto satisfatorio da coloragéo
da medula 6ssea por até 60 dias.

Palavras-chave: anatomia, biomecanica, conservacéo de cadaveres, ortopedia, 0sso,
tendao.
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BONE AND TENDON BIOMECHANICAL ANALYSIS OF CHEMICALLY
PREPARED DOGS FOR TEACHING AND RESEARCH IN VETERINARY
ORTHOPEDY

ABSTRACT -In order to avoid tissue deterioration, anatomical specimens must be
fixed, because this keeps tissues firm and protected. Formaldehyde is the most
commonly fixative and preservative solution used, but it is harmful to health. Current
studies apply alternative solutions to formaldehyde and use glycerin, the Larssen
solution, the modified Larssen solution, the Laskowski’'s, among others for the
teaching. The aim of this research was to analyze the fixation of dogs” corpses with
glycerinated alcohol and curing salt for the veterinary orthopedic teaching. Five groups
were established (10 animals each): GO (control/fresh), G30 (30 days of conservation)
G60 (60 days), G90 (90 days), G120 (120 days). Both antimere of humerus, radius,
ulna, femur, tibia and the common calcaneal tendon were analyzed by 3-point shear
biomechanical assay, traction test, besides qualitative evaluation of bone marrow
staining, aiming identification of the group with best tissue quality and close to GO. The
maximum rupture force in long bones and the common calcaneus tendon did not
present significant difference, demonstrating there was no tissue alteration during
conservation (four months). The qualitative data demonstrated a 30 to 60 day-time as
the ideal for conservation of bone marrow. The anatomical technique applied did
satisfy the conservation, with no significant changes in long bones” and common
calcaneus tendon’s biomechanical properties for a considerable time (up to four
months), besides a satisfactory bone marrow aspect even after 60 days of
conservation.

Keywords: anatomy, biomechanics, bone, cadaver conservation, orthopedy, tendon.
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1. INTRODUGAO

A ortopedia veterinaria € um ramo complexo da cirurgia que demanda dedicacgao,
sendo necessario a realizacao de treinamento para aprendizado, aperfeicoamento das
habilidades e pesquisa, visando a redugao de erro cirurgico. Pelo fato das normativas
e leis atuais de bem estar ndo permitirem a realizacdo de procedimentos em animais
vivos, como era realizado antigamente, a maioria destes procedimentos sao
realizados em cadaveres frescos, que deterioram em curto periodo de tempo. Este
processo de degradagao impossibilita a repetitividade de técnicas, quando utilizados
no ensino e treinamento da cirurgia ortopédica e inviabiliza a fidedignidade dos dados
obtidos na pesquisa. Isto demonstra a necessidade da criagdo de novas técnicas de
fixagao e conservagao anatdmica de cadaveres que preservem a integridade tecidual,
mais proxima possivel do cadaver fresco, simulando a realidade cirurgica para

discentes, docentes e pesquisadores.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Fixadores e Conservantes em Anatomia

Para que nao haja deterioragao dos tecidos, as pegas anatdmicas sao fixadas.
A fixacdo é extremamente importante, pois mantém os tecidos firmes, insoluveis e

protegidos (Rodrigues, 2010). A boa conservagao das pecgas, além de nao permitir

a deterioragdo do material, também evita a proliferacao de patdégenos que podem
causar doencgas ocupacionais (Corréa, 2003).

Para a conservacao em meios liquidos sao utilizadas substancias que impedem
a proliferagdo de microrganismos. As mais comuns sao o formaldeido, a glicerina, o

alcool etilico e o fenol (Rodrigues, 2010).
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O formaldeido é o fixador e conservante mais utilizado, comumente em solugao
aquosa a 10%. Por ser barato e penetrar rapidamente nos tecidos (seis milimetros em
doze horas) € amplamente utilizado nos laboratérios de anatomia (Rodrigues, 2010).
Além de prejudicial a saude, ele traz sério risco ambiental, pois 0 manuseio e descarte
inadequado de carcacas e efluentes podem contaminar o meio ambiente (Who, 1991).
Em 1995, a Agéncia Internacional de Pesquisa em Cancer (larc, 1995) o classificou
como cancerigeno e teratogénico.

Ha uma variedade de tipos de solugcdes fixadoras que sado capazes de
conservar cadaveres, dentre as quais, a solugdo de Thiel (composta de acido bdrico,
etilenoglicol, nitrato de potassio, clorometilfenol, sulfato de sédio e formalina)
(Groscurth et al., 2001), a solugao de Klotz (cloreto de sédio, bicarbonato de sédio,
hidrato de cloral, formalina e agua,) a solugdo de Jores (agua destilada, formalina,
sulfato de sédio, sulfato de potassio, cloreto de sédio, bicarbonato de sddio, glicerina
e acetato de sodio ou potassio (Rodrigues, 1998), sendo que, todas possuem
formalina.

A solugédo modificada de Larssen contém 100 mL de formalina a 10%, 400 mL
de glicerina, 200 g de hidrato de cloral, 200 g de sulfato de sédio, 200 g de bicarbonato
de sodio, 180 g de cloreto de sédio e 2 litros de agua destilada (Silva et al., 2004).

A solucao de Laskowski contém 800 mL de glicerina, 200 mL de etanol, 50 g
de acido fénico e 50 g de acido boérico e demanda conservagao dos cadaveres em
temperatura de 0°C até o uso em aulas de cirurgias. Entre duas aulas consecutivas,
eles permaneciam no freezer e o descongelamento ocorria em agua por 24 h, antes
de cada aula. Com esta solucdo, os tecidos tornavam-se excessivamente escuros

(Silva et al., 2007).
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Em pesquisa realizada na Alemanha, Universidade de Berlim, utilizando o sal
de cura como alternativa ao uso do formaldeido no ensino da anatomia veterinaria, os
autores afirmaram que a solugao testada preservou com sucesso os cadaveres de
caes, sem riscos ambientais e a saude com baixo custo efetivo. A solugdo continha
23% de sais de cura, 30% de etanol, 20% de Pluriol® E400 (mistura de
polietilenoglicois) e adicionado 0,1% de 6leo de orégano na solucéo final (Janczyk et
al., 2011).

Hayashi et al. (2014) relataram a utilizacdo da solugédo saturada de sais na
preservagdo de cadaveres humanos voltados ao ensino cirurgico, no Japao,
Universidade de Toquio. A solugéo era composta de 20 kg de cloreto de sédio, 1 L de
formaldeido a 20%, 0,2 L de fenol, 0,5 L de glicerina, 4 L de alcool isopropilico e 19,3L
de agua totalizando 25 L de solugdo. Foram realizados 21 procedimentos ortopédicos,
ultrassonografia, cateterizagdo venosa central, cultura bacteriana e fungica e
mensuracido da amplitude de movimento das articulagbes, concluindo-se que o
meétodo de preservacao apresentou efeito antimicrobiano, preservando a flexibilidade
das articulacbes dos cadaveres e alta qualidade tecidual no quesito maciez e
coloragao, favorecendo todos os procedimentos realizados.

Werdelmann e Gerics (2016) relataram a utilizagado da solugao de sais de cura
a 16% como alternativa ao formaldeido para a preservagao em longo prazo de pecgas
anatdbmicas de caes submetidos a dissecagao, na Universidade de Ciéncias
Szentlstvan, da Hungria. Citaram, também, a alta qualidade da maciez e coloragao
dos tecidos imersos na solugao de sais, contrastando com a rigidez e coloragao
cinzenta promovida pelo formaldeido, concluindo que os sais de cura sdo um método

de baixo custo e seguro para o uso no ensino anatémico.
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O modelo atual que mais se aproxima a realidade € o cadaver fresco, porém
apresenta miriade de problemas, incluindo a necessidade de congelamento, tempo
limitado de trabalho devido a rapida putrefacdo e risco de infecgdo. As solugdes
saturadas de sais constituem métodos simples, com baixo risco de infec¢des e de
baixo custo, contribuindo para ampla utilizacdo de cadaveres preservados para o
treinamento cirurgico. Entretanto, sdo necessarios mais estudos (Hayashi et al.,
2016).

