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ANALISE BIOME'CANICA DE PELE E JEJUNO DE CADA\N/ERES DE GATOS
FIXADOS EM ALCOOL E CONSERVADOS EM SOLUCAO AQUOSA DE
CLORETO DE SODIO 30% VISANDO AO ENSINO DA TECNICA CIRURGICA

RESUMO- E essencial e imperioso ter muito critério quanto ao uso de animais em
pesquisa e atividades de ensino e, consequentemente, a busca por métodos
alternativos que ndo tragam prejuizo académico ou cientifico. A utilizagdo de
cadaveres frescos é limitante pois ha rapida deterioracdo e, para a fixacdo e
conservacdo de materiais biolégicos, a maioria dos laboratérios de anatomia utiliza o
formaldeido, apesar das diversas desvantagens deste produto. Assim, objetivou-se
avaliar a viabilidade de uma nova técnica anatémica visando ao ensino da técnica
cirdrgica em cadaveres de gatos fixados com alcool etilico (AE) e conservados em
solucdo aquosa de cloreto de sédio a 30% (SACS 30%) e determinar qual o melhor
momento para a interrup¢éo da fixacdo, devido a maior proximidade dos valores de
ruptura de pele e jejuno, em relagdo ao grupo controle (animais frescos, sem fixagao
ou conservacao). Além disso, objetivamos identificar microbiologicamente os
principais agentes presentes nestas solugdes, e avaliar a aceitabilidade dos alunos e
qualidade dos cadaveres de gatos quimicamente conservados, mediante a aplicacéao
de formulario/questionario aos alunos do curso de Medicina Veterinéria. Os testes
foram realizados previamente a fixacao alcodlica em todos os animais para obtencéo
dos valores controle de cada grupo. Os cadaveres foram divididos em trés grupos e
mantidos por 30, 60 e 90 dias em fixagcdo em AE, respectivamente. A conservacao
em SACS 30% foi de 120 para todos os grupos. Foram realizados testes
biomecanicos de tracdo em amostras de pele e jejuno em todos os momentos da
fixacdo e da conservagdo. Também foram realizadas analises microbiolégicas do AE
e da SACS 30%, em todos os momentos da fixagdo e conservagdao. Nao houve
diferenca estatistica entre os momentos de fixacdo e conservacdo dos cadaveres
em relacdo ao momento controle quando foi analisada a for¢ca necesséria para a
ruptura das amostras de pele e jejuno nao indicaram diferenca significativa. Para as
amostras de pele, o grupo 2 (60 dias em AE) apresentou menor diferenca nas
médias, indicando maior semelhanca com o grupo controle. Houve estabilizacdo na
forca de ruptura das amostras avaliadas durante o periodo de conservacéo,
evidenciando a viabilidade da solucéo de cloreto de sédio a 30% na conservacao de
pecas anatObmicas. Entretanto, houve diferenca significativa do alongamento
necessario para ruptura das amostras de pele e jejuno, das amostras do grupo 3, em
alguns momentos da conservagcdo em SACS 30%. Houve crescimento microbiano
em todos os momentos avaliados, entretanto a contagem das unidades formadoras
de colonias (UFC/mL) sempre foi baixa, ndo revelando sinais aparentes de
contaminagdo, odor desagradavel ou putrefagdo. A técnica anatbémica utilizada no
preparo de cadaveres de gatos para o treinamento cirurgico foi classificada como
boa e 92% dos alunos foram a favor do uso de cadaveres para o treinamento
cirargico.

Palavras- chave: anatomia, microbiologia, conservacéo, felinos, tragcéo.
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BIOMECHANICAL ANALYSIS OF SKIN AND JEJUNUM OF CAT CORPSES
FIXED IN ALCOHOL AND PRESERVED IN 30% SODIUM CLHORIDE AQUEOUS
SOLUTION AIMING SURGICAL TEACHING

ABSTRACT - Having a lot of criteria about animal utilization in research and teaching
activities is essential and imperative and, consequently, the search for alternative
methods that won’t cause scientific or academic losses. The use of fresh cadavers is
limited because there is fast rotting and in fixation and conservation of biological
tissues, most of laboratories apply formaldehyde, in spite of several disadvantages of
this product. Thus, the present study aimed to evaluate the feasibility of a new
anatomical technique aiming the teaching of surgical technique in cadavers of cats
fixed with ethylic alcohol (AE) and preserved in 30% sodium chloride aqueous
solution (30% SCAS) and to determine the best time for interrupting fixation, due the
greatest proximity of skin and jejunum rupture values, in relation to the control group
(fresh animals, without fixation or conservation). Besides, we aimed to
microbiologically identify the main agents presented in those solutions, and evaluate
the students” acceptability and quality of the chemically preserved cats corpses, by
applying a form/questionnaire to the Veterinary College students. The tests were
performed prior to alcoholic fixation in all corpses to obtain the control values of each
group. Cats were separated into three groups and maintained for 30, 60 and 90 days
in AE fixation, respectively. The conservation in 30% SCAS was for 120 days in all
groups. Biomechanical traction tests were performed on skin and jejunum samples in
every moment of fixation and conservation. Microbiological analysis of EA and 30%
SCAS were also carried out in every moment of fixation and conservation. A
form/questionnaire was applied to the Veterinary College students for acceptance
evaluation and quality of chemically prepared cats corpses. Statistical analysis of the
skin and jejunum strength forces did not indicate a significant difference between the
fixation and conservation moments when compared to the control moment. The
means of group 2 skin samples (60 days in EA) were a little smaller than the others,
indicating a great similarity with the control group. There was a stabilization in the
rupture strength of the samples evaluated during the conservation time, what shows
the viability of the 30% sodium chloride aqueous solution in the anatomical
specimens conservation. However, there was a significant difference in the
elongation necessary for skin and jejunum ruptures in group 3 samples, at some
moments of conservation in 30% SACS. There was contamination at all evaluated
moments, however, the count of colony forming units (CFU/mL) was always low, and
there were no signs of contamination, unpleasant odor and putrefaction. The
anatomical technique used in the preparation of cats corpses for surgical training was
classified as good and 92% of the students are into the use of corpses for surgical
training.

Keywords: anatomy, microbiology, conservation, cats, traction.
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1 INTRODUCAO

A preocupacao quanto a conservacao de pecas anatdmicas existe ha mais de
cinco mil anos. O uso de pecas cadavéricas naturais € indispensavel para o ensino,
contribuindo para o aprendizado pratico, melhorando as habilidades aplicativas,
assimilativas e compreensivas, preparando os estudantes para a situacdo real
(CURY; SENSONI; AMBROSIO, 2013).

Busca-se com a conservacdo, preservar de maneira mais préxima dos
animais vivos, a morfologia e caracteristicas como coloracdo, consisténcia e a
flexibilidade das pecas (KIMURA; CARVALHO, 2010).

Existem vérias técnicas de preservacdo dos tecidos animais para o estudo
anatémico, sendo, que € utilizada na maioria das vezes a solucdo de formaldeido a
10%, ou a glicerina (FREITAS et al.,, 2009). A solucdo de cloreto de sddio foi
utilizada com sucesso na conservagcdo de pecas anatbmicas previamente fixadas
por formaldeido, durante cinco anos (OLIVEIRA, 2014) e na conservacdo de
pericardio canino, utilizado para fins cirdrgicos (BRUN et al., 2002).

Quando ocorre a utilizacdo do formaldeido, as pecas anatdmicas apresentam
odor desagradavel e causam irritacdo dos olhos, nariz, garganta, pulmdes e pele.
Tais fatos consistem em fator de desestimulo tanto para os estudantes, quanto para
os professores e funcionarios dos laboratorios de anatomia, além de causar
escurecimento, aumento de peso e rigidez das pecas e sérios problemas ambientais
quando descartada de forma incorreta (KARAM et al., 2016).

Objetivou-se, com este trabalho, avaliar a viabilidade de uma nova técnica
anatbmica no preparo de cadaveres de gatos para o ensino de técnica operatoria
utilizando &lcool etilico (AE) e solucdo aquosa de cloreto de sédio a 30% (SACS
30%) em diferentes tempos, realizando estudo biomecénico nos tecidos frescos,
fixados e conservados, além de determinar qual o melhor momento para se
interromper a fixacdo em AE devido a maior semelhanca a resisténcia tecidual em
relacdo aos cadaveres frescos. Além disso, foi avaliada, a aceitacdo de graduandos
do curso de Medicina Veterinaria, assim como a qualidade dos cadaveres,

preparados com a técnica de escolha, em treinamentos cirargicos, mediante
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aplicacéo de questionario/formulario, e realizada a identificacdo microbioldgica dos
principais agentes presentes nas solugdes utilizadas.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1Fixadores e Conservantes Utilizados em Laboratorios de Anatomia

Para que ndo haja deterioracdo dos tecidos, as pecgas anatbmicas sé&o
fixadas. A fixacdo € extremamente importante, pois mantém os tecidos firmes,
insollveis e protegidos. Entretanto, para a conservacdo em meios liquidos, sdo
utilizadas substancias que impedem a proliferagdo de microrganismos, sendo o
formaldeido, a glicerina, o é&lcool etilico e o fenol as substancias mais utilizadas
(RODRIGUES, 2010).

2.1.1 Formaldeido

O formaldeido, também conhecido popularmente como formol ou formalina,
com férmula quimica igual a CH20 e pH entre 2,8 a 4,0, vendido comercialmente em
concentracdes entre 30 e 50% (FORMALDEHYDE, 2017).

