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ANALISE BIOMECANICA EM CADAVERES DE CAES SUBMETIDOS A FIXADOS
POR MEIO DE DIFERENTES PROTOCOLOS E ANALISE MICROBIOLOGICA DA
SOLUCAO DE CONSERVACAO VISANDO AO ENSINO DA ANATOMIA E DA
CIRURGIA VETERINARIA

RESUMO - O objetivo do presente estudo foi determinar a viabilidade de novos protocolos
relacionados com técnicas anatdbmicas para fixacdo e conservacao de cadaveres de caes,
por meio da inje¢ao da solucdo de sal de cura, previamente ao agente fixador composto
por alcool etilico (AE) e formaldeido em diferentes proporgdes e solucdo aquosa de cloreto
de sbdio a 30% (SACS 30%) na conservacdo. Analises biomecénicas e microbiologicas
foram realizadas durante a fixagcédo e conservacao. Antes da injecdo de sal de cura e do
processo de fixacdo dos cadaveres foi realizada a coleta das amostras frescas da pele e
jejuno para serem utilizadas como amostras controle. Os cadaveres foram sorteados em
4 grupos composto por oito animais e fixados: G1 (100% formaldeido), G2 (30%
formaldeido e 70% AE), G3 (70% formaldeido e 30% AE) e G4 (50% formaldeido e 50%
AE) e conservacdo em SACS 30% nos tempos DO (9 dias ap6s fixacéo), 30, 60, 90 e 120
dias. Os testes biomecéanicos de tracdo foram realizados em amostra de pele e jejuno em
todos os momentos sendo fresco (amostra controle), pos fixacdo e conservacao. Também
foram realizadas analises microbiolégicas (utilizando a técnica de plagueamento em
profundidade) da solucdo ao final da fixacdo e durante a conservacao em SACS 30%. A
analise de variancia de uma classificacdo (One-Way ANOVA) foi utilizada para medidas
repetidas (tempos) para cada tratamento separadamente. Ainda para cada tratamento, foi
realizada a comparacédo entre as amostras controle (frescas) e as amostras obtidas em
tempos de tratamento com o teste T pareado. Nao houve diferenca estatistica na forca
maxima de ruptura (FMR) da pele e jejuno entre o controle e 0s momentos de fixacédo e
conservagao. Comparando amostra fresca com o tempo D120, as menores variagdes
foram observadas nos grupos G2 e G3 que apresentaram a FMR das amostras com
diferenca entre médias de pele (-14,2N) e jejuno (-0,28N) respectivamente. Em relacéo
ao alongamento para ruptura (AR) da pele houve diferencas significativas no D30 no G2
e G3 e no D120 em todos 0s grupos, ja em relagédo ao jejuno houve diferenca significativa
no D120 no G1 e G2. O G3 e G4 apresentaram menores variagdes no AR das amostras,
com diferenca entre médias de pele (1,32mm) e jejuno (0,23mm) respectivamente. Na
andlise microbioldgica da SACS 30% néo foram identificados microrganismos aerébios e
anaerébios nos Grupos 1, 2, 3 e no grupo 4 foi encontrado, no tempo D120, a presenca
de Bacillus sp na quantidade de 1,0 x 10 UFC/mL. Sugere-se que o G3 (sal de cura, 30%
AE e 70% de formaldeido) seja a melhor op¢éo para fixacdo de cadaveres para uso como
pecas permanentes, que poderiam ser utilizadas tanto em aulas de anatomia como de
cirurgia veterinaria, pela maior proximidade com cadaveres fresco, coloracdo dos tecidos,
além de controle microbiolégico.

Palavras-chave: alcool etilico, cloreto de sédio, formaldeido, sal de cura, técnicas
anatbmicas.