Obteve-se sucesso, durante cinco anos, na utilizacdo da solugdo aquosa de
cloreto de sddio a 30% na conservagao de pecas anatdbmicas previamente fixadas por
formaldeido, nao havendo sido reportados contaminagao visual, presenca de odores
de putrefagao e alteragao de cor e maciez (Oliveira, 2014). Ja foi descrita, também, e
com sucesso, a utilizagao da solucao hipersaturada de cloreto de sddio em pericardio
(Brun et al., 2002) e em centro frénico de caes (Brun et al., 2004), ambos para fins
cirargicos.

Estudos recentes demonstraram sucesso no uso de solugcdes contendo alcool
e cloreto de s6dio em cadaveres de caes e gatos, por meio de analises biomecanicas
de tecidos (Cerqueira et al., 2017, Pelogia et al., 2018, Rocha et al., 2018, Fracao et
al., 2019). Andlises microbiolégicas das solugbes fixadoras/conservadoras
demostraram auséncia de contaminagdes (Pereira et al., 2019). Também foi avaliado
0 uso destes cadaveres por meio de questionarios destinados a alunos de graduacéao
em aulas praticas de cirurgia veterinaria e, os resultados demonstraram alto indice de
aprovacgao por parte dos académicos (Rocha et al., 2019).

No Brasil, 75,67% dos estudantes de medicina veterinaria da UNESP — FCAV
- Campus de Jaboticabal aprovaram o uso de cadaveres quimicamente preservados

(com alcool etilico na fixagdo e solugdo de cloreto de sddio em tanques para
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conservagao) no ensino de cirurgia e 81,08% eram a favor do treinamento cirurgico
inicial em cadaveres, seguido de pratica em animais submetidos a cirurgia eletiva no
Hospital Veterinario da mesma instituicdo (Rocha et al., 2019).

Em outro estudo, houve 93,29% de aceitagdo dos alunos a favor do método
de ensino pratico em cirurgia veterinaria com cadaveres de cdes quimicamente
preparados (Silva et al., 2003).

Em gatos preparados quimicamente (com sal de cura e alcool etilico), a analise
estatistica dos dados obtidos por meio de formularios respondidos por alunos de
graduagao, apods pratica cirurgica, ndo apontou diferenga quando comparados aos
cadaveres frescos durante teste de incisao cirurgica da pele com bisturi (p = 0,8055)
ou mesmo na sutura (p = 0,5022) (Fracao et al., 2019).

Em estudo com cadaveres de cdes quimicamente preparados (com alcool
etilico na fixagao), foi realizado a sutura com auxilio de microscopio cirurgico da veia
jugular externa e artéria carétida comum, de um antimero, antes da fixagao (cadaveres
frescos) gerando escores de 5.0 (0 a 5 referente a resisténcia) para ambos os vasos.
Apods a fixacao, os escores foram 4.0 e 4.5 respectivamente. Posteriormente, os caes
foram conservados em tanques com solugao de cloreto de sédio e os escores na
sutura foram 3,5 para ambos os vasos demonstrando aumento da maleabilidade
tecidual apds o uso da solugao de cloreto de sédio (Cerqueira et al., 2017; Pelogia et

al., 2018).

2.2 Conservantes na Industria Alimenticia

O processo de cura de produtos carneos constitui pratica tradicional na

industria de alimentos. Basicamente, o processo consiste na aplicagdo, por meio de
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diversas técnicas, de nitrito, nitrato, cloreto de sdédio e agucar as carnes. Estes
componentes, por agdo combinada, exercem efeito pronunciado nas caracteristicas e
estabilidade dos produtos carneos. Destes compostos, os nitritos merecem destaque
especial, sendo a eles atribuidas trés fungdes principais: estabilizagdo da cor
vermelha tipica, melhoria das caracteristicas organolépticas e principalmente a
inibicdo do desenvolvimento de Clostridium botulinum (Leitdo, 1978).

Tanto nitritos quanto nitratos sdo sais de cura largamente utilizados como
aditivos pela industria alimenticia, principalmente pelas industrias de carne. Sao
classificados como substancias conservadoras, ou seja, sao adicionadas aos
alimentos para impedir ou retardar agdes microbianas ou enzimaticas e, deste modo,
protegem o alimento da deterioragcao. Além disso, séo fixadores de cor (lamarino et
al., 2015). Em determinados casos, a conservagao de alimentos, pode ser realizada
por processos fisicos envolvendo o frio, o calor, a desidratagao, entre outros (lamarino
et al., 2015).

A condicao de temperatura elevada favorece o desenvolvimento da putrefacéo
profunda, que é produzida na massa muscular interna da carne. A auséncia de
refrigeracdo apdés a morte resulta no desenvolvimento acelerado de bactérias
anaerobias, procedentes do trato intestinal do animal, sobretudo Clostridium sp
(Ingram, 1972). Considera-se que 0s primeiros sinais de putrefacao aparecem quando
o numero de Clostridium perfringens alcanga a contagem de 107 germes/grama de
carne, considerando uma contaminagdo inicial de 10? germes/grama de carne. A
refrigeragdo rapida evita estas duplicagdes fatidicas e a consequente putrefagao
profunda (Rosset, 1994).

A refrigeracao € o método mais utilizado para a conservagao da carne e torna-

se necessaria, por um lado, para minimizar alteragdes, principalmente a putrefacao,
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e, por outro, para eliminar os riscos produzidos pelo desenvolvimento de
microrganismos patogénicos, responsaveis por toxiinfecgdes, além de controlar a
velocidade com que aparecem as caracteristicas organolépticas post mortem da carne

(Rosset, 1994).

2.3Analise Biomecénica de Tecidos de Animais

A analise biomecanica de tecidos de animais € realizada por meio de testes em
maquinas universais de ensaios mecanicos que promovem a tracdo, flexdo e
compressao dos corpos de prova, gerando dados computacionais e graficos.

E crescente o interesse pelas propriedades biomecanicas dos tecidos de
animais. Enfoque maior € dado aos estudos comparativos entre os tecidos submetidos
a conservagao e frescos, gerando dados que contribuem ao aprimoramento de
técnicas cirurgicas de ensino (Camargo et al., 2014). Guimaraes et al. (2008)
descreveram as propriedades tensiométricas de fragmentos do diafragma, pericardio
e peritbnio de bovinos ndo conservados e conservados em glicerina a 98%,
submetidos a ensaios mecanicos de tragdo, concluindo que a glicerina diminuiu a
rigidez dos tecidos testados.

Em estudos realizados com periténio de paca (Cuniculus paca) conservado em
solugdo supersaturada de agucar a 300%, concluiu-se que a solugdo provocou
aumento da maleabilidade do biomaterial no ato cirurgico (Leal et al., 2014). Camargo
et al. (2014) verificaram melhoria da propriedade ténsil do peritbnio de paca
conservado em glicerina 98% quando comparado ao fresco, sugerindo sua utilizagéo
como mais uma opg¢ao de preparo de material biolégico para o uso em cirurgias

reconstrutivas.
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Fessel et al. (2011) investigaram o efeito da solugédo de Thiel quando utilizada
em amostras de tendao flexor digital profundo de humanos, submetidos a ensaios
biomecanicos de tragao, revelando ruptura precoce das amostras fixadas em relagéo
as amostras frescas congeladas. Os autores relacionaram a ruptura precoce a agéo
de desnaturagédo parcial do acido borico sobre as fibras de colageno tendineo,
sugerindo o estudo de novas solugdes que preservem as propriedades biomecanicas
dos tenddes para a utilizagdo no ensino da cirurgia.