Nos laboratorios de anatomia, € o fixador e conservante mais utilizado, sendo
a solucdo aquosa a 10%, a mais empregada. Para a utilizacdo em estudos
anatdmicos, as pecas anatdomicas necessitam estar em bom estado de conservacgao.
O formaldeido, além de ser de baixo custo e facil obtencdo, destaca-se pela rapidez
na penetracdo dos tecidos (PRZYBYSZ; SCOLIN; NATALI, 2009; RODRIGUES,
2010), sendo utilizado em solucdes entre 5 e 20% (CURY; CENSONI; AMBROSIO,
2013; KARAM et al., 2016).

A Agéncia Internacional de Pesquisa em Cancer (IARC), em 1995, e o
Programa Nacional de Toxicologia dos Estados Unidos classificaram o formaldeido
como cancerigeno e teratogénico (NTP, 2010).

A exposicao ao formaldeido esta relacionada a exposicéo e respiracédo do ar

contaminado nos laboratérios de anatomia e patologia, pelo fumo do tabaco, por



19

este ser um componente na sua composicdo, e no ar do ambiente urbano (KARAM
et al., 2016).

Ha relato da associacdo entre a exposicdo do formaldeido ao cancer de
pulmdo e nasofaringe em humanos, e aumento da incidéncia de neoplasias de
células escamosas nasais em animais expostos a este agente (EPA, 2000).

Quando se utiliza o formaldeido como fixador e conservante por 45 dias,
muasculos peitorais de frango podem ficar sete vezes mais rigidos ao corte em
relacdo aos musculos frescos (GUASTALLI et al., 2007). A conservacao por até um
ano neste agente causam enrijecimento entre 4,4 a 5 vezes, e tal fato pode ser

observado logo na primeira semana (GUASTALLI et al., 2012).

2.1.2 Glicerina

A glicerinacdo é uma alternativa dentre as varias técnicas anatdomicas
disponiveis, para substituicdo do formaldeido no emprego da conservacao de pecas
para estudo anatdémico (CURY; CENSONI; AMBROSIO, 2013).

O nome comercial glicerina foi dado ao produto proveniente da substancia
glicerol, e este € um composto organico pertencente a funcdo alcool, de forma
liquida quando em temperatura ambiente, higroscopico, inodoro, viscoso e de sabor
adocicado (SILVA et al., 2008).

Dentre as vantagens relacionadas ao uso da glicerina, ressalta-se a
preservacdo da morfologia, leveza das pecas, coloragcdo mais proxima do real,
auséncia de odor, ndo havendo irritacdo de mucosas. Nao se trata de substancia
carcinogénica, ndo possui risco elevado de contaminacdo ambiental e pelo fato de
causar desidratagao celular, atua como fungicida e bactericida (KARAM et al., 2016).
Como principal desvantagem do emprego da glicerina, destaca-se o custo 10 vezes
maior desta em relacdo ao formaldeido, o que explica a pouca utilizacdo desta nos
laboratdrios de anatomia (KRUG et al., 2011).

A utilizagdo de glicerina semipurificada é alternativa viavel relacionada ao

elevado custo da glicerina pura. Entretanto, por se tratar de um produto proveniente
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da producdo de biodiesel, representa fator de risco ambiental, quando descartado
incorretamente (CARVALHO et al., 2013).

2.1.3 Fenol

O fenol é amplamente utilizado nas preparacdes para conservacao de
cadaveres, podendo ser utilizado tanto na forma liquida quanto na forma de cristais.
Seu uso torna o meio estéril, protege o material da acdo de fungos, e ndo causa
enrijecimento dos tecidos (SANTANA; GUIMARAES, 2014).

O emprego deste agente em técnicas de conservacao, como a de Laskowski,
€ bem aceita e possui caracteristicas desejaveis, como por exemplo, a manutencgao
da coloragcdo e maleabilidade das pecas anatdomicas (RODRIGUES, 2010).
Entretanto, ha potencial risco genotéxico e carcinogénico, sendo os 06rgdos do
sistema digestorio, respiratorio e a pele, as principais formas de absorcdo e
contaminag¢do humana (MIRANDA et al 1997).

2.1.4 Alcool Etilico

O alcool etilico a 96° GL também é utilizado como agente fixador, pois possuli
grande afinidade e 6tima capacidade de penetracdo nos tecidos, alem de ser de
baixo custo e facil aquisicdo (RODRIGUES, 2010).

Seu uso pode ser de forma isolada em animais de pequeno porte e em
pequenas pecas anatdmicas. Também pode ser utilizado no método de
glicerinizacao, a partir da desidratacédo das pecas, permitindo a entrada da glicerina,
tendo como principal vantagem, a leveza, maciez e maior facilidade de manuseio
(KIMURA; CARVALHO, 2010).

O alcool etilico ainda pode ser utilizado em algumas solugbes para a

conservacao de cadaveres, como por exemplo, na técnica de Laskowski, que
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consiste inicialmente da perfusdo de &lcool etilico, &cido fénico e bdrico nas
cavidades e vasos dos cadaveres, e na técnica de Giacominni, sendo utilizado na
fase inicial de preparo (SANTANA; GUIMARAES, 2014).

O emprego deste agente na fixacdo de cadaveres de caes, seguido de
conservacdo com solugdo aquosa de cloreto de sédio a 30%, mostrou-se eficaz no
preparo de modelos para o treinamento cirtrgico em cédes (ROCHA, 2016).

2.2 Utilizacao de Animais em Pesquisas e Atividades de Ensino

Cada vez mais, é imperioso ter muito critério quanto ao uso de animais em
pesquisa e atividades de ensino. Torna-se essencial a busca por métodos
alternativos a este uso, ndo havendo prejuizo académico ou cientifico. A Lei Arouca
(n® 11.749) de 2008, com o intuito de regulamentar a utilizacdo de animais em
pesquisas e atividades de ensino, estabelece que as Comissdes de Etica
Institucionais ao Uso de Animais (CEUA) controlem tais atividades nas
Universidades, agregando a formacéo de principios éticos, de responsabilidade e
respeito com a vida. Neste sentido, faz-se necessario a criacdo de métodos
alternativos e éticos pra o0 ensino e pesquisa que envolvam animais (OLIVEIRA et
al., 2013; ROCHA, 2016).

Atualmente, varios sdo os métodos alternativos que buscam o bem-estar
animal no ensino da técnica cirargica veterinaria. Estes métodos visam substituir o
emprego de animais vivos, gerando aprendizado similar ou superior aos alunos
(SILVA et al., 2007).

Um estado emocional negativo pode dificultar mecanismos cognitivos mais
complexos, isto €, atrapalhar uma aprendizagem. Como grande parte dos alunos
sentem-se desconfortaveis e até mesmo chocados em aulas com animais vivos,
pode-se concluir que ha de fato nestes casos, apenas memorizagdo visual e ndo
aprendizagem, em muitas dessas situagdes (PAIXAO, 2008).

O emprego de técnicas humanizadas, como por exemplo, a utilizacdo de

cadaveres no ensino das praticas cirargicas, promove maior aprendizado, diminui
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custos, h4 aumento da eficiéncia, aumento do potencial de customizacdo e da
repetitividade do exercicio, gera aos alunos aumento da confianca e satisfacéo,
devido a diminuicdo do estresse, quando comparado a utilizacdo de animais vivos
(KNIGHT, 2007).

Varios artigos vém demonstrando a eficacia da utilizacdo de cadaveres
preparados quimicamente para uso em aulas de cirurgia veterinaria, pois isto
proporciona maior aceitacdo por parte dos alunos e melhor aprendizado (SILVA et
al. 2004). Para realizar tal procedimento, animais que vieram a 6bito em abrigos,
clinicas e hospitais veterinarios que seriam descartados, poderiam ser utilizados
como substitutos de animais vivos (SILVA et al., 2007; MATHEWS et al., 2010).

Em estudo realizado por Silva et al. (2007), quanto ao aprendizado cirargico
em cadaveres quimicamente conservados, 88,9% dos estudantes de medicina
veterinaria reportaram que o ensino foi muito satisfatério, enquanto 5,9% acharam
que seria mais eficiente se no ensino fossem utilizados animais vivos, e,
independente do processo quimico utilizado na conservacdo de cadaveres, 95,7%
dos alunos aprovaram o uso de cadaveres no ensino da cirurgia.

Em outro estudo, foi observado que 81,08% dos alunos séo a favor do
treinamento inicial de praticas cirlrgicas em cadaveres quimicamente conservados,
e que a maioria ndo mudou de opinido, apés a utilizacdo de cées fixados em éalcool
etilico e conservados em solucado saturada de cloreto de sédio (ROCHA, 2016).

Novas técnicas alternativas devem ser testadas incluindo novos
conservadores quimicos. Apesar de todos 0s avancos técnicos, permanente
consciéncia ética tem que ser criada entre professores, pesquisadores, alunos e

todas as pessoas que trabalham com animais (SILVA et al., 2007).

2.3 Analise Biomecanica de Tecidos de Animais

A analise biomecéanica de tecidos animais é realizada por testes em maquinas
universais de ensaios mecanicos que promovem a tracao, flexdo e compresséo dos

corpos de prova gerando dados computacionais e tabelas. Nos ensaios de tragao, o
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material estudado sofre forcas externas crescentes, promovendo deformacdes
uniformes em todo o corpo de prova, permitindo medir de maneira satisfatéria a
resisténcia da amostra avaliada (SOUZA, 1982).