BIOMECHANICAL ANALYSIS IN DOGS CASES SUBMITTED TO FIXED
THROUGH DIFFERENT PROTOCOLS AND MICROBIOLOGICAL ANALYSIS OF
THE CONSERVATION SOLUTION AIMING TO TEACH ANATOMY AND
VETERINARY SURGERY

ABSTRACT - The objective of the present study was to determine the feasibility of new
protocols related to anatomical techniques for fixation and conservation of dog cadavers,
through the injection of a curing salt solution, prior to the fixation agent composed of ethyl
alcohol (EA) and formaldehyde in different proportions and 30% sodium chloride aqueous
solution (30% SACS) in storage. Biomechanical and microbiological analyzes were
performed during fixation and conservation. Before the injection of curing salt and the
process of fixing the corpses, fresh samples of the skin and jejunum were collected to be
used as control samples. The cadavers were randomly assigned into 4 groups composed
of eight animals and fixed: G1 (100% formaldehyde), G2 (30% formaldehyde and 70%
AE), G3 (70% formaldehyde and 30% AE) and G4 (50% formaldehyde and 50 % AE) and
conservation in SACS 30% at times DO (9 days after fixation), 30, 60, 90 and 120 days.
The biomechanical traction tests were performed on skin and jejunum samples at all times,
being fresh (control sample), post fixation and conservation. Microbiological analyzes were
also performed (using the deep plating technique) of the solution at the end of fixation and
during storage in 30% SACS. One-way analysis of variance (One-Way ANOVA) was used
for repeated measures (times) for each treatment separately. Also, for each treatment, a
comparison was made between the control samples (fresh) and the samples obtained at
treatment times with the paired T test. There was no statistical difference in the skin and
jejunum maximum rupture force (RMF) between the control and the fixation and
conservation moments. Comparing fresh samples with time D120, the smallest variations
were observed in groups G2 and G3, which presented the FMR of the samples with
difference between skin (-14.2N) and jejunum (-0.28N) means, respectively. Regarding
the stretching to rupture (RA) of the skin, there were significant differences at D30 in G2
and G3 and at D120 in all groups, whereas in relation to the jejunum there was a significant
difference at D120 in G1 and G2. G3 and G4 showed smaller variations in the AR of the
samples, with a difference between skin (1.32mm) and jejunum (0.23mm) means,
respectively. In the microbiological analysis of the 30% SACS, no aerobic and anaerobic
microorganisms were identified in Groups 1, 2, 3 and in group 4, at D120, the presence of
Bacillus sp was found in the amount of 1.0 x 10 CFU/mL. It is suggested that G3 (curing
salt, 30% AE and 70% formaldehyde) is the best option for fixing cadavers for use as
permanent pieces, which could be used both in anatomy and veterinary surgery classes,
for proximity to fresh cadavers, tissue staining, and microbiological control.

Keywords: ethyl alcohol, sodium chloride, formaldehyde, curing salt, anatomical
techniques.
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Figura 8. Imagens fotograficas do procedimento de semeadura das amostras do
meio de conservacéo a base de formaldeido aos 7 (sete) dias e aos 30, 60, 90 e
120 dias em meio composto por SACS 30% de cadaveres de caes fixados com
alcool etilico e formaldeido em diferentes proporc¢des, para analise microbioldgica,

sendo em A: Diluicdo; B: Esfregaco e C: Cultivo nas Placas de Petri...........cccccooeeeee.
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Figura 9. Média e desvio padréo da forca maxima de ruptura (N) e do alongamento
méaximo de ruptura (mm) da pele e jejuno de cadaveres de caes preparados
guimicamente com a utilizacdo da solucao de sal de cura seguida pela fixagdo com
alcool etilico e formaldeido em diferentes propor¢cées e mantidos em SACS 30%
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Figura 10. Imagem fotografica de cadaver canino ilustrando os locais onde foram
realizadas as incisfes para avaliacdo visual da coloracdo dos musculos nos
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Figura 11. Imagem fotogréafica do aspecto muscular da regido do membro pélvico
por meio da seccdo dos musculos biceps femoral e vasto lateral apds 120 dias de
conservacao em solucdo aquosa de cloreto de sodio a 30% (SACS 30%) sendo A
(fixacdo com 100% de formaldeido), B (fixacdo com 70% de &lcool etilico e 30%
de formaldeido), C (fixacdo com 30% de alcool etilico e 70% de formaldeido) e D
(fixacdo com 50% de alcool etilico e 50% de formaldeido). Todos os grupos foram
infundidos com meio a base de sal de cura previamente ao agente fixador. Notar

a coloracdo avermelhada em todos os grupos, sendo mais destacada na imagem

Figura 12. Imagem fotogréafica do aspecto muscular da regido glatea por meio da
seccdo dos musculos gluteo superficial e gluteo médio apés 120 dias de
conservacao em solucdo aquosa de cloreto de sodio a 30% (SACS 30%) sendo A
(fixacdo com 100% de formaldeido), B (fixacdo com 70% de alcool etilico e 30%
de formaldeido), C (fixacdo com 30% de alcool etilico e 70% de formaldeido) e D
(fixacdo com 50% de alcool etilico e 50% de formaldeido). Todos os grupos foram

infundidos com meio a base de sal de cura previamente ao agente fixador. Notar
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a coloracdo avermelhada em todos os grupos, sendo mais destacada na imagem