Topp et al. (2012), em estudo biomecanico de compressao axial utilizando
fémur fresco congelado em comparativo com amostras do antimero oposto, fixadas
quimicamente (solugéo contendo 96% de etanol e 2% de formaldeido infundido via
artéria femoral), concluiram que as amostras apresentaram caracteristicas mecanicas
similares, sugerindo que ossos de cadaveres humanos fixados quimicamente séo

opgao segura para testes mecanicos de dispositivos ortopédicos.

2.4A Utilizagao de Cadaveres em Pesquisas e Atividades de Ensino

Ap0s a criagao da lei Arouca (n° 11.794) e o estabelecimento das Comissao de
Etica no Uso de Animais (CEUA), as quais controlam as atividades de ensino e
pesquisas universitarias envolvendo animais, houve necessidade ainda maior da
busca por métodos alternativos e éticos para o ensino e pesquisa que envolvam
animais.

Cazzarin et al. (2004) ressaltam a tendéncia mundial para reavaliar a utilizagao
de animais em experimentos, concretizada a partir do programa denominado de 3Rs

(Reduction, Refinement, Replacement), criada por Russel e Burch (1959), que objetiva
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além de diminuir o0 numero de animais, minimizar a dor, o sofrimento e buscar
alternativas para a substituicdo do uso de animais vivos.

Knight (2007) relata que alternativas éticas, como a utilizagdo de cadaveres,
em determinadas situagdes, promovem maior aprendizado, aumento da eficiéncia,
diminuicao de custos, além do potencial de customizacao e repetitividade do exercicio.
O aumento da confianga e satisfagdo do aluno é devido a diminuicdo do estresse
durante o procedimento cirurgico com cadaveres, desde que a fonte de cadaveres
seja ética, onde estes animais sejam eutanasiados por razbes meédicas, morte natural
ou acidentes.

Um levantamento realizado em 27 Universidades dos Estados Unidos, revelou
que, em aulas praticas no periodo de 1983 a 1984, foram eutanasiados 16.655
animais, fator este que contribuiu para que atualmente, quase todas as universidades
do Canada e Estados Unidos possuam métodos alternativos para minimizar o uso de
animais vivos para o treinamento dos alunos (Balcombe, 2000).

Em avaliacéo realizada na disciplina de Técnica Cirurgica Veterinaria, Silva,
Matera e Ribeiro (2003) relataram a grande aceitagdo dos estudantes em realizar o
treinamento cirurgico em duas fases. Primeiramente, a pratica em cadaveres
guimicamente preservados e, na segunda fase, o treinamento da técnica de castracao
em animais vivos por meio do programa de controle populacional de caes e gatos.
Houve 93,29% de aceitacdo a favor do método de ensino, demonstrando assim a
necessidade da criagdo e aprimoramento de métodos alternativos de ensino na
disciplina de técnica operatéria.

Asma e Eddine (2014) citaram a cirurgia ortopédica como delicada area da
cirurgia e que requer do individuo, maestria em anatomia topografica para realizar

acessos rapidos as estruturas 0sseas, com menor risco de causar danos as estruturas
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nervosas e vasculares, sendo fundamental a criagcdo de novos métodos de ensino da
cirurgia ortopédica veterinaria em caes para aprimoramento individual.

Modelos de ensino utilizando-se de cadaveres humanos € parte historica da
cirurgia. Seu emprego é secular e continua sendo o método de treinamento mais
conceituado devido a exposigao a real anatomia e suas variagdes nos individuos, além
de permitir ao cirurgidao em treinamento, apreciar os planos de dissecagao e praticar
0 manuseio real dos tecidos (Stirling et al., 2014).

A utilizagdo de cadaveres de animais no ensino da ortopedia humana € menos
onerosa que a utilizacdo de ossos e articulagdes sintéticos. Além de apresentarem
maior fidelidade em determinados procedimentos, particularmente em traumas como
aplicagao de placas e parafusos em ossos fraturados, nos quais a presenga dos
tecidos moles aumenta o realismo (Akhtar et al., 2014).

Em estudo realizado com o treinamento de residentes na aplicacdo da técnica
de estabilizacdo de vértebras toracicas com parafusos pediculares em cadaveres
humanos, concluiu-se, apos avaliacdo do posicionamento dos implantes por meio de
tomografia computadorizada, que houve melhora significativa da acuracia cirurgica
dos residentes devido ao treinamento. Estes resultados demonstraram que o
treinamento com cadaveres pode ser utilizado objetivamente para mensurar a
evolugdo das habilidades cirurgicas dos residentes em ortopedia (Tortolani et al.,

2013).
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral
- Analisar, biomecanicamente, ossos e tenddes de cadaveres de caes preparados
quimicamente, e 0 aspecto da medula 6ssea em diferentes periodos de conservagao,

visando ao ensino pratico e pesquisa da ortopedia veterinaria.

3.2 Objetivos Especificos
- Determinar a viabilidade da técnica anatémica de preparo, utilizando alcool etilico
96°GL associado a 5% de glicerina (AEG) como fixador e solugdo aquosa de sais de
cura, constituida de 20% de cloreto de sddio, 1% de nitrito e 1% de nitrato de sddio
(SC) como conservantes dos animais voltados ao ensino e pesquisa da ortopedia
veterinaria;
- Avaliar o aspecto (coloragao) da medula éssea (MO), promovida pelo AEG e SC em
diferentes periodos de tempo de conservagao em refrigeragao.
- Mensurar a resisténcia mecanica de ossos longos e tenddes calcaneos comuns de
ambos antimeros durante a conservagao dos cadaveres em diferentes periodos de
tempo de refrigeracao.
- Determinar qual o0 momento do processo de conservagao que apresentara maior
proximidade da resisténcia biomecanica dos tecidos avaliados em relacdo aos

cadaveres frescos/sem fixacao.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Os Animais

Foram utilizados 50 (cinquenta) cadaveres de cades adultos, machos ou fémeas,
que vieram a obito por causas que ndo envolviam alteragées morfoldgicas evidentes,
como grandes massas tumorais, traumas lacerantes extensos ou fraturas osseas.
Todos eram provenientes do Centro de Controle de Zoonoses de Ribeirdo Preto, SP
(processo 02.2014/000027-1 aprovado pelo Departamento Juridico Municipal) e
aprovacdo da Comissdo de Etica no Uso de Animais da Faculdade de Ciéncias
Agrarias e Veterinarias, UNESP, Campus de Jaboticabal, SP (processo 4593/19).

Os cadaveres foram congelados (freezer a -18°C) logo apdés o obito e
transportados ao Laboratério de Anatomia Animal da FCAV, UNESP, Campus de
Jaboticabal, SP, localizado a 50 km de distancia.

Foram selecionados caes adultos com peso corporal entre 5 a 15 kg, com
escore corporal 4 (costelas facilmente palpaveis, pouca cobertura de tecido adiposo;
cintura abdominal facilmente notada, quando vista dorsalmente; prega abdominal
evidente) ou 5 (costelas palpaveis e sem excesso de cobertura de tecido adiposo;
cintura abdominal observada caudalmente as costelas quando vista dorsalmente;
prega abdominal evidente quando vista por lado), considerados como escore corporal

ideal por Laflamme (1997).
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4.2 A Técnica Anatébmica Empregada

Os animais foram descongelados em refrigerador horizontal a 4-6° C durante
24 horas, pesados e distribuidos por meio de sorteio, em grupos de 10 cadaveres
cada. O grupo controle foi constituido de cadaveres frescos/sem fixadores. Todas as
amostras foram testadas em maquina universal de ensaio, no Laboratério de
Anatomia Cirurgica do Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal da FCAV —
UNESP —Jaboticabal SP.