E crescente o interesse pelas propriedades biomecanicas dos tecidos
biol6gicos de animais. Os ensaios biomecéanicos de tracdo tém sido amplamente
utilizados para investigacao das propriedades mecanicas de musculos e ligamentos,
submetidos a diferentes condicBes, como por exemplo, na presenca de lesGes por
esmagamento e estiramento (SILVA, 2002).

Recentemente, enfoque maior é dado aos estudos comparativos entre o0s
tecidos submetidos a conservacéao e tecidos frescos, gerando dados que contribuem
ao aprimoramento de técnicas cirargicas na busca de material bioldgico alternativo
para a realizacdo de implantes e de novas opcfes de modelos de experimentacao
animal (CAMARGO et al., 2014).

Em estudo sobre as propriedades tensiométricas de fragmentos do diafragma,
pericardio e peritbnio bovino, ndo conservados e conservados com glicerina 98%,
submetidos a ensaios mecanicos de tracéo, a glicerina reduziu a rigidez dos tecidos
avaliados (GUIMARAES et al., 2008)

Ao compararem peritbnio de paca (Cuniculus paca) fresco e conservado em
glicerina 98%, observou-se melhora da propriedade ténsil do peritdnio conservado,
sugerindo sua utilizacdo como mais uma opc¢ao de material biolégico para o uso em
cirurgias reconstrutivas (CAMARGO et al., 2014).

A solucéo supersaturada de agucar a 300%, ao ser utilizado na conservacao
de peritdnio de paca, mostrou-se eficaz, garantindo a melhoria da maleabilidade do

biomaterial no ato cirtrgico (LEAL et al., 2014).

2.4 Aspectos Microbioldgicos na Conservacao de Pecas Anatémicas

A contaminagdo por fungos nos laboratorios de anatomia podem
desencadear, em profissionais e alunos, quadros alérgicos decorrentes da

eXposiGCao a esporos suspensos no ar, acarretando, de acordo com a intensidade de
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exposicdo, desordens dos sistemas nervoso central, respiratério e imune
(JOHANNING et al., 1996; CORREA, 2003).

A fixacdo das pecas anatdmicas € de extrema importancia para que nao haja
deterioracdo e contaminacdo dos tecidos, aléem de garantir que mantenham-se
protegidos, insoluveis e firmes. Desta forma, o uso de boas praticas de fixacdo e
conservacdo, além de ndo permitir a deterioracdo do material, também evita a
proliferacdo de patégenos que poderdo causar doencas nas pessoas que
frequentam os laboratérios de anatomia (CORREA, 2003; RODRIGUES, 2010).

Sao utilizadas para a conservacao das pegas em meios liquidos, substancias
que de certa forma impedem a proliferagdo de microrganismos, como por exemplo, 0
formaldeido, a glicerina, o alcool etilico e o fenol (RODRIGUES, 2010).

O formaldeido é o fixador e conservante mais utilizado nos laboratérios de
anatomia, comumente em solucao aquosa a 10%, que além de ser uma substancia
barata, possui a caracteristica de penetrar rapidamente nos tecidos (RODRIGUES,
2010). Entretanto, a utilizacdo do formaldeido para esta finalidade, além de trazer
Sérios riscos a saude humana, o manuseio e descarte inadequado de carcacas e
efluentes, pode contaminar o meio ambiente (WHO, 1991).

Ao se avaliar a resisténcia de diferentes microrganismos ao formaldeido e o
efeito antimicrobiano em diversas concentracbes desse agente, observou-se que,
Pseudomonas sp., Klebsiella sp. e Salmonella sp. mostraram-se mais susceptiveis
ao formaldeido que Staphylococcus sp. Ja os fungos mostraram-se mais resistentes
gue as bactérias, sendo o Aspergillus niger mais resistente que Candida albicans
(SOLOMON, 1975).

A glicerina provoca desidratacdo de pecas anatdomicas, além de possuir efeito
antisséptico, atuando contra fungos e bactérias. Evita, também, odores prejudiciais a
saude como aqueles liberados pelo formaldeido (ALVARENGA, 1992; KRUG et al.,
2011; CURY et al., 2013).

A utilizacdo de alcool etilico na fixacdo e de solucdo aquosa de cloreto de
sédio a 30% na conservacdo de cadaveres de caes ja foi avaliada, apresentando
baixa contagem microbiolégica para os géneros Bacillus, E. coli e Pseudomonas,
mas sem contaminacéo aparente a inspecao visual nos tanques e cadaveres, e sem

odor desagradavel ou putrefacdo (PEREIRA et al., 2016).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1Primeira Fase

3.1.1 Animais

Foram utilizados 24 (vinte e quatro) cadaveres de gatos, 9 machos e 15
fémeas, adultos, que vieram a Obito por causas que ndo envolviam alteracdes
morfologicas evidentes, tais como, grandes massas tumorais, fraturas 6sseas ou
traumas lacerantes extensos. Todos foram provenientes do Centro de Controle de
Zoonoses de Ribeirdo Preto, SP, mediante a aprovacdo do processo
02.2014.000027-1 do Departamento Juridico Municipal.

Logo apds o Obito, os animais foram congelados (freezer a -18°C) e
posteriormente transportados ao Laboratério de Anatomia Animal da UNESP
Jaboticabal, SP, localizado a 50 km de distancia.

Foram selecionados animais adultos com peso médio de 4,43+1,13 kg e
escore corporal entre 4 e 5, numa escala de 1 a 9 (LAFLAMME,1997). No escore 4,
notam-se costelas facilmente palpaveis, com minima cobertura de gordura, cintura
abdominal facilmente notada, quando vista dorsalmente e prega abdominal evidente.
No escore 5, costelas palpaveis e sem excesso de cobertura de gordura, prega
abdominal evidente quando vista lateralmente.

Todos receberam identificacdo individual, mediante utilizacdo de pelicula
plastica numerada, no membro toracico direito, na altura da articulacdo radio-carpo-

ulnar, e cada grupo foi constituido por oito cadaveres (Tabela 1).
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Tabela 1. Cadaveres de felinos distribuidos aleatoriamente quanto ao género e peso, utilizados para
fixacdo alcodlica e posterior conservacao em solugdo aquosa de cloreto de sédio a 30%.

Grupo Género Peso (kg)
1 F 5,6
1 F 4,2
1 F 3,1
1 F 5,6
1 F 7
1 F 54
1 M 4,5
1 M 5,3
Média do grupo 1 75 % F, 25% M 5,08
2 F 4,5
2 M 3,2
2 M 4,4
2 F 4,8
2 F 5,2
2 F 3,5
2 M 3,6
2 M 5,2
Média do grupo 2  37,5% F, 62,5% M 4.3
3 F 6
3 M 4,3
3 F 4,5
3 M 3,8
3 F 2,5
3 F 3
3 F 3
3 F 4
Média do grupo 3 75% F, 25% M 3,89

*Grupos 1, 2 e 3: 30, 60 e 90 dias sob fixacédo
alcodlica, respectivamente. F: fémea; M: macho.

3.1.2 Técnica Anatébmica Empregada

Os animais foram descongelados em refrigerador horizontal em temperaturas
de 4 a 6°C, pesados e entdo distribuidos aleatoriamente em trés grupos para a
fixagdo com alcool etilico.

Para a fixagdo dos cadaveres dos grupos 1, 2 e 3, infundiu-se solucdo

alcoolica contendo 95% AE 96°GL* e 5% de glicerina, na dose de 120 mL por kg, via

! Usina S&o0 Martinho®- Praddpolis, SP.
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artéria cardtida comum, a qual foi canulada apo6s dissecac¢do, com agulha 40 x
12mm (18G), devidamente acoplada a seringa descartavel de 60 mL (Figura 1). Foi

realizado o desgaste do bisel da agulha previamente a canulacéo arterial.

Figura 1. A: Artéria car6tida comum de cadaver de felino canulada com agulha
40 x 12 mm (18G) (seta); B: Infusé@o de solugéo alcoolica composta por
95% de alcool etilico e 5% de glicerina, com auxilio de seringa de 60
mL, via artéria carétida externa.

Os grupos foram constituidos por oito gatos cada, 0s quais permaneceram em
diferentes tempos sob fixacéo alcodlica:

- Grupo 1 (G1): 30 dias de fixagdo em AE e 120 dias de conservagédo em
SACS 30%

- Grupo 2 (G2): 60 dias de fixacdo em AE e 120 dias de conservagdo em
SACS 30%

- Grupo 3 (G3): 90 dias de fixagdo em AE e 120 dias de conservacao em
SACS 30%

Foi realizada a tricotomia prévia na regido toracica e abdominal em todos os
cadaveres, tomando-se cuidado para ndo lesar a pele em nenhum momento.

ApoOs a fixacado, foi realizada incisdo de aproximadamente 14 cm na linha
média do abdome e outra de 10 cm na regido toracica, entre o quinto e sexto espago

intercostal, com intuito de remover o liquido sanguinolento acumulado nas cavidades
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e melhor penetracdo do agente fixador. Utilizou-se agua corrente para lavagem das
cavidades, sendo realizadas durante cinco dias consecutivos, a partir do dia da
fixacdo, ou até que ndo houvesse mais a presenca de tal liquido.