Figura 13. Imagem fotografica do aspecto muscular da regido do braco por meio
da seccao dos musculos deltoide por¢céo escapular, triceps braquial cabeca longa
e triceps braquial cabeca lateral apdés 120 dias de conservacédo em solugcdo aquosa
de cloreto de sédio a 30% (SACS 30%) sendo A (fixacdo com 100% de
formaldeido), B (fixacdo com 70% de alcool etilico e 30% de formaldeido), C
(fixacdo com 30% de alcool etilico e 70% de formaldeido) e D (fixacdo com 50%
de &lcool etilico e 50% de formaldeido). Todos os grupos foram infundidos com
meio a base de sal de cura previamente ao agente fixador. Notar a coloragao

avermelhada em todos os grupos, sendo mais destacada naimagemB...................
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CAPITULO 1 — CONSIDERACOES GERAIS

l.Introducéo

O uso de substancias toxicas em laboratorios de anatomia esta cada vez mais
controlado no Brasil e no Mundo. Trata-se de uma questdo de saude ocupacional e
ambiental, pois muitos destes agentes utilizados na fixacdo e conservacao de cadaveres
geram residuos extremamente nocivos ao meio ambiente, contaminando o solo e
reservas de agua.

Além disso, é imperioso ter muito critério quanto ao uso de animais em pesquisa e
atividades de ensino e, consequentemente, a busca por métodos alternativos a este uso
e gue ndo tragam prejuizo académico ou cientifico € essencial.

Para regulamentar o uso de animais em pesquisas e atividades de ensino, foi
implementada em 2008 a Lei n. 11.794 (Lei Arouca), que cria as Comissfes de Etica no
Uso de Animais (CEUA) controlem as atividades de ensino e pesquisa nas Universidades,
auxiliando os profissionais da area biomédica, e cadastrando a Instituicdo junto ao
Conselho Nacional de Controle da Experimentacao Animal (Brasil, 2008). A Lei Arouca
foi oficializada pelo Decreto 6.899 de 2009 (Brasil, 2009) e pode auxiliar na formacao dos
novos profissionais, agregando valores éticos de responsabilidade e respeito para com a
vida (Oliveira et al. 2013).

Cria-se, assim, a demanda pela criacdo de novas técnicas voltadas ao ensino
envolvendo animais. Objetivou-se, com este trabalho, avaliar a viabilidade de uma nova
técnica anatbmica de preparo de cadaveres de cées para o ensino da anatomia e da
cirurgia veterinéria utilizando injecdo de sal de cura, e fixacdo com alcool etilico (AE) e

formaldeido a 10% em diferentes proporcoes.



2.Revisao de literatura

2.1 Fixadores e Conservantes em Laboratdorios de Anatomia

Em laboratérios de anatomia, a contaminagdo das pecas anatdmicas por fungos
pode desencadear, em alunos e profissionais, quadros de alergia em decorréncia a essa
grande exposicado aos esporos suspensos no ar (Neto e Colombo, 2015) que por tempo
prolongado pode levar a problemas neurolégicos, respiratorios e imunes (Johanning et al.
1996).

Para que ndo haja deterioracdo dos tecidos, as pecas anatbmicas sao fixadas. A
fixacdo € extremamente importante, pois mantém os tecidos firmes, insolUveis e
protegidos (Rodrigues, 2010), evitando assim, a proliferacdo de patdgenos que poderao
causar doencas nas pessoas que frequentam o laboratério (Neto e Colombro, 2015).

A desidratacao € outra técnica anatbmica que pode ser utilizada com sucesso para
preservacao de pecas anatbmicas dispensando o uso de agentes conservantes, porém
apresenta a desvantagem da retracado tecidual, trazendo limitagéo consideravel ao estudo
anatémico, podendo ser um fator desestimulante aos estudantes, professores e até
mesmo aos funcionarios de laboratorio. A retracdo dos tecidos é uma caracteristica
inevitavel devido a total perda de agua da peca utilizada (Freitas et al. 2009).