Exceto no grupo controle, em todos os demais cadaveres, apdés o
descongelamento, era realizada dissecacao da artéria carétida comum e insergao de

canula para infusdo das solugdes por meio de seringa de 60 mL (Figura 1).

Figura 1: Imagem fotografica demonstrando o acesso cervical ventral (seta amarela) para canulagéo
da artéria carétida comum e infusédo das solugdes de fixagdo e conservagéo por meio de seringa de 60
mL.

A fixagao foi realizada com utilizagdo de AEG na dosagem de 120 mL por

quilograma de peso e sequencialmente, aplicado o conservante de SC, na mesma
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dosagem do AEG. Posteriormente, os animais foram separados em 4 grupos,
embalados individualmente em sacos plasticos, permanecendo por diferentes tempos
de conservacgéo a frio em refrigerador horizontal a 4-6 °C, exceto o grupo controle, que
foi utilizado imediatamente para coleta de amostras, ainda fresco sem fixagao (Tabela

1).

Tabela 1: Grupos de cadaveres de cdes submetidos ao processo de fixagdo com alcool etilico
glicerinado e conservagdo com sal de cura nos diferentes tempos em refrigerador horizontal a 4-6 °C.
O Grupo GO (controle) foi utilizado ainda fresco, ndo sendo submetido a técnica anatdémica de fixagao
€ conservagao.

Grupos Tempo (dias)
GO (controle) 0
G30 30
G60 60
G90 90
G120 120

Os ossos longos (Umero, radio, ulna, fémur e tibia), de ambos antimeros, foram
removidos da musculatura por meio de inciséo cirurgica (bisturi, tesouras de Mayo,
Metzenbaum e pinga anatébmica de dissecagcdo com dente de rato), desarticulados e
extirpados os tecidos moles remanescentes, de cada grupo, apos periodo de
conservagao (30, 60, 90 e 120 dias). O tendao calcdneo comum foi seccionado em
sua origem muscular e removido conjuntamente com o0 0sso calcaneo por meio de
desarticulagéo, de cada grupo, apos periodo de conservagao (30, 60, 90 e 120 dias).
Segundo Evans e De Lahunta (2013), este tendédo é o agregado das estruturas que
sdo ligadas ao calcaneo. O tendao do musculo gastrocnémio, o principal componente,
€ atravessado medialmente pelo tenddao do musculo flexor digital superficial, que

primeiro se encontra cranialmente ao tenddo do m. gastrocnémio mas atinge sua
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superficie caudal no calcaneo. Juntando-se a esses dois tenddes estao os tenddes do

m. biceps femoral lateralmente e semitendinoso e, gracil medialmente (Figura 2)

Gastrocnémio

Flexor digital superficial

Tend@es biceps femoral,
gracil e semitendinoso

Figura 2: Figura ilustrativa das estruturas anatémicas que compde o tendao calcaneo comum. A figura
geométrica em vermelho delimita o segmento da amostra coletada do tenddo calcaneo comum,
juntamente com o osso calcaneo (Modificado de Evans e De Lahunta, 2013).

Todas as amostras eram acondicionadas em solugdo salina 0,9%, a
temperatura ambiente durante a realizacdo dos ensaios biomecanicos para evitar
desidratacéao tecidual.

A coleta das amostras do GO foi realizada imediatamente apdés o
descongelamento dos cdes e os demais grupos, ao cumprirem seus respectivos
tempos de conservacao sob refrigeracéo, foram expostos a temperatura ambiente e
realizada coleta das amostras e ensaios biomecanicos respectivamente.

A mensuragao do comprimento dos ossos foi realizada com auxilio de régua
milimetrada de 300 mm e o didmetro craniocaudal e latero-lateral da linha média do
osso foi realizado com auxilio de paquimetro digital (MTX, 150 mm). O ponto médio
do comprimento do osso foi o local de cisalhamento do ensaio biomecanico de flexao

em trés pontos.
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A mensuragao do comprimento e didmetro do tendao calcaneo comum nao foi
realizada por tratar-se de tecido mole, o que nao permite acuracia dos dados devido

alongamento e compressao tecidual.

4.3 Anélise Quanto ao Aspecto da Coloracdo da Medula Ossea

A andlise do aspecto da coloragao da medula 6ssea (MO) dos ossos longos foi
realizado por dois observadores, Médicos Veterinarios, por meio macroscépico visual,
apos a fadiga das amostras durante o ensaio mecéanico. Como o grupo controle foi o
primeiro a ser avaliado (cadaveres frescos), a observacdo da medula de seus 0ssos
longos serviu como parametro para a classificagao utilizada. Assim, a coloragado da
MO do animal fresco foi considerada como referéncia e classificada como “boa”. As
que apresentaram coloragdo com aspectos mais vivido que as dos cadaveres frescos
foram classificadas como excelente, e aquelas com qualidade inferior, foram
classificadas como ruim (coloragdo escurecida em referéncia a cadaver fresco) e

péssimo (coloragao marrom, putrido) (Figura 3).

Figura 3: Imagem fotografica do fémur de cadaver de cdo fixado com alcool etilico glicerinado e
conservado com sal de cura por 30 dias, submetido a ensaio biomecanico de cisalhamento em 3
pontos, na linha média diafisaria. Notar a coloragdo vivida da medula 6ssea conservada (seta azul).
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As variaveis qualitativas do aspecto da coloragédo MO, geradas pela analise dos
observadores serdo transformadas em escores visando facilitar a interpretacéo
estatistica, onde 0 = excelente (coloragao da MO mais vivida que de cadaver fresco),
1 = bom (semelhante a coloragao de cadaver fresco), 2 = ruim (coloragao escurecida
em referéncia a cadaver fresco) e 3 = péssimo (aspecto de podre, coloragao marrom),

ou seja, quanto menor o valor melhor sera o aspecto.

4.4 Analise Quanto a Resisténcia dos Tecidos
A avaliagdo da resisténcia tecidual foi realizada com a maquina universal de
ensaios (EMIC DL 2000®), com célula de carga com capacidade de 20 kN e suporte
de acionamento eletromecanico com velocidade configuravel de 0,05 a 500 mm/min.
Para a realizagdo do ensaio mecéanico das amostras de ossos longos foi
realizada a compressao por meio de flexao (cisalhamento) em trés pontos com vao
livre padronizado de 25 mm da cisalha (Figura 4) e 60 mm entre as colunas (Figura

5).

Figura 4: Imagem fotografica demonstrando a mensuragao do vao livre padrdo de 25 mm (tracejado
em vermelho) da cisalha da maquina de ensaio universal para teste de compressdo 6ssea em trés
pontos.
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Figura 5: Imagem fotografica demonstrando a mensuragao do padrdo de 60 mm de vao livre entre as
colunas da maquina de ensaio universal para teste de flexdo em trés pontos.

Ap0s realizar o posicionamento dos componentes do ensaio de flexdo em trés
pontos, as amostras eram alocadas sobre as colunas horizontalmente, com a face
medial repousando sobre colunas da maquina de ensaio universal, articulagao
proximal voltada a esquerda e posicionado o ponto médio do comprimento 6sseo

previamente mensurado, centralmente (Figura 6).

Figura 6: Imagem fotografica do posicionamento horizontal da amostra de osso longo de cadaver de
céo, sobre as colunas do aparato de ensaio de cisalhamento em trés pontos (asterisco branco) com o
ponto médio do seu comprimento (seta amarela) centralizado no vao entre as colunas para evolugao
da cisalha (seta vermelha).
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Para o ensaio das amostras dos tenddes calcAneos comuns, foram acopladas
a maquina de ensaio universal, pingas confeccionadas em ago inoxidavel para fixacao
das amostras. O vao livre entre as pingas foi padronizado em 10 mm. As amostras
eram posicionadas com o 0sso calcaneo na pinga superior, com o intuito de melhor
fixagao, pois esta que realizava o movimento de tragdo. A pinga inferior era fixa, onde

foi fixada a porgao tendinea (Figura 7). A tragao era realizada até a ruptura total.