Os cadaveres foram transferidos para caixas plasticas com capacidade de
310 litros, com tampa rosqueavel, contendo 180 litros de AE (Figura 2).

Cada grupo foi acondicionado em uma caixa e mantido por diferentes
periodos de tempo, de acordo com seu grupo. As caixas permaneceram em local
fechado, coberto e ventilado. Durante o periodo de lavagem dos cadaveres, 0s
animais foram inicialmente retirados da caixa plastica, o excesso de alcool foi
escorrido, foram procedidas as lavagens e apds a retirada do excesso de agua,
foram novamente acondicionados na caixa plastica de origem.

Apos o periodo de fixacdo em AE, os animais foram transferidos para caixas
plasticas com capacidade de 310 litros e com tampa rosqueavel, contendo Solugéo
Aquosa de Cloreto de Sédio (SACS)? a 30%, por 120 dias. Os grupos foram
acondicionados em caixas individuais, com 180 litros desta solucao.

Com auxilio de etildometro, foi realizada a mensuracdo do &lcool etilico
presente em cada caixa plastica, apos o periodo de fixacdo, para a obtencdo da

graduacdo alcodlica.

Figura 2. Caixa plastica com tampa rosqueavel e capacidade total de 310
litros, utilizada para a manutencdo dos cadaveres de gatos
durante fixagdo em alcool etilico e conservacdo em solucéo
aquosa de cloreto de sodio a 30%. A: caixa aberta, com
visualizagdo dos cadaveres sendo fixados; B: Caixa fechada
com tampa rosqueavel.

2 Agromix® Nutricdo animal — Jaboticabal, SP.
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3.1.3 Método de Colheita de Material

Foram colhidas amostras de pele e jejuno de todos os cadaveres, exatamente
antes da infusdo da solucéo alcodlica (95% AE 96° GL e 5% de glicerina), as quais
foram submetidas imediatamente ao teste de tragcdo biomecéanico. Desta forma, os
cadaveres frescos serviram de controle, pois estes mesmos cadaveres foram
fixados/conservados.

Para a colheita das amostras dos cadaveres frescos e durante o periodo de
fixacdo e conservacao, confeccionou-se um molde de aco inoxidavel de 1 x 5 cm
(largura x comprimento). Optou-se pela utilizacdo da pele e do jejuno, devido a maior
disponibilidade amostral tecidual e pela grande utilizacdo destes no ensino da
técnica cirdrgica. As amostras foram colhidas em triplicata, nos seguintes momentos:

- Grupo 1 (G1): controle (cadaveres frescos); 30 dias de fixagdo em AE e aos
30, 60, 90 e 120 dias de conservagdo em SACS 30%

- Grupo 2 (G2): controle; 30 e 60 dias de fixacdo em AE e aos 30, 60, 90 e
120 dias de conservacao em SACS 30%

- Grupo 3 (G3): controle; 30, 60 e 90 dias de fixacdo em AE e aos 30, 60, 90 e
120 dias de conservacao em SACS 30%

Foram colhidas 1008 amostras durante o presente estudo.

Para a colheita das trés amostras de pele, posicionava-se o cadaver,
inicialmente, em decubito lateral direito. Com o auxilio de bisturi (lamina niamero 23),
contornava-se 0 molde excisando os fragmentos cutaneos, colhendo-se trés
amostras sequenciais em sentido paralelo em relacdo ao comprimento do animal, na
lateral do torax. As colheitas de pele referentes ao momento controle e da fase de
fixacdo em AE foram realizadas no antimero esquerdo e na fase de conservacdo em
SACS 30%, no antimero direito, em todos 0s grupos.

Para a colheita das trés amostras de jejuno, os animais foram posicionados
em decubito lateral direito, exteriorizando-se o jejuno por tragdo manual através da
celiotomia mediana. ApoOs a identificacdo da flexura duodenojejunal, posicionava-se
0 molde de ago sobre o intestino, delimitando-o e seccionando-o com tesoura de

Metzenbaum, em sentido longitudinal (Figura 3). Posteriormente, era realizada a
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seccdo da face mesentérica, expondo-se o lumen, sob o qual era posicionado o
molde para incisdo com lamina de bisturi.

Logo apés a colheita, as amostras de pele ou jejuno foram acondicionadas
em frascos identificados individualmente, contendo a solugéo utilizada no momento
da colheita e imediatamente transportada ao Laboratério de Anatomia Cirdrgica, do
Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal da FCAV — UNESP, Campus de

Jaboticabal, para as analises biomecanicas.

Figura 3. Cadaver de gato fixado em alcool etilico. A: Molde de aco inox (seta) devidamente
posicionado no local da colheita da pele; B: Detalhe da regido de pele incisada; C:
Posicionamento do molde de inox para a colheita de amostras de jejuno; D: amostras de
jejuno colhidas.
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3.1.4 Analise Quanto a Resisténcia dos Tecidos

Para avaliacao da resisténcia tecidual, foi utilizado uma Maquina Universal de
Ensaios®, com célula de carga de 500 N e de suporte de acionamento
eletromecanico com velocidade de 100 mm/min, pertencente ao Departamento de
Morfologia e Fisiologia Animal da FCAV-UNESP, Jaboticabal (Figura 4).

As amostras de pele e jejuno foram submetidas ao teste de forca e
deslocamento até o rompimento tecidual completo, gerando-se valores referentes a

forca maxima aplicada Newtons (N) ou Quilogramas forca (Kgf).

Figura 4. Maquina universal de ensaios biomecénicos (EMIC® DL
2000) utilizada para o teste de tragdo das amostras de pele
e jejuno de gatos submetidos a diferentes tempos de fixagédo
em alcool etilico e conservacdo em solucdo aquosa de
cloreto de sodio a 30%. A: vista geral da maquina; B:
detalhe da garra de acionamento por compressdo manual,
acoplada em célula de carga de 500 N (seta); C: detalhe de
amostra de pele presa nas garras de compressao manual.
Equipamento pertencente ao Departamento de Morfologia e
Fisiologia Animal da FCAV — UNESP — Jaboticabal.

3 EMIC®, modelo DL 2000 — Sdo José dos Pinhais, PR.
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3.1.5 Avaliacdo Microbioldgica e Contagem de Bactérias Aerdbias e

Anaerdbias Meso6filas Totais

Foram colhidas amostras do meio de fixacdo (AE) e conservagdao (SACS
30%) simultaneamente a colheita das amostras de pele e jejuno, nos diferentes
momentos de analise dos trés grupos estudados, além da solucdo alcodlica
previamente ao inicio do estudo. Foi utilizado um frasco de 100 ml, com tampa
rosqueavel, previamente  esterilizado, identificado quanto ao  meio
fixacdo/conservacao, data, grupo e momento avaliado (Figura 5). Apés a colheita, o
material foi devidamente encaminhado ao Laboratério de Microbiologia da FCAV-
UNESP, Jaboticabal para a realizacdo das analises microbiolégicas.

A quantificacdo das bactérias mesdfilas aer6bias e anaerodbias facultativas
viaveis foi realizada utilizando a técnica de plaqueamento em profundidade, também

conhecida como Pour Plate.

o Harines , Ch. 2l
- Foor. panal ChE TN 0T

Figura 5. Em A, frasco de vidro com capacidade de 100 ml e tampa rosqueavel,
previamente esterilizado e contendo solugéo utilizada na conservagéo
dos cadaveres de gatos. Em B, frasco devidamente identificado, quanto
a data, grupo, solugdo e momento avaliado.

Nesta técnica, dilui-se a amostra em até cinco vezes, em que para cada

diluicdo, utiliza-se 1,0 ml como in6culo, em duplicata, distribuidos em placas de Petri
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previamente esterilizadas. Posteriormente, verte-se o meio fundido e esfriado a 45°C
em banho-maria, sobre a placa de Petri contendo a suspenséo diluida da amostra. O
material € homogeneizado através de movimentos circulares no sentido horario e
anti-horario, repetidos por cerca de 10 vezes. Apés a solidificacdo do meio, as
placas foram incubadas em estufas na temperatura e atmosfera apropriadas, por 24
horas (Figura 6).

Para tal, as placas para contagem de microrganismos aerdbicos foram
armazenadas diretamente em estufa bacterioldgica, enquanto as placas para
contagem de microrganismos anaerdbios foram armazenadas em jarras de
anaerobiose com a utilizagdo de Aneroback (Probac) a 37°C por 24 horas. A

contagem da Unidade Formadora de Col6nia (UFC) foi realizada através de lupa.

Figura 6. Estufa bacterioldgica e de esterilizacdo, utilizadas para
incubacdo das colbnias de bactérias e para esterilizacdo
dos frascos e demais materiais utilizados, respectivamente,
pertencentes ao setor de microbiologia da FCAV — UNESP
— Jaboticabal.

ApOs a contagem, foram isoladas cinco colénias de cada placa, com
caracteristicas fenotipicas diferentes uma das outras, em agar BHI (Brain Heart

Infusion), sendo entéo incubadas a 37°C por 24 horas para posterior identificacéo.
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3.1.5.1 Identificacdo Bacteriana

As colbnias foram submetidas a coloracéo de Gram para classificacao inicial e
entdo semeadas em meios de cultura seletivos para os géneros analisados, sendo
eles: Agar Mac Conkey, para avaliacdo de Pseudomonas e Escherichia coli; Agar
Sulfito Polimixina Sulfadiazina (SPS), para identificagdo do género Clostridium; Agar
Base Mannitol Yolk Polymyxin (MYP), para isolamento de Bacillus; e Agar Sangue
Azida para identificacdo de Staphylococcus.