Para a conservacdo em meios liquidos séo utilizadas substancias que impedem a
proliferacdo de microrganismos. As mais comuns sao o formaldeido, a glicerina, o alcool
etilico e o fenol (Rodrigues, 2010).

O formaldeido é um produto quimico organico, vendido comercialmente em
solucdo aquosa entre 30 a 50% de concentracdo. E acrescido de estabilizante, como o
metanol, na proporgcao de 6 a 15% para limitar a oxidagéao e a polimerizagdo do produto
quimico e o restante € formado por resinas fendlicas e metais pesados como
conservantes antissépticos. Este produto, em temperatura ambiente, torna-se um gas
extremamente volatil e incolor, que apresenta forte odor pungente e sufocante devido a

sua solubilidade e rapida absorcdo metabdlica no trato respiratorio e gastrintestinal. Além



disto, se absorvido na superficie cutanea, inalado ou ingerido é téxico ao organismo
(Brasil, 2012).

O formaldeido é o fixador e conservante mais utilizado, comumente em solugéo
aguosa 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 & saude ele traz sérios riscos ambientais, pois 0 manuseio e descarte
inadequado de carcacas e efluentes podem contaminar o meio ambiente (WHO, 1991).

Em pesquisa realizada nos laboratérios de Anatomia Patologica do HUB/UnB
(Hospital Universitario de Brasilia da Universidade de Brasilia) e da Secretaria de Saude,
foi constatado que mesmo sabendo a forma correta de descarte do formaldeido,
armazenado em recipientes para posterior incineracado, mais de 85% dos entrevistados
descartam esses rejeitos na pia, o que é extremamente toxico para a vida aquatica (Silva,
2010). Em 1995, a Agéncia Internacional de Pesquisa em Cancer (IARC) o classificou
como cancerigeno e teratogénico (IARC, 2006).

Em uma técnica anatdbmica, devem ser considerados varios aspectos, como
toxicidade, custo, manuseio das pecas ap0s o preparo, necessidade de manutencao
morfolégica, pigmentacdo mais préoxima do real, odor e irritacdo de mucosas do
manipulador (Silva et al. 2008).

A glicerina € um conservante até dez vezes mais caro que o formaldeido (Krug et
al. 2011), tem acdo desidratante e antisséptica, atuando contra fungos e bactérias
(Alvarenga, 1992), e evita odores prejudiciais a saude como os liberados pelo formaldeido
(Cury et al. 2013).

Ha varios outros exemplos de solucdes fixadoras que sdo capazes de conservar
cadaveres para uso cirargico, dentre os quais, a solucdo de Thiel (composta de &cido
badrico, etilenoglicol, nitrato de potassio, clorometilfenol, sulfato de sédio e formaldeido
(Groscurth et al. 2001), a solucao de Klotz (cloreto de sodio, bicarbonato de sddio, hidrato
de cloral, formaldeido e agua), a solucéao de Jores (agua destilada, formaldeido, sulfato
de sddio, sulfato de potassio, cloreto de sddio, bicarbonato de sdodio, glicerina e acetato

de sédio ou potéassio (Rodrigues, 1998), ou seja, todas possuem formaldeido.



A solucao modificada de Larssen contém 100mL de formaldeido a 10%, 400mL de
glicerina, 200g de hidrato de cloral, 200g de sulfato de sédio, 200g de bicarbonato de
sodio, 180g de cloreto de sédio e 2 litros de agua destilada (Silva et al. 2004). A solugéo
de Larssen é descrita como o método de conservacao que mantém a consisténcia, cor e
caracteristicas originais do material bioldgico e € capaz de remover coagulos sanguineos
(Sampaio, 1989). Na solucédo original de Larssen ndo h& a glicerina liquida (Menezes,
2012).

A solucédo de Laskowski contém 800mL de glicerina, 200mL de etanol, 50g de acido
fénico e 50g de &cido borico e demanda conservacdo dos cadaveres em temperatura de
0°C até o uso em aulas de cirurgias. Entre duas aulas consecutivas, eles permanecem no
freezer e o descongelamento ocorre em agua por 24h antes de cada aula. Com esta
solucéo, os tecidos tornam-se excessivamente escuros (Silva et al. 2007).