Figura 7: Imagem fotografica demonstrando o posicionamento do tenddo calcAdneo comum (seta
amarela) de cadaver de cdo em pinga (A e B) de aco inoxidavel acoplada a maquina de ensaio
universal, com vao livre de 10 mm (chave amarela). O tendao era coletado de forma a preservar 0 0sso
calcaneo (seta branca) e sua origem muscular (seta vermelha) visando boa fixagdo na maquina.

4.5 Analise Estatistica

Foi realizada com ajuda do software R® v.3.5.1 (R Foundation for Statistical
Computing; Vienna, Austria). Foram comparadas as varidveis quantitativas com
relacdo aos géneros e antimeros estudados, por meio do teste t-Student (teste de
hipotese que usa conceitos estatisticos para rejeitar ou ndo uma hipétese nula) e as
variaveis qualitativas por meio do teste de Mann-Whitney (indicado para comparagao
de dois grupos nao pareados para se verificar se pertencem ou ndo a mesma

populagéo). Subsequentemente, foram testadas a distribuigao dos residuos dos dados
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quantitativos pelo teste de Shapiro-Wilk (teste de normalidade, usado para determinar
se um conjunto de dados de uma dada variavel aleatoria, € bem modelada por uma
distribuicdo normal ou n&o, ou para calcular a probabilidade da variavel aleatéria
subjacente estar normalmente distribuida) e a homocedasticidade (variancia
constante dos erros experimentais para observag¢des distintas) das variancias pelo
teste de Bartlett (preciso apenas para dados normalmente distribuidos). Os dados
quantitativos resultantes, reais ou transformados foram entdo comparados entre os
tempos de armazenamento pela Analise de Variancia (ANOVA) considerando um
delineamento inteiramente casualizado (DIC) e quando o resultado foi significativo, as
médias de cada tempo de armazenamento foram comparadas com o grupo controle
pelo pos-tese de Bonferroni (realizagédo de um teste para cada par de médias a uma
taxa de erro por comparagéao), e testados contrastes ortogonais (linear, quadratico e
cubico) para compreender os comportamentos das variaveis em fungao do tempo.
Os dados qualitativos foram comparados entre os tempos de armazenamento
pelo test de Kruskal-Wallis (quando significante indica dominancia de uma amostra
sobre outra) e pos-teste de Dunn (é o mais poderoso e auxilia a analisar os pares
especificos de amostras para dominancia estocastica, cujo estado € indeterminado,
com origem em eventos aleatérios). Também foram testadas as relagbes existentes
entre as variaveis mensuradas, parametros clinicos e carateristicas dos animais pelo
teste de correlacdo de Spearman (coeficiente de correlagdo ndo paramétrica de
postos que avalia a intensidade da relagdo entre variaveis). Os resultados
apresentam-se como a média £ DP (desvio padrao) no caso de variaveis quantitativas
e como a mediana = AlQ (amplitude interquartil) nas qualitativas. A significancia foi

fixada para todos os testes em 5% (p<0,05).
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5. RESULTADOS

Foram utilizados 50 cadaveres de cdes adultos, sendo 21 machos e 29
fémeas, com peso médio de 9,46 kg (DP % 2,80). O total de amostras avaliadas foram
600, sendo 500 ossos longos e 100 tenddes calcaneos.

A avaliacdo estatistica da significancia entre antimeros direito (AD) e
esquerdo (AE) referente as mensuragdes 6sseas quanto ao comprimento (Comp),
diametro (Diam) crénio-caudal (CCd) e diametro latero-lateral (LL), ambos da linha
média (Tabela 2), evidenciou, inicialmente, que n&o houve diferencas dos valores de

p, ou seja, nao houve diferencgas significativas entre as mensuragdes.
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Tabela 2: Avaliagao estatistica da significancia entre antimeros direito (AD) e esquerdo (AE) referente
as mensuragoes da linha média dssea de cadaveres de caes submetidos a processo de fixagao com
alcool etilico glicerinado e conservagao com sal de cura.

Comparacgao entre Antimeros

Variaveis Valor de p
l:JMERO AD Comp 0.92
UMERO AE Comp ’
UMERO AD Diam CCd

UMERO AE Diam CCd 0.88
UMERO AD Diam LL

UMERO AE Diam LL 0.66
RADIO AD Comp

RADIO AE Comp OH
R/§D|o AD Diam CCd 0.42
RADIO AE Diam CCd ’
R/§D|o AD Diam LL T
RADIO AE Diam LL ’
ULNA AD Comp

ULNA AE Comp 0.84
ULNA AD Diam CCd

ULNA AE Diam CCd 0.97
ULNA AD Diam LL

ULNA AE Diam LL 0.81
FEMUR AD Comp 067
FEMUR AE Comp ’
FEMUR AD Diam CCd

FEMUR AE Diam CCd Sha
FEMUR AD Diam LL

FEMUR AE Diam LL 0,94
TiBIA AD Comp

TiBIA AE Comp 0.62
TiBIA AD Diam CCd

TiBIA AE Diam CCd 0.62
TiBIA AD Diam LL

TiBIA AE Diam LL 0.98

*Comp: comprimento em milimetros, Diam: didmetro em milimetros, CCd: cranio-caudal, LL: latero-
lateral.

Por ndo haver diferenca estatistica referente as mensuragdes 6sseas dos AD
e AE dos membros, os valores foram unificados visando aumentar o numero de

amostras (n) e consequentemente aumentar o poder estatistico.
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A auséncia de diferencas estatisticas referentes as mensuragbdes oOsseas
bilaterais também refor¢a a uniformidade das amostras. Foi realizada a somatéria dos
dados obtidos por meio da mensuracao dos o0ssos, referente aos AD e AE, em cada
periodo, possibilitando gerar a média geral relativa a cada osso longo de todos os

cadaveres utilizados (Tabela 3).
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Tabela 3: Avaliagdo da média geral das mensuragdes dos ossos longos de cadaveres de caes referente
aos diferentes grupos (tempos de conservagao), submetidos a processo de fixagcdo com alcool etilico e
conservagao com sal de cura.

cod .| G30 | G6O | G0 | G120 | MEDIAFINAL EM mm
GMERO Comp 123,35 | 118 | 107,10 | 117,72 | 98,55 13
UMERO DiamCCd | 1376 | 1249 | 1121 | 115 | 1187 12,10
UMERO Diam LL 10,18 9,28 9,21 9,33 9,96 9,60
RADIO Comp 118,95 | 113,05 | 99,15 | 114,83 | 92,20 107,60
RADIO Diam CCd 641 | 622 | 703 | 643 | 690 6,60
RADIO Diam LL 985 | 952 | 995 | 96 | 10,77 9,90
ULNA Comp 140,60 | 134,50 | 118 | 139,27 | 111,30 108,70
ULNA Diam CCd 820 | 672 | 731 | 741 | 7.89 7,50
ULNA Diam LL 727 | 768 | 7.86 | 603 | 868 7,50
FEMUR Comp 133,15 | 126,95 | 114 | 12583 | 107,20 121,40
FEMUR Diam CCd 1050 | 975 | 1013 | 9,81 | 1053 10,10
FEMUR Diam LL 10,82 | 10,12 | 9,86 | 10,033 | 10,751 10,30
TiBIA Comp 132,95 | 128,50 | 108,26 | 129,38 | 105,30 121
TiBIA Diam CCd 1066 | 994 | 932 | 961 | 10,01 9,9
TiBIA Diam LL 10,71 | 10,08 | 1024 | 10,04 | 10,78 10,30

*Comp: comprimento em milimetros, Diam: diametro em milimetros, CCd: cranio-caudal, LL: latero-

lateral.
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Sequencialmente, foi realizada a analise da significancia (p<0,05) em relagéo
a forgca maxima de ruptura (FMR) de todos os ossos e tenddes calcaneos referente

aos AD E AE (Tabela 4).