Apés incubacédo a 37°C por 24 horas, os isolados foram avaliados novamente
pelo método de Gram quanto a morfologia celular, e posteriormente, foram
submetidas as provas bioquimicas especificas para confirmacdo de cada género ou
espécie (BARROW; FELTHAM, 1993).

3.1.6 Analise Estatistica

Inicialmente foi realizada a andlise de variancia (ANOVA) para verificar se
houve diferenca entre as médias nos momentos avaliados. Posteriormente, foi
aplicado o teste de Tukey (p<0,05) nos grupos que apresentaram diferenga entre as
meédias. Neste teste, comparou-se a média individual de cada momento, com a
meédia do momento controle, indicando se houve diferenca entre elas. Foi utilizado o
programa computacional Graphpad Prism 6 para a execucdo das analises
estatisticas.

O ajuste de curvas foi realizado pelo método dos quadrados minimos
ordinarios por meio de modelos quadraticos, sendo a variavel dependente o
alongamento e a variavel independente a forca aplicada. Foi utilizado o programa

Microsoft Excel®.
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3.2Segunda Fase

Apoés a identificacdo do melhor momento para a interrupcdo da fixacao
alcodlica devido a maior semelhanca aos cadaveres frescos, foram preparados
quimicamente 10 cadaveres de gatos, cinco machos e cinco fémeas, seguindo o
mesmo protocolo utilizado na primeira fase do trabalho, apds anélise dos resultados
biomecanicos, sendo escolhido o melhor momento de interrupcdo da fixacdo no
alcool, em relacdo a maior proximidade do grupo controle, propiciando o preparo de
cadaveres com caracteristicas morfoldgicas mais proximas do real (G2).

Estes cadaveres foram fornecidos a 50 alunos do sexto semestre letivo do
Curso de Graduacdo em Medicina Veterinaria da FCAV — UNESP Céampus de
Jaboticabal, durante a disciplina de Técnica Cirurgica, para o desenvolvimento das
diversas  praticas operatorias. Posteriormente, foram submetidos ao

formulario/questionario (Figura 7) a seguir, preenchido apés o término das aulas:



FORMULARIO/QUESTIONARIO

Os pardmetros devem ser respondidos baseando-se na facilidade/dificuldade para
execucdo da Técnica Cirdrgica e na aparéncia morfolégica dos cadaveres quanto a

simulacdo mais préxima do que seria considerado real.

Devem ser atribuidos valores de 1 (péssimo) a 10 (excelente).

Resisténcia da pele quanto a incisdo/sutura

Resisténcia da musculatura quanto a incisao/sutura

Resisténcia do estdmago quanto a incisdo/sutura

Resisténcia do intestino quanto a incisdo/sutura

Resisténcia da bexiga urinaria quanto a incisdo/sutura
Maleabilidade dos Intestinos

Maleabilidade do Baco
Maleabilidade do Figado
Adaptado de Silva, Matera e Ribeiro (2007).

1. Antes de este procedimento cirirgico comecar, vocé era a favor ou confra o uso
de cadaveres no ensino da técnica cirtrgica?

a) ()afavor

b) () contra

2. Vocé mudou sua opinido?
a) ()sim
b) () néo

3. Que fipo de aula vocé prefere ou prefeniria para o ensino do freinamento cirdrgico

(Técnica Cirirgica)?

a) Treinamento em modelos sintético, como bastidores, bonecos plasticos ou de
silicone ou espumas, seguido por pratica em animais da rotina do HY;

b) Treinamento em pequenas pecas frescas, como lingua bovina e coxa de
frango, seguindo por pratica cirdrgica em animais da rotina do HY;

c) Treinamento em cadaveres quimicamente conservados, seguido por pratica
cirargica em animais de rotina do HV;

Figura 7. Modelo de formulario aplicado aos alunos do curso de Medicina Veterinaria
da FCAV — UNESP - Jaboticabal, para a avaliacdo da aceita¢do e qualidade
dos cadaveres de gatos quimicamente conservados.
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3.2.1 Anédlise Descritiva dos Resultados

Com os valores atribuidos pelos discentes, foi calculada a média e o desvio-
padrao de cada item a fim de verificar/quantificar a facilidade/dificuldade para
execucao da técnica cirurgica, além de se determinar se a maleabilidade visceral
dos cadaveres simulou ou ndo o que seria considerado proximo do real.

As outras questdes foram utilizadas para avaliar a opinido dos alunos quanto
ao uso de cadaveres guimicamente conservados no ensino da técnica cirurgica
antes e apos o uso do modelo testado.

Os termos utilizados nesta pesquisa estdo de acordo com a Nomenclatura
Anatdmica Veterinaria llustrada (SCHALLER, 1999).
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4 RESULTADOS

4.1 Primeira Fase

O emprego da técnica anatdmica utilizando AE e SACS 30% mostrou-se
eficiente para a fixagdo e conservacao, respectivamente, dos gatos durante todo o
experimento. No periodo de conservacdo em SACS 30%, houve pouca liberacédo de
gordura dos cadaveres na solucdo presente nas caixas plasticas. Em nenhum
momento houve dificuldade na manipulacao e colheita das amostras.

Observou-se que durante a fixagdo em AE, houve discreto enrijecimento da
pele e jejuno no manuseio das amostras e, posteriormente, aumento da
maleabilidade tecidual durante o periodo de conservacdo em SACS 30%.

Ao final do periodo de fixagdo em AE, apdés a mensuracdo com etilébmetro,
observou-se que a densidade alcodlica permaneceu entre de 85 a 89°GL,
demonstrando 6tima quantidade de alcool na solucao, favorecendo a correta fixacéo
dos cadaveres a serem colocados na SACS 30% por 120 dias.

A partir dos dados gerais da forca maxima de ruptura das amostras de pele
submetidas ao teste biomecanico de tracdo, observou-se que ndo houve diferenca
entre as médias da forca maxima de ruptura (N) em nenhum dos momentos do
grupo 1 (p= 0,2), grupo 2 (p=0,9) e grupo 3 (p=0,06), ao nivel de significancia de 5%
pelo teste ANOVA. Desta forma, foi observado que ao final do periodo de fixacao, o
grupo 2 apresentou menor variacao na forca necesséria para a ruptura das amostras
de pele, com a diferenca entre médias de 2,96N, enquanto que a diferenca entre
médias para os grupos 1 e 3 foi de 51,64N e 40,42N, respectivamente, para as
amostras no final do periodo de fixacdo (Tabela 2). Nao houve diferenca entre os

momentos de conservacdo em SACS 30% e o momento controle, em nenhum

grupo.
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Tabela 2. Andlise da forga maxima de ruptura em N, referente as amostras de pele dos grupos 1, 2 e
3, submetidos a diferentes tempos de fixagdo em dlcool etilico e conservagcao em solugéo
aquosa de cloreto de sédio 30% (SACS 30%).

Momentos avaliados (Valor
Controle M1 M2 M3 M4 M5 de P)*
Forga (N) 212,47 160,83 169,38 173,92 190,28 168,69

Grupo Parametros

Desvio 82,77 68,81 77,07 98,05 7055 7821
Gl padrao 02
Diferenca '
entre as - 51,64 43,09 38,55 22,19 43,78
médias
Forca (N) 214,82 211,86 227,73 21571 220,74 217,35
Desvio 136,00 137,50 129,10 147,50 114,60 146,20
padréo
G2 . 0,9
Diferenca
entre as ; 296  -1291  -0,89 5,92 2,53
médias
Forca (N) 199,48 159,06 153,70 17562 171,56 156,81
Desvio 68,79 61,18 67,83 5494 6194 61,79
padréo
G3 . 0,06
Diferenca
entre as - 40,42 45,78 23,86 27,92 42,67
médias

! Valor de P= Diferenca ao nivel de 5% de significancia pelo teste ANOVA.

Momentos: Controle (amostras frescas/sem fixador ou conservante; M1 (final do periodo de fixagédo
em AE: 30 dias para o grupo 1; 60 dias para o grupo 2; 90 dias para o grupo 3); M2 (30
dias de conservacdo em SACS 30%); 3 (60 dias de conservacdo em SACS 30%); 4 (90
dias de conservacdo em SACS 30%) e 5 (120 dias de conservacéo em SACS 30%).

Para as amostras de jejuno, foi observado que n&o houve diferenca em
relacdo a forca maxima entre os momentos de fixacao e conservagao, em relacéo ao
momento controle, ao nivel de significancia de 5% pelo teste ANOVA, para o grupo 1
(p= 0,21), grupo 2 (p= 0,69) e grupo 3 (p= 0,18). Durante o periodo maximo de
fixacdo em AE (M1), o grupo 1, correspondente a 30 dias de fixacdo em AE,
apresentou menor diferenca entre médias (1,58N), estando desta forma, mais
préximo do momento controle, seguido do grupo 2 (2,02N) e grupo 3 (2,98N),
respectivamente. Durante o periodo de conservacdo em SACS 30% ndo houve

diferenca entre os momentos de conservacao e momento controle (Tabela 3).
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Tabela 3. Andlise da forga méxima de ruptura em N, referente as amostras de jejuno dos grupos 1, 2 e
3, submetidos a diferentes tempos de fixacdo em alcool etilico e conservagdo em solugéo
aquosa de cloreto de sédio 30% (SACS 30%).