A andlise de musculos peitorais de galinhas submetidos a fixacdo e conservacao
em alcool etilico 96°GL (graus Gay-Lussac) mostrou diminuicdo da maciez, tornando-os
quase cinco vezes mais rigidos ao corte durante os primeiros seis meses, e trés vezes
mais rigidos apds um ano de imersédo no agente conservante (Nunes et al. 2011).

Durante 5 anos, foi avaliada, com sucesso a utilizacdo da Solucdo Aquosa de
Cloreto de Sédio a 30% (SACS 30%) na conservacao de pecas anatbmicas previamente
fixadas por formaldeido, sem contaminacgdo visual, presenca de odores de putrefacdo e
alteracdo de cor e maciez (Oliveira, 2014). Ja foi descrita, também, e com sucesso, a
utilizacao da solucéo hipersaturada de cloreto de sédio em pericardio (Brun et al. 2002) e
centro frénico de caes (Brun et al. 2004), ambos para fins cirdrgicos, ou na conservagao
de cadaveres animais (Lombardero et al. 2017). Os cadaveres preservados com esta
solucdo mantém a cor, textura, movimento articular e flexibilidade mais realista quando

comparados a solucéo de formaldeido (Nam et al. 2020; Beger et al. 2020).



2.2 Teste biomecéanico

A andlise biomecanica de tecidos animais € realizada por testes em maquinas
universais de ensaios mecanicos que promovem a tracdo, flexdo e compressédo dos
corpos de prova gerando dados computacionais e tabelas. Nos ensaios de tragéo, o
material estudado sofre forgas externas crescentes, promovendo deformagdes uniformes
em todo o corpo de prova, permitindo medir de maneira satisfatoria a resisténcia da
amostra avaliada (Souza, 1982).

E crescente o interesse pelas propriedades biomecanicas dos tecidos bioldgicos
de animais. Os ensaios biomecanicos de tracao tém sido amplamente utilizados para
investigacdo das propriedades mecanicas de muasculos e ligamentos, submetidos a
diferentes condi¢cdes, como por exemplo, na presenca de lesdes por esmagamento e
estiramento (Silva, 2002). Recentemente, enfoque maior € dado aos estudos
comparativos entre os tecidos submetidos a fixacéo e tecidos frescos, gerando dados que
contribuem ao aprimoramento de técnicas cirargicas na busca de material biolégico
alternativo para a realizacédo de treinamento de técnicas operatérias e de novas opcoes
de modelos de experimentag&o animal (Camargo et al. 2014).

Em estudo sobre as propriedades tensiométricas de fragmentos do diafragma,
pericardio e peritbnio bovino, sem conservagao e com conservacao em glicerina 98%,
submetidos a ensaios mecanicos de tracdo, a glicerina reduziu a rigidez dos tecidos
avaliados (Guimarées et al. 2008). Ao compararem peritdnio de paca (Cuniculus paca)
fresco e conservado em glicerina 98%, observou-se melhora da propriedade ténsil do
peritdbnio conservado, sugerindo sua utilizacdo como mais uma opcdo de material
biolégico para o uso em cirurgias reconstrutivas (Camargo et al. 2014). A solucéo
supersaturada de acgucar a 300%, ao ser utilizada na conservacao de peritbnio de paca,
mostrou-se eficaz, garantindo a melhoria da maleabilidade do biomaterial no ato cirdrgico
(Leal et al. 2014).



2.3 Conservantes na industria alimenticia

A cura de produtos carneos baseia-se na aplicacao de aditivos alimentares como
sais de nitrito, nitrato, cloreto de sédio e acucares, que contribuem para a fixacao da cor
avermelhada da carne curada, acdo bacteriostatica cientificamente comprovada e
manutencdo das caracteristicas fisico-quimicas. Tanto os nitratos quanto os nitritos sao
muito utilizados na industria alimenticia e sdo adicionados aos alimentos para retardar ou
impedir acbes enziméaticas ou microbianas, inibindo a deterioracdo dos alimentos. O nitrito
€ agente de cura que conserva a carne contra a deterioracdo bacteriana, inibindo
principalmente o crescimento do Clostridium botulinum bactéria Gram-positiva anaerébia,
gue pode causar infeccdes e/ou intoxicacdes alimentares ao organismo humano, por sua
toxina ser a do botulismo (lamarino et al. 2015).