Tabela 4: Andlise da significancia (p<0,05) em relagdo a for¢ca de ruptura maxima dos ossos e tenddes
calcaneos comuns referente aos antimeros direito e esquerdo dos membros de cadaveres de caes
submetidos a processo de fixagdo com alcool etilico glicerinado e conservagado com sal de cura.

Comparagao entre antimeros direito e esquerdo referente a forga
maxima de ruptura em newtons

Variaveis Valor de p
UMERO AD
. 0,81
UMERO AE
RADIO AD
_ 0,97
RADIO AE
ULNA AD
0,58
ULNA AE
FEMUR AD
R 0,84
FEMUR AE
TiBIA AD
- 0,76
TiBIA AE
TENDAO AD
- 0,86
TENDAO AE

*AD: antimero direito, AE: antimero esquerdo, p: significancia.

Nao houve diferenca significativa referente ao valor p quanto a forgca maxima
de ruptura em newtons em relagdo aos antimeros dos 0ssos longos e tenddes.

A anadlise de todas as variaveis com relagcdo aos géneros dos animais
demonstrou ndo haver diferengas significativas (valor p) para todas as variaveis

mensuradas (Tabela 5).



43

Tabela 5: Valores de significancia (p<0,05) de todas as variaveis dos ossos longos e tenddes
calcaneo comum, em relacado aos géneros dos cadaveres dos caes submetidos a processo
de fixagdo com alcool etilico glicerinado e conservagdo com sal de cura.

Comparacgao entre Géneros

Variaveis Valor de p
l:JMERO FRM M 0.88
UMERO FRM F ’
l;lMERO Comp M 0.74
UMERO Comp F '
l;lMERO Diam CCd M 0.89
UMERO Diam CCd F ’
l;lMERO Diam LL M 0.48
UMERO Diam LL F :
R,{\Dlo FMR M 0.91
RADIO FMR F ’
R,{\Dlo Comp M 0.47
RADIO Comp F ’
R,{\Dlo Diam CCd M 0.51
RADIO Diam CCd F ’
RADlo Diam LL M 0.80
RADIO Diam LL F ’
ULNAFMRM

ULNAFMRF 0.64
ULNA Comp M

ULNA Comp F 0,36
ULNA Diam CCd M 0.93
ULNA Diam CCd F ’
ULNA Diam LL M 0.19
ULNA Diam LL F ’
FgMUR FMRM 0.55
FEMUR FMR F ’
FI:EMUR Comp M 07
FEMUR Comp F ’
FI:EMUR Diam CCd M 0.80
FEMUR Diam CCd F ’
FI:EMUR Diam LL M 0,63
FEMUR Diam LL F ’
TIBIAFMR M

TIBIAFMRF 0.4
TIBIA Comp M

TiBIA Comp F 0,65
T!BIA Diam CCd M 0.81
TiBIA Diam CCd F ’
T!BIA Diam LL M 0.89
TiBIA Diam LL F ’
TEND{\O FMRM s
TENDAO FMR F ’

*FRM: forga maxima de ruptura em newtons, M: macho, F: fémea, Comp: comprimento em milimetros,
Diam: didmetro em milimetros, CCd: cranio-caudal, LL: latero-lateral. p: significAncia
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A auséncia de diferengas significativas do valor de p quanto a analise de todas

as variaveis referente ao género dos cadaveres de cées determinou n&o haver
diferengas entre os 0ssos e tenddes calcaneos comuns, 0 que permitiu realizar a soma
dos valores dos antimeros, aumentando o numero de amostras (n=20 para cada
variavel), consequentemente aumentando a relevancia estatistica. Foi realizado a
média (m) da forga maxima de ruptura (FMR) em newtons (N), desvio padrao (DP) de
cada osso e tendao calcaneo comum referente aos tempos de conservacao e

coeficiente de variancia (CV%) e significancia (valor de p) (Tabela 6).

Tabela 6: Média (m) da forga maxima de ruptura (FMR) em newtons (N), desvio padrao (DP), coeficiente
de variancia (CV%) e significancia (p<0,05), referentes aos tempos de conservacao de 0ssos longos e
tenddes calcaneo comum de cadaveres de caes fixados com alcool etilico glicerinado e conservados
com sal de cura, submetidos a ensaio biomecanico.

GO G30 G60 G90 G120 CV% ‘31";’

FRM (N) m |DP | m | DP | m | DP| m |DP| m | DP
UMERO 1251 | 369 | 1315 | 572 | 1296 | 385 | 1091 | 376 | 1178 | 500 | 33 | 0,45
RADIO 560,5 | 121 | 6025 | 183 | 615 | 166 | 591 | 219 | 682,5 | 3195 | 35 | 07
ULNA 4046 | 1524 | 580 | 3206 | 268 |221,7 | 474 | 223 | 619 | 341 | 13 | 012
FEMUR 10374 | 352,5 | 1073.4 | 400,5 | 1003 | 276,7 | 925 | 2635 | 10644 | 433 | 345 | 078
TIBIA 1102 | 347,5 | 1337,6 | 426,3 | 1184,5 | 343 | 1171 |403,6| 1088 | 540 | 20 | 03
CALGANGO 584 | 226 | 533 | 2145 | 601,5 | 2546 | 530 | 203 | 5243 | 175 | 39 | 07

Para possibilitar a deteccao da proximidade de cada variavel em relacdo ao
grupo controle, referente a média da FMR quanto aos tempos de conservagéao, foi
formatado um grafico bidimensional (Figura 8), visando a detectar o tempo ideal de

conservagao para cada variavel.
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Figura 8: llustracdo grafica da forgca média de ruptura maxima em newtons (N) dos ossos longos e
tenddes calcaneos comuns de cadaveres de caes fixados em alcool etilico glicerinado e conservados
com sal de cura em diferentes tempos de refrigeragao.

N&o houve diferenga estatistica na média da FMR nos diferentes tempos de
conservagao e a variagao dos valores sempre foi muito pequena durante esse

periodo.

Quanto ao aspecto da coloragdo da MO (Figura 9) dos ossos longos (dados
qualitativos), foi inicialmente analisada a significancia referente aos géneros (Tabela

7), em busca de diferencas.
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Figura 9: Imagem fotografica das coloragées da medula 6ssea de cadaveres de cdes submetidos a
processo de fixagdo com alcool etilico glicerinado e conservados com sal de cura. A: excelente
(coloragdo mais vivida que de cadaver fresco), B: bom (coloragdo semelhante a cadaver fresco), C:
ruim (coloragéo escurecida em referéncia a cadaver fresco), D: péssimo (coloragdo marrom, putrido).

Tabela 7: Analise da significancia (p<0,05), relativa ao género e aspecto da medula dssea (MO) de
0ssos longos de cadaveres de caes fixados com alcool etilico glicerinado e conservados com sal de
cura, submetidos a ensaio biomecanico.

Aspecto da medula 6ssea
~ e Valor de p
(Teste ndao paramétrico)
l’JMERO M 0,27
UMERO F
Rl'\DIO M 0,14
RADIO F
ULNA M 0,38
ULNAF
FI?MUR M 0,19
FEMURF
T!BIA M 0,63
TIBIAF

*M: macho, F: fémea.
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N&o houve diferengas significativas entre os géneros dos cadaveres e aspecto
da MO para todas as variaveis mensuradas. Esta informacédo permitiu aumentar o
numero de amostras por meio da soma os valores das variaveis entre machos e
fémeas, aumentando consequentemente o poder estatistico.