Grupo Parametros Momentos avaliados (Valor
P Controle M1 M2 M3 M4 M5 _ deP)

Forca (N) 27,12 2554 2422 2292 20,11 21,93

Daej;’g'lg 11,67 10,79 10,98 1255 895 537
G1 P 0,21
Diferenca
entre as - 1,58 2,9 42 7,01 5,19
médias
Forca (N) 31,27 2925 26,17 3057 29,66 25,09
Desvio 19,14 11,82 16,18 13,77 13,67 10,67
padrao
G2 . 0,69
Diferenca
entre as - 2,02 51 0,7 1,61 6,18
médias
Forca (N) 22,53 20,02 24,74 24,04 2452 2389
Desvio 7.68 220 722 926 722 681
padréo
G3 . 0,18
Diferenca
entre as - 2,51 -2,21 -1,51 -1,99 -1,36
médias

“:Valor de P= Diferenca ao nivel de 5% de significancia pelo teste ANOVA.

Momentos: Controle (amostras frescas/sem fixador ou conservante; M1 (final do periodo de
fixagcdo em AE: 30 dias para o grupo 1; 60 dias para o grupo 2; 90 dias para o
grupo 3); M2 (30 dias de conservacdo em SACS 30%); 3 (60 dias de
conservagdo em SACS 30%); 4 (90 dias de conservacdo em SACS 30%) e 5
(120 dias de conservacdo em SACS 30%).

A partir dos dados do alongamento maximo necessario para a ruptura das
amostras de pele submetidas ao teste biomecéanico de tracdo, observou-se que
houve diferenca, ao nivel de significancia de 5% pelo teste ANOVA, entre as médias
do grupo 1 (p<0,0001), grupo 2 (p<0,0001) e grupo 3 (p<0,0001). No entanto, no
grupo 2 nao houve diferenca entre os valores dos momentos em relacdo ao
momento controle e a diferenca entre as médias, referentes ao periodo maximo de
fixacdo em AE, apresentou uma menor variagcdo em relagdo ao momento controle (-
0,21mm), sendo desta forma, o grupo mais semelhante aos animais frescos.

Durante o periodo de conservacdo em SACS 30%, o teste de Tukey ndo
revelou diferenca entre os momentos dentro dos grupos 1 e 2 em relagdo aos seus
momentos controle. Entretanto, para os momentos de 30 e 60 dias de conservacgao
(M2 e M3) do grupo 3, foi observado que houve diferenca em relacdo ao momento

controle (Tabela 4).
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Tabela 4. Andlise do alongamento necessario para a ruptura das amostras de pele dos grupos 1, 2 e 3,
submetidos a diferentes tempos de fixagdo em alcool etilico e conservacdo em solucao
aquosa de cloreto de sédio 30% (SACS 30%).

Grupo Parametros Momentos avaliados (Valog
Controle M1 M2 M3 M4 M5 de P)
Alongamento™ 4,20 5,19 4,51 405 390 3,82
Desvio 1,29 117 092 072 054 0,69
G1 padrdo <0,0001
Diferenca '
entre as - -0,99* -0,31 0,15 0,30 0,38
médias
Alongamento1 3,90 411 4,21 3,92 3,66 3,32
Desvio
adrio 1,37 0,87 0,93 0,69 0,60 0,71
G2 P <0,0001
Diferenca
entre as - -0,21 -0,31 -0,02 0,24 0,58
meédias
Alongamento™ 2,92 4,02 4,06 3,84 3,97 3,30
D:j;’élg 0,45 075 087 108 105 077
G3 P <0,0001
Diferenca
entre as - -1,20* -1,14* -0,92* -1,05 -0,38
médias

': Valores expressos em milimetro (mm).
%:Valor de P= Diferenca ao nivel de 5% de significancia pelo teste ANOVA.
* Diferenca ao nivel de 5% de significAncia pelo teste de Tukey.

Momentos: Controle (amostras frescas/sem fixador ou conservante; M1 (final do periodo de
fixacdo em AE: 30 dias para o grupo 1; 60 dias para o grupo 2; 90 dias para o
grupo 3); M2 (30 dias de conservagdo em SACS 30%); 3 (60 dias de conservagéo
em SACS 30%); 4 (90 dias de conservagdo em SACS 30%) e 5 (120 dias de
conservagdo em SACS 30%).

Em relacdo ao alongamento maximo necessario para a ruptura das amostras
de jejuno, foi observado que houve diferenca ao nivel de significancia de 5% pelo
teste ANOVA, entre as médias do alongamento dos diferentes momentos em todos
no grupo 1 (p= 0,001), grupo 2 (p = 0,05) e grupo 3 (p= <0,0001). No entanto, as
diferencas observadas no grupo 2 sdo entre as médias referentes aos momentos de
fixac&o e conservacao, e ndo em relagdo ao momento e 0 momento controle (Tabela
5). Foi observado que o grupo 2 apresentou menor diferenca entre as médias, em
relacdo ao momento maximo de fixacdo em AE (M1= -0,01N) e momento controle,
seguido pelo grupo 1 (-0,75mm) e grupo 3 (1,17mm).

Durante o periodo de conservacdo em SACS 30%, o0 grupo 2 ndo apresentou

diferenca em nenhum dos momentos avaliados, enquanto que para o grupo 1 (M2= -
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1,27mm) e grupo 3 (M2= 1,28mm, M3= 1,74mm, M4= 1,17mm e M5= 1,83mm), foi
observada diferenca em relagéo ao grupo controle, a partir do teste de Tukey.

Foi observada diminuicdo no alongamento das amostras do grupo 3 (90 dias
de fixacdo), indicando que houve aumento gradual no enrijecimento do material
avaliado, podendo ser justificado pela permanéncia prolongada em AE, visto que
este agente causa desidratacdo dos tecidos, tornando-os ao longo do tempo, mais

rigidos.

Tabela 5. Andlise do alongamento necessério para a ruptura das amostras de jejuno dos grupos 1, 2
e 3, submetidos a diferentes tempos de fixacdo em &lcool etilico e conservacdo em
solucdo aquosa de cloreto de sédio 30% (SACS 30%).

Grupo Parametros Momentos avaliados (Valog
Controle M1 M2 M3 M4 M5 de P)
Alongamento™ 2,41 3,16 3,67 2,87 2,47 2,59
Dej‘ﬁ'o 0,80 051 152 1,37 093 099
G1 padrao 0,001
Diferenca
entre as - -0,75 -1,27* -0,47 -0,061 -0,18
médias
Alongamento™ 2,79 2,80 2,53 2,83 2,46 2,24
pesvio 079 073 103 157 094 1,05
G2 P 0,05
Diferenca
entre as - -0,01 0,26 -0,04 0,33 0,55
médias
Alongamento™ 4,26 3,09 2,98 2,52 2,55 2,43
Daejlyélg 2,24 1,30 121 1,31 1,57 1,08
G3 P <0,0001
Diferenca
entre as - 1,17 1,28* 1,74* 1,71* 1,83*
médias

' Valores expressos em milimetro (mm).
%Valor de P= Diferenca ao nivel de 5% de significancia pelo teste ANOVA.
* Diferenca ao nivel de 5% de significancia pelo teste de Tukey.

Momentos: Controle (amostras frescas/sem fixador ou conservante; M1 (final do periodo de
fixacdo em AE: 30 dias para o grupo 1; 60 dias para o grupo 2; 90 dias para o
grupo 3); M2 (30 dias de conservacdo em SACS 30%); 3 (60 dias de conservagéo
em SACS 30%); 4 (90 dias de conservacdo em SACS 30%) e 5 (120 dias de
conservagdo em SACS 30%).

Os valores das medianas dos coeficientes (R?) encontradas entre forca (N) e
alongamento (mm), em relacéo as médias do momento controle para as amostras de

pele, dos grupos 1, 2 e 3, foram 0,65, 0,72 e 0,42, respectivamente (Figura 8),
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indicando que houve correlacdo de 65%, 72% e 42% entre a for¢ca e o alongamento

necessario para romper as amostras de pele, no decorrer do tempo.
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Figura 8. Correlacdo entre a média do alongamento (mm) e da forca méaxima de ruptura
(N) das amostras de pele, em relagdo aos valores controle, de cadaveres de
gatos fixados por 30, 60 e 90 dias em AE e conservados em SACS (30%),
referentes aos grupos 1, 2 e 3, respectivamente.

Para as amostras de jejuno, os valores das medianas dos coeficientes (R?)
entre a Forca (N) e o alongamento (mm), dos grupos 1, 2 e 3, foram de 0,58, 0,66 e
0,45, respectivamente, indicando desta forma que, houve correlagéo de 58%, 66% e
45 % entre a forca e o alongamento necessario para o rompimento total das

amostras de jejuno, para 0s grupos 1, 2 e 3, respectivamente (Figura 9).
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Figura 9. Correlacao entre a média do alongamento (mm) e da for¢a maxima de ruptura (N) das
amostras de jejuno, em relagcdo aos valores controle, de cadaveres de gatos fixados
por 30, 60 e 90 dias em AE e conservados em SACS (30%), referentes aos grupos 1,
2 e 3, respectivamente.

Como o grupo 2 apresentou os melhores resultados referente a forca maxima
de ruptura da pele, ao alongamento da pele e ao do jejuno, além dos mais altos
coeficientes de determinacéo (R?) da forca em relagéo ao alongamento (da pele e do
jejuno), considerou-se este grupo como o ideal para a fixacdo por AE e conservagao
por SACS visando ao treinamento cirirgico em cadaveres de gatos.

As analises microbiolégicas das solucdes utilizadas nos diferentes momentos
de fixacdo e conservacao dos cadaveres dos gatos estudados indicaram condi¢cdes
satisfatorias para o emprego do AE e da SASC 30%, respectivamente, para essa
finalidade. Nao houve crescimento microbiano na solucédo alcoodlica previamente ao
inicio do experimento.

A identificacdo e quantificacdo microbiologica dos principais agentes
presentes nas solucdes utilizadas para a fixagdo e conservacdo das pecas
anatbmicas, em momentos distintos e nos trés grupos avaliados estdo descritas a
seguir, nas tabelas 6, 7 e 8, referentes aos grupos 1, 2 e 3, respectivamente.

No Grupo 1, observou-se que durante o periodo de fixacdo houve

contaminagcdo da solugdo com bactérias dos Géneros Pseudomonas sp,
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Staphylococcus sp., Clostridium sp. mas em valores abaixo de 1,0x10 UFC/mL para
Aerdbios totais e Anaerdbios totais, respectivamente. Durante o periodo de
conservacao, também houve contaminacdo em todos o0s momentos, e foram
identificadas bactérias dos Geéneros Pseudomonas sp, Staphylococcus
sp.,Clostridium sp., e também a presenca de fungo. Os valores mantiveram-se entre

1,0x10 e 7,0x10 UFC/mL para Aerobios totais e Anaerdbios totais.

Tabela 6. Identificacéo e quantificacdo microbiolégica do grupo 1, de animais fixados por 30 dias em
AE e conservados por 120 dias em SACS 30%.

GRUPO 1
Dias Aerdbios totais Anaerdbios totais )
Solugao Agentes isolados
(UFC/mL) (UFC/mL)
0 AE 0 0 -
Pseudomonas sp, Staphylococcus
30 AE <10x10 <1,0x10 o
sp.,Clostridium sp.
Pseudomonas sp, Staphylococcus
30 SACS <1,0x10 2,2x10 .
sp.,Clostridium sp.
Staphylococcus sp., Clostridium sp.,
60 SACS 52x10 3,7x10
Fungo
90 Staphylococcus sp., Clostridium sp.,
SACS 3,0x10 7,0x10
Fungo
120 SACS 1,1 x 10 7,0x 10 Clostridium sp., Fungo.
Total - 11,3x 10 20,9x10 -

Também houve presenca de agentes contaminantes, no grupo 2, destacando-
se a presenca dos Géneros Bacillus sp. e Clostridium sp no periodo de fixacéo
alcodlica, entretanto os valores das contagens de UFC/mL foram abaixo de 1,0x10.

Os principais agentes isolados nos momentos de conservagdo em SACS 30%
foram Clostridium sp, Bacillus sp, Staphylococcus sp, alem de fungo aos 90 dias de
conservagao. O valor maximo de UFC/mL observado durante a conservagéo foi de
9,0x10.
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Tabela 7. Identificacdo e quantificacdo microbiol6gica do grupo 2, de animais fixados por 60 dias em
AE e conservados por 120 dias em SACS 30%.

GRUPO 2
) Aerobios totais Anaerdbios totais )
Dias Solugéao Agentes isolados
(UFC/mL) (UFC/mL)
0 AE 0 0 -
60 AE <1,0x 10 <1,0x 10 Clostridium sp., Bacillus sp.
30 SACS <1,0x 10 40x10 Clostridium sp., Bacillus sp..
60 SACS 3,0x10 2,0x 10 Clostridium sp., Bacillus sp.
Staphylococcus sp., Clostridium sp.,
90 SACS <1,0x10 9,0x 10
Fungo
120 SACS 2,0x 10 2,0x 10 Clostridium sp.
Total - 8,0x10 18 x 10 -

No Grupo 3, foram isolados Staphylococcus sp. e Clostridium sp durante a
fixacdo alcoodlica, como valor maximo de UFC/mL de 2,3 x 10. Durante todos os
momentos de conservacdo em SACS 30%, bactérias do género Clostridium sp.,

foram isoladas. Os valores mantiveram-se entre 1,0x10 e 3,0x10 UFC/mL.

Tabela 8. Identificacéo e quantificacdo microbiol6gica do grupo 3, de animais fixados por 90 dias em
AE e conservados por 120 dias em SACS 30%

GRUPO 3
Dias Solugso Aerdbbios totais Anaerdbios totais Agentes isolados
(UFC/mL) (UFC/mL)
0 AE 0 0 -
30 AE <1,0x10 1,2x10 Staphylococcus sp., Clostridium sp.
60 AE 1,7x10 2,3x10 Staphylococcus sp., Clostridium sp.
90 AE <1,0x 10 <1,0x10 Staphylococcus sp., Clostridium sp.
30 SACS 3,0x 10 3,0x10 Clostridium sp.
60 SACS <1,0x10 <1,0x 10 Clostridium sp.
90 SACS <1,0x10 <1,0x 10 Clostridium sp.
120 SACS <1,0x10 <1,0x 10 Clostridium sp.
Total - 9,7 x10 10,5x 10 -

Apesar de haver contaminagdo em todos os momentos de fixagcdo e

conservagao nos trés grupos avaliados, a contagem de UFC/mL sempre se manteve
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baixa, a inspecao visual ndo revelou sinais de contaminacéo no contetdo das caixas

plasticas utilizadas, ndo houve presenca de odor desagradavel e nem putrefacéao.

4.2Segunda Fase

As médias das notas e dos desvios padrdo dos itens avaliados apos a
utilizacdo de cadaveres de felinos submetidos a nova técnica anatémica de preparo,
apos a identificacdo do melhor momento de interrupcdo da fixacdo alcodlica,
mediante a aplicacédo do formuléario fornecido aos 50 alunos da disciplina de Técnica
Cirargica do curso de Graduagdo em Medicina Veterinaria da FCAV — UNESP,
Jaboticabal, na segunda fase do trabalho, estdo expressas na tabela 9.

Com base na analise dos dados, observou-se que a nota média geral da
resisténcia e maleabilidade dos tecidos foi de 7,68+1,74, ou seja, classificada como

boa pelos alunos.

Tabela 9. Valores médios das notas e desvios padrao da avaliagdo realizada por 50 alunos da
disciplina de técnica cirargica de pequenos animais da FCAV-UNESP, Cémpus de
Jaboticabal, mediante a aplicacdo de questionéario, apés o uso de cadaveres de gatos
fixados em AE e conservados em SACS 30 %, em aula pratica. Os valores propostos
variam de 1 (péssimo) a 10 (excelente).

Média Desvio

Padréo
Resisténcia da pele quanto a incisao/sutura 7,94 1,60
Resisténcia da musculatura quanto aincisao/sutura 7,98 1,39
Resisténcia do estbmago quanto a incisdo/sutura 8,12 1,33
Resisténcia do intestino quanto a incisédo/sutura 7,54 1,72
Resisténcia da bexiga urinaria quanto a incisao/sutura 7,58 1,79
Maleabilidade dos Intestinos 7,78 1,58
Maleabilidade do Baco 7,34 2,24
Maleabilidade do Figado 7,14 2,28

Média Geral 7,68 1,74
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Em relagdo as questdes presentes no questionério, 92% dos alunos
mostraram-se a favor da utilizacdo de cadaveres no ensino da técnica cirurgica. A
mesma porcentagem manteve a opinido apos o uso de cadaveres de felinos
preparados com a nova técnica anatdbmica em questdo, em aula pratica de técnica
cirargica. A opcdo pelo treinamento em cadaveres quimicamente conservados,
seguido por prética cirdrgica em animais de rotina no Hospital Veterinario, foi de
90%.
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5 DISCUSSAO

A utilizacdo de AE como agente fixador mostrou-se eficiente para os
cadaveres de gatos, similarmente ao observado em cadaveres de caes para
treinamento cirdrgico (ROCHA, 2016).

O emprego de alcoois na fixacdo de cadaveres humanos por periodo de 6
meses a 1 ano (GOYRI-O'NEILL et al., 2013), e o uso de AE na fixagao de céaes, por
até 120 dias (ROCHA, 2016) manteve a qualidade tecidual semelhante a do tecido
fresco. Tais resultados assemelham-se aos observados no presente estudo,
mediante analise biomecanica das amostras de pele e jejuno de gatos.

O uso de solucdo aquosa de cloreto de sédio a 30% ja foi avaliada e mostrou-
se eficiente na conservacao de pecas anatdbmicas previamente fixadas com solucao
de formaldeido, por um periodo de até cinco anos, ndo havendo contaminacao
visual aparente, odores indesejados, perda na maciez e coloracdo (OLIVEIRA,
2014). A utllizacdo desta mesma solugdo, também se mostrou eficaz na
conservacdo de caes previamente fixados com &lcool etilico por até 120 dias
(ROCHA, 2016) e isto também foi observado no presente estudo com cadaveres de
gatos, semelhantemente ainda aos resultados obtidos na conservacéo de pericardio
canino em solucdo hipersaturada de cloreto de sodio por até 30 dias, para fins
cirdrgicos (BRUN et al., 2002).