A seguir, foi realizada a analise de significancia (valor p) do aspecto da MO

referente aos AD e AE, na busca de diferengas (Tabela 8).

Tabela 8: Analise da significancia (p<0,05), relativa ao aspecto da medula éssea (MO) de ossos longos
e lados direito e esquerdo, de cadaveres de cées fixados com alcool etilico glicerinado e conservados
com sal de cura, submetidos a ensaio biomecéanico.

Teste nao parerimétricol aspecto da MO Valor de p
cno s
RADIO AE
Ty
FEMUR AD
FI“E’MlLJlR AE 0,89
TIBIA AD
TiBIA AE 0.83

*AD: antimero direito, AE: antimero esquerdo.

A analise do valor p do aspecto da MO referente aos AD e AE ndo demonstrou
diferencas significativas, permitindo prosseguir com o aumento do numero de
amostras (n) por meio da somatéria dos valores referentes aos antimeros, visando

aumentar o poder estatistico.

Foi realizado teste de Dunn para determinar qual o momento em relacdo ao

tempo de conservagao, a MO apresentou o melhor aspecto visual (Tabela 9).
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Tabela 9: Analise das variaveis qualitativas do aspecto da coloragdo da medula 6ssea, geradas pela
analise de dois observadores submetidas ao teste de Dunn para determinar qual o momento referente
ao aspecto em relacdo ao tempo de conservacado de cadaveres de caes fixados com alcool etilico

glicerinado e conservados com sal de cura, submetidos a ensaio biomecénico.

GO G30 G60 G90 G120

MO |Mediana | AlQ | Mediana | AlQ | Mediana | AlQ |Mediana | AIQ | Mediana | AlQ ‘;1";’

U“’LEDRO 1,00 | 0 000 | 0 | 1,00 1 1,00 | 2 2,00 0 | 00019
Dunn b a ab b c

UMERO 1,00 |000| 000 [000| 050 | 1,00 | 200 |[1,00| 200 | 075 |<0,0001
Dunn bc a ab c d

RADIOAD | 1,00 [000] 050 [100] 100 | 075 | 200 [1,00] 200 | 0,00 |<0,0001
Dunn ab a b c c

RADIOAE | 1,00 [000| 050 [100] 100 | 075 | 100 [100] 200 | 000 |<00001
Dunn b a b b c

ULNAAD | 100 [o000| 050 [1,00] 100 [ 000 | 100 [100] 200 [ 000 |<00001
Dunn b a b b c

ULNAAE | 100 [o000] o000 [o075] 100 [ o000 | 100 [000][ 200 | 000 |<0,0001
Dunn b a b b c

FEMURAD| 1,00 [000]| 000 [o000] 100 [ 175 | 100 [100] 200 | 150 |<0,0001
Dunn b a b b c

FEMURAE | 100 [075] 000 [000| 050 | 1,75 | 100 [200] 150 | 1,00 | 0,0009
Dunn bc a b bc c

TIBIAAD | 100 [000]| o000 [075] 100 [ 075 | 100 [100] 200 | 075 | 0,0002
Dunn b a b bc c

TIBIAAE | 100 [o000[ o050 [100] 100 | 1,75 [ 100 [100] 200 | 075 0,0011
Dunn ab a ab b c

*O aspecto da medula 6ssea, variaveis qualitativas, foram transformadas em escores onde
O=excelente, 1=bom, 2=ruim e 3=péssimo; assim quanto menor o valor melhor a aparéncia. AlQ:
amplitude interquartil. AD: antimero direito, AE: antimero esquerdo.

O teste evidenciou que o aspecto da MO do umero foi melhor aos 30 dias de
conservagao em relagéao ao grupo controle (G0>G30), semelhante a 60 dias (G0=G60)
e pior aos 90 e 120 dias do que o grupo controle (G0<G120). O radio demonstrou
melhor aspecto da MO aos 30 dias em relagdo ao grupo controle (G0>G30),
semelhante a 60 dias (G0=G60) e pior aspecto aos 90 e 120 dias (G0<90 e G120). A
ulna apresentou o melhor aspecto da MO aos 30 dias (G0>G30), semelhante a 60
dias (G0=G60) em relagao ao grupo controle e pior aspecto aos 90 e 120 dias (G0<90
e G120). O fémur apresentou melhor aspecto da MO aos 30 dias em relagdo ao grupo
controle (G0>30), semelhante a 60 dias (G0=G60) e pior aspecto aos 90 e 120 dias

(G0<90 e G120). A tibia demonstrou melhor aspecto da MO aos 30 dias em relagéo
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ao grupo controle (G0>30), semelhante a 60 dias (G0=G60) e pior aspecto aos 90 e
120 dias (G0<90 e G120).

Foi criado um grafico de colunas facilitando a visibilizagdo das medianas em

relacdo aos grupos (Figura 10).

ASPECTOS QUALITATIVOS DA MEDULA OSSEA

2,50
2,00
1,50
1,00
: | ‘“ | ‘“ "I
0,00

Mediana Mediana Mediana Mediana Mediana

GO G30 G60 G90 G120
® UMERO ASPECTO RADIO ASPECTO B ULNA ASPECTO BMFEMURASPECTO W TiBIA ASPECTO

Figura 10: Imagem ilustrativa dos aspectos qualitativos da medula 6ssea de cées fixados com alcool
etilico glicerinado e sal de cura. Notar que as medianas do grupo de 30 dias de conservacgdo (G30) é
menor que as do grupo controle (G0) e que as medianas do grupo de 60 dias de conservagao sao
semelhantes ao GO. As demais medianas (G90 e G120) maiores que GO.

6. DISCUSSAO

A fixagdo convencional de cadaveres utiliza principalmente formaldeido para
preservacgao e é de uso limitado para a pratica cirurgica, pois interfere na resisténcia
dos orgaos e tecidos moles, embora a utilizagdo dessa substancia em baixa

concentracido, por até quatro semanas, ndo altera as propriedades mecanicas de
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compressdo, nem a dureza do osso cortical humano, diferentemente da fixagao por
até 8 semanas (Ohman et al., 2008). O formaldeido também gerou valores maiores
em ensaio biomecanico de torque na insercdo de parafusos Osseos, quando
comparado com ossos frescos de humanos (Comert et al., 2009). Diferentemente,
nossos resultados demonstraram que o AEG e SC nao apresentaram alteragdes
significativas das propriedades mecéanicas dos ossos longos e tend&o calcéneo
comum durante todo o periodo de conservagdo em refrigeracdo, sendo esta
metodologia promissora para o treinamento cirurgico em cadaveres e experimentagao

ortopédica.

Alteracgdes teciduais em animais ja foram observadas quando o agente fixador
foi o formaldeido, o qual causou grande enrijecimento em peitos de frango fixados por
45 dias (7 vezes maior) (Guastalli et al., 2007) ou até por um ano (4,4 a 5 vezes maior)
(Guastalli et al., 2012a; Guastalli et al., 2012b), valores estes obtidos por meio de
testes biomecéanicos de cisalhamento. Quando se utilizou o AEG como fixador
também ocorreu aumento da rigidez tecidual, tornando-os quase cinco vezes mais
rigidos ao corte durante os primeiros seis meses, e trés vezes mais rigidos apos um
ano de imersao neste agente (Nunes et al., 2011). Diferentemente do observado neste
experimento, as forcas maximas de ruptura no teste de compressao 6ssea ou de
ruptura tendinea se mantiveram estaveis, indicando a eficiéncia do AEG associado ao

SC ao longo do periodo de conservagao em relagado a biomecanica tecidual.

Modelos anatbmicos artificiais e cadaveres frescos sao considerados como
alternativa ao uso de agentes tdéxicos, permitindo também utilizagdo de forma
repetitiva. Cadaveres frescos ndo podem ser utilizados diversas vezes devido

processo de degradagao natural (Groscurth et al, 2001). Entretanto, neste trabalho, a
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solucédo de AEG e SC demonstrou ser eficiente no preparo quimico de cadaveres de
caes, sem o uso de formaldeido, podendo ser utilizada durante o semestre académico
para treinamento em diversas técnicas ortopédicas, proporcionando repetitividade e

boa qualidade tecidual dssea, visando mimetizar a realidade.

Procedimentos convencionais de fixacdo de cadaveres utilizando
principalmente o formaldeido para a conservacao sdo de uso limitado para a pratica
de procedimentos cirurgicos devido a profunda alteragdo na coloragao, resisténcia e
fragilidade de o&rgdos e tecidos (Groscurth et al., 2001). Neste trabalho,
diferentemente, a solugao utilizada demonstrou conservacao da coloracdo da MO dos
0ssos longos durante 60 dias com decaimento da qualidade somente para umero e
radio a partir de 90 dias e manutengéao da resisténcia dos ossos longos durante quatro

meses.

A solugdo de Thiel mantém tecidos flexiveis e com cores realistas e, portanto,
é considerado adequado o seu uso para treinamento anatémico e cirurgico (Alberty et
al., 2002; Feigl et al., 2007; Wolff et al., 2008; Benkhadra et al., 2009; Holzle et al.,
2009), porém, quando utilizada em pesquisa, na conservagédo de tenddes flexores
digitais profundos de humanos em comparativo com tenddes conservados por
congelamento, o estudo demonstrou forga biomecénica média de ruptura inferior (38
MPa) no grupo fixado com Thiel em relagdo aos congelados (60 MPa) (Fessel et al.
2011). Em nosso estudo ndo houve diferenga significativa quanto a forga maxima de
ruptura em newtons dos tenddes, em ambos antimeros, durante o periodo de quatro
meses, demonstrando que a solu¢do de AEG e SC pode ser utilizada em treinamentos

cirargicos e pesquisa.
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O AEG mostrou-se eficiente como fixador de cadaveres de caes, permitindo

boa conservagao e evitando deterioragao do material (Rodrigues, 2010; Balta et al.,
2015). A técnica anatbmica empregada, utilizando esse fixador, atendeu aos
requisitos desejados de preservagdao de cadaveres por até quatro meses, de
maneira realista, para uso em treinamento cirurgico, semelhante aos relatos sobre
efeitos biomecanicos na pele e intestinos (Rocha et al., 2018), artéria carotida
comum (Cerqueira et al., 2017) e veia jugular externa (Pelogia et al., 2018) de
cadaveres de caes preparados quimicamente também com AEG pelo mesmo
periodo. Esse protocolo também foi eficiente na manutencdo das caracteristicas

biomecanicas de tecidos moles em cadaveres de gatos (Zero et al., 2020).

Ainda, alcoois utilizados na fixacdo de cadaveres humanos por periodo de 6
meses a 1 ano, propiciaram qualidade tecidual similar aquela do tecido fresco (Goyri-

o'neill et al., 2013), semelhantemente ao observado em nossos resultados.

Junto com o AEG, o SC utilizado mostrou-se eficiente na conservagao dos
tecidos fixados, o que foi similar ao cloreto de sodio a 30% utilizado por Oliveira (2014)
na conservacgao de cadaveres, ndo sendo observada contaminagao aparente durante
o periodo analisado, similarmente ao descrito em pericardio canino por um periodo
minimo de 90 dias em solugéo hipersaturada de cloreto de sodio (Brun et al., 2002) e,
que conservaram o centro frénico canino de caes em glicerina (Brun et al., 2004),

ambos para fins cirurgicos.

O sal de cura, por ter alta concentracido de cloreto de sédio, dificulta a
sobrevivéncia de microrganismos pois exige enorme capacidade de osmorregulagéo,
similarmente ao que ocorre nos oceanos (Munro et al., 1989) e no Mar Morto

(Nissenbaum, 1975). Diversas concentracbes de fixadores e conservantes na
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preservacao de espécimes anatdmicos ja foram avaliadas e a utilizagdo de solugao
de cloreto de sédio em concentracdo abaixo de 20% apresentou-se falha na
preservagao de pegas para a utilizagdo na dissecacéo tecidual (Friker et al., 2007),
diferentemente do observado em nosso estudo, no qual o cloreto de sédio a 20%,
associado ao nitrato e nitrato de sédio a 1%, mostrou-se efetivo para conservagao
dos cadaveres de caes por quatro meses, além de proporcionar boa maleabilidade a

manipulacao tecidual.

O uso de solugao de formaldeido a 10% na conservagao de umeros e fémures
do antimero direito de gatos, durante 21 dias e submetidos a ensaio biomecanico
demonstrou reducao de 50% da forga quando comparados aos frescos do antimero
esquerdo, resultando em aumento da fragilidade (James et al., 1989).
Divergentemente ao nosso trabalho, ndo houve diferenca biomecanica significante
na analise dos ossos longos e tendao calcaneo comum de caes, de ambos

antimeros, durante quatro meses.

Além de enrijecer cadaveres, o formaldeido possui diversas desvantagens
para fins de fixagdo e conservagéo, como por exemplo: coagula o sangue, converte
os tecidos em tom cinza quando mistura-se com sangue, desidrata os tecidos,
contrai os capilares e apresenta odor desagradavel (Hayashi et al., 2014). Dispar
aos nossos resultados que demonstraram melhoria da coloracdo da MO em 30 dias,
com aspecto mais vivido que de cadaver fresco, aspecto semelhante a coloragao de
cadaver fresco em 60 dias. Somente apds 90 dias houve inicio de degradagao da
coloracédo da MO de umeros e radios, mantendo aspecto semelhante ao fresco a
ulna, fémur e tibia. Isto demonstra que a solugcdo de AEG e SC nao promove

alteracao de cor acinzentada como o formaldeido.
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A utilizacdo de cadaveres quimicamente preparados para o treinamento
cirargico por graduandos do curso de Medicina Veterinaria se enquadra perfeitamente
no proposto pela lei Arouca (n.11.794), ou seja, envolve métodos alternativos e éticos
para o ensino. O treinamento cirurgico em cadaveres quimicamente preparados
diminui custos e proporciona repetitividade do exercicio, além de gerar boa satisfagéo
do aluno, como descrito na literatura (Knight, 2007). Esta é uma tendéncia mundial, e
atualmente, quase todas as universidades do Canada e Estados Unidos possuem
métodos alternativos para minimizar o uso de animais vivos para o treinamento dos
alunos, evitando que milhares de cédes sejam submetidos a eutanasia, como os 16.655

animais do periodo de 1983 a 1984 (Balcombe, 2000).

O uso de conservantes téxicos gera efluentes contaminados (Who, 1991) e
vapores perigosos, como os liberados pelo formaldeido (Cury et al., 2013). Esses
subprodutos nocivos aumentam os custos financeiros e ambientais da instituicao.
Portanto, € necessario buscar alternativas de menor custo e menos arriscadas

(Janczyk, 2011), como as solugdes de AEG e SC utilizada em nosso trabalho.

7. CONCLUSAO

A técnica anatdbmica empregada, para o preparo de cadaveres de caes, satisfez
a necessidade de conservagdo, sem alteracdo significante das propriedades
biomecanicas de ossos longos e tenddo calcaneo comum por consideravel periodo
de tempo (até quatro meses), e aspecto satisfatorio da coloragdo da medula éssea

por até 60 dias.
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