Alteracdes 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., 2012), em testes biomecanicos de cisalhamento.
Na utilizagdo de AE como fixador foi observado o aumento da rigidez tecidual,
tornando-0s quase cinco vezes mais rigidos ao corte durante os primeiros seis
meses, e trés vezes mais rigidos apds um ano de imersao neste agente (NUNES et
al., 2011). Diferentemente, neste presente estudo, a forca maxima de ruptura no
teste de tracdo de pele e jejuno, por até 90 dias de fixacdo em AE, nao
apresentaram grande variacdo em relacdo a forca maxima de ruptura da pele e

jejuno do grupo controle (cadaveres nao fixados).
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A pele dos cadaveres de gatos frescos, com peso médio de 4,43+1,13 kg,
apresentou forca maxima de ruptura de 209,26N, diferentemente do valor de
131,3N, para cadaveres de caes frescos, com peso médio de 7,58+1,55 kg e
submetidos ao mesmo protocolo e em teste de tragdo com a mesma velocidade de
alongamento. No jejuno dos cadaveres de gatos, a forca maxima de ruptura foi de
26,97N, e muito semelhante aos 27,6N nos cadaveres de caes (ROCHA, 2016).

Os valores médios de ruptura da pele de cadaveres de gatos fixados por AE
por 30 a 90 dias variaram de 159,06+61,18N a 211,86+137,50N, semelhantemente a
variacdo de valores de 131,1+53,6N a 177,5+86,6N para cadaveres de cdes. Em
relacdo aos valores médios de ruptura do jejuno nos cadaveres de gatos fixados
pelo mesmo agente e periodo, estes variaram de 20,0245,29N a 29,25+11,82N,
diferentemente aos valores de 14,0+5,1N a 18,5+9,7N para os cadaveres de caes.
Os valores médios de ruptura da pele nos gatos conservados por SACS 30% por 30
a 120 dias variaram de 153,70+67,83N a 227,73+129,10N, diferentemente dos
valores de 106,6451,0N a 148,7+83,3N nos cadaveres de cdes. No jejuno dos
cadaveres de gatos conservados pelo mesmo agente e periodo, os valores variaram
de 20,11+8,95N a 30,57+13,77N, diferentemente dos valores de 12,9+51N a
18,5+9,7N para os cadaveres de cdes (ROCHA, 2016).

A eficacia da SACS 30% na conservacao dos tecidos pode ser observada na
manutencdo dos cadaveres ao longo dos 120 dias para a pratica cirargica. Além
disso, houve estabilizacdo da forca maxima de ruptura das amostras de pele (média
G2, 215,71+147,50 a 227,73+129,10N) e jejuno (média G3, 23,89+6,81 a
24,74+7,22N) apos o periodo de fixagdo em AE por até 90 dias. Entretanto, devido
ao efeito desidratante promovido pelo AE, observou-se nas amostras de jejuno,
durante o periodo de conservacdo em SACS 30%, diminuicdo do alongamento
necessario para a ruptura, indicando discreto aumento de rigidez. Tal fato discorda
dos resultados obtidos em cadaveres de caes fixados e conservados pelo mesmo
protocolo, ao observar que nao houve diferenca nos valores de ruptura total das
amostras de pele e jejuno de cées, conservados por até 120 dias em SACS 30%,
apos fixacdo em AE (ROCHA, 2016).

Durante o periodo de fixacdo alcodlica e conservagao salina dos cadaveres

de gatos, a contaminacdo microbiolégica das solu¢cdes permaneceu sempre baixa
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semelhantemente ao observado nas solucdes fixadoras e conservadoras de
cadaveres de cdes submetidos ao mesmo protocolo (PEREIRA et al., 2016).

Em relacédo aos agentes microbioldgicos isolados na SACS 30% utilizada por
até 120 dias, houve predominio de bactérias do género Clostridium sp., e
Staphylococcus sp., diferentemente do encontrado na mesma solucdo utilizada em
cadaveres de cédes, na qual houve predominio dos géneros Pseudomonas sp., E.
coli e Bacilus (PEREIRA et al., 2016).

O numero de microrganismos observados no presente estudo foi de no
méximo 10* UFC/mL. Apesar de n&o existir uma norma que estabeleca a contagem
bacteriana minima permitida para conservantes de cadaveres, pode-se fazer uma
comparacao com outros trabalhos para ilustrar que a quantidade de microrganismos
detectada foi baixa, comprovando que o método de conservacao foi eficiente. Em
experimento realizado com in6culo de patégeno, a concentracao utilizada para que a
bactéria fosse capaz de causar doenca no hospedeiro foi de 10° UFC/mL
(RIGOBELO et al., 2016). J4 em experimentos que utilizaram probidticos, os autores
afirmam que a concentracdo para as bactérias causarem o0s beneficios esperados
deve ser = 10° UFC/g (KURU et al, 2017). Esses dados mostram que para causarem
o efeito, sejam positivos através de probiéticos ou negativos através de patdgenos, a
quantidade de UFC deve ser acima de 10%. Ainda, existem padrdes microbiolégicos
sanitarios para alimentos que estabelecem limites na contagem de microrganismos
em frutas, hortalicas, carne, pescado, leite e derivados, entre outros (BRASIL, 2001).
A tolerancia varia de acordo com o microrganismo, mas atinge até 10°. Este dado
evidencia que 10° é uma concentracdo considerada baixa, pois garante que n&o
causara dano ao consumidor, e nosso trabalho encontrou concentracbes menores
que esta.

A baixa contagem de UFC/mL presente na SACS 30% nao prejudicou sua
qualidade na conservacdo de cadaveres de gatos, ndo sendo observada
contaminacdo visual aparente, presenca de odor desagradavel ou putrefagéo,
durante todo o periodo avaliado, similarmente ao descrito na conservagéo de pecas
anatomicas por até cinco anos (OLIVEIRA, 2014), na conservacao de cadaveres de
cées fixados por AE e conservados em SACS 30% por até 120 dias (ROCHA, 2016),



52

e na conservacdo de pericardio canino por um periodo minimo de 90 dias em
solucéo hipersaturada de cloreto de sodio, para fins cirdrgicos (BRUN et al., 2002).

O sucesso no uso da SACS a 30% pode ser sugerido pela dificuldade de
sobrevivéncia de microrganismos em um meio que exija enorme capacidade de
osmorregulacdo, similarmente ao que ocorre nos oceanos (MUNRO; GAUTHIER,;
BREITTMAYER. 1989) e no mar morto (NISSEMBAUM, 1975).

Em relacdo ao questionario fornecido aos 50 alunos da disciplina de Técnica
Cirargica de Pequenos Animais da FCAV-UNESP, Campus de Jaboticabal, houve
aprovacao de 92% quanto a utilizacdo de cadaveres quimicamente preservados no
ensino da cirurgia, e 90% foram a favor do treinamento cirdrgico inicial neste tipo de
modelo, seguido por pratica em animais submetidos a cirurgia eletiva em Hospital
Veterinario. Isto é similar aos resultados obtidos por Silva, Matera e Ribeiro (2003),
com 93,29%, e Rocha (2016), com 75,67% dos alunos a favor da utilizagdo do
treinamento cirargico nessas duas etapas, o que indica a necessidade do
desenvolvimento de novos métodos de ensino da técnica cirdrgica.

A média geral da avaliacdo dos alunos em relacdo a resisténcia e
maleabilidade dos tecidos dos cadaveres de gatos submetidos a presente técnica
anatbmica de preparo, foi de 7,68+1,74, sendo considerada como boa, similarmente
aos resultados obtidos, a partir da resisténcia e maleabilidade de cadaveres de cées
submetidos a fixagdo em AE e conservados em SACS 30% por até 120 dias, com
média geral de 7,39+1,45 (ROCHA, 2016).

A boa receptividade dos graduandos mediante o treinamento cirargico em
cadaveres quimicamente preparados condiz com o descrito na literatura (KNIGHT,
2007). Em paises como Canada e Estados Unidos, a maioria das universidades
possuem métodos alternativos para o treinamento dos alunos, evitando o uso de
animais vivos e reduzindo consideravelmente o numero de animais submetidos a
eutanasia (BALCOMBE, 2000).



53

6 CONCLUSAO

Mediante a realizacdo deste estudo, conclui-se que:

- a técnica anatdmica utilizada mostrou-se eficiente tanto na fixagdo quanto na
conservacao de cadaveres de gatos por até 7 meses;

- 0 momento ideal para a interrupcdo da fixacdo de cadaveres de gatos em
AE é de 60 dias, visando o ensino da técnica cirargica, devido a maior semelhanca a
resisténcia tecidual em relacéo aos cadaveres frescos;

- 0 uso de AE como agente fixador e SACS 30% como conservante, revelou
baixa contagem microbiolégica, ndo havendo sinais aparentes de contaminacao,
assim como odor desagradavel ou putrefacdo nos tanques e animais, sendo
microbiologicamente eficaz e viavel, na fixagcdo e conservacdo de cadaveres de
gatos;

- houve grande aprovacao (92%) dos alunos do curso de Medicina Veterinaria
da FCAV — UNESP - Jaboticabal quanto a utilizacdo de cadaveres de gatos

quimicamente preservados no ensino da disciplina de Técnica Cirurgica.
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