As temperaturas elevadas promovem a putrefacdo da massa muscular interna da
carne, favorecendo o desenvolvimento de bactérias anaerdbias, sendo o Clostridium
perfringens o principal agente encontrado. A refrigeracdo rapida inibe o crescimento
bacteriano e a putrefacdo (Rosset, 1994).

O principal objetivo da refrigerac@o da carne é reduzir a temperatura para que a
taxa de crescimento bacteriano seja severamente retardada, como no resfriamento, ou
interrompida, como no congelamento. Assim, eliminam-se 0s riscos do desenvolvimento
de microrganismos patogénicos causadores de toxinfeccbes e aumenta o tempo de
prateleira, sem alterar o sabor, odor e a cor da carne (Aidani et al. 2014).

Pelo potencial de conservacédo, o sal de nitrito (sal de aspecto mais fino e de facil
diluicdo) vem sendo utilizado na conservacdo de cadaveres, com bons resultados
antimicrobianos em cadaveres com cavidades abertas e resultados satisfatorios em
cadaveres inteiros, sem abertura de cavidades. Sua composicao é de 23% de sal de
nitrito, 30% de etanol e 20% de Pluriol E400, 0,1% de 6leo de orégano, sendo este com

o intuito de melhorar o odor, 3% de acido ascorbico e 23,9% de agua (Janczyk et al. 2011).



2.4 Aspectos microbiolégicos na conservacédo de pecas anatébmicas

A exposicao de alunos e profissionais aos esporos suspensos no ar em laboratérios
de anatomia pode levar a quadros alérgicos, acarretando, de acordo com a contaminacgao
do ambiente e a intensidade da exposicdo, desordens do sistema nervoso central,
respiratério e imune (Neto e Colombo, 2015).

A fixacdo das pecas anatdbmicas é muito importante para que nao haja
contaminacdo, deterioracdo dos tecidos, e para garantir que se mantenham insoluveis,
protegidas e firmes. Portanto, boas praticas de fixacdo e conservacao sao necessarias,
para impedir a deterioracdo do material e a proliferacdo de patégenos causadores de
doencas (Neto e Colombo, 2015; Rodrigues, 2010).

Ao ser avaliada a resisténcia de diferentes microrganismos ao formaldeido e seu
efeito antimicrobiano em diversas concentragdes, verificou-se que Salmonella sp.
Pseudomonas sp. e Klebsiella sp. foram mais susceptiveis ao formaldeido que
Staphylococcus sp. Os fungos mostraram-se mais resistentes que as bactérias, sendo o
Aspergillus niger mais resistente que Candida albicans (Solomon, 1975).

A glicerina provoca desidratacéo de pecas anatdmicas, e possui acao antisséptica
contra fungos e bactérias, bem como suprime odores prejudiciais a saude como aqueles
liberados pelo formaldeido (Krug et al. 2011).

A utilizac&o de alcool etilico na fixacdo e de solucdo aquosa de cloreto de sodio a
30% na conservacdo de cadaveres de caes ja foi avaliada com sucesso, apresentando
baixa contagem microbioldgica para os géneros Bacillus, E. coli e Pseudomonas, e sem
contaminacdo aparente a inspecao visual nos tanques e cadaveres, auséncia de odor

desagradavel ou putrefacao (Pereira et al. 2019).



2.5 Uso de cadaveres caninos no ensino da anatomia e da cirurgia veterinaria

Apos a criacdo da lei Arouca (n° 11.794) e o estabelecimento das CEUASs, 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 envolva animais.

Para a substituicdo do uso de animais vivos no ensino da cirurgia veterinaria, varios
meétodos alternativos vém sendo empregados sem que tragam prejuizo ao ensino das
técnicas cirargicas (Rocha et al. 2019). Para isso, o trabalho conjunto das areas de
anatomia e cirurgia permitem a preservacao adequada de cadaveres e ensino de
exceléncia (Groscurth et al. 2001).

Modelos de ensino que utilizam cadaveres humanos sao parte historica da cirurgia.
O uso secular destas técnicas continuam sendo o método de treinamento mais eficaz,
devido a exposicdo a real anatomia e suas variagdes nos individuos, permitindo ao
cirurgido em treinamento, apreciar os planos de dissecacéo e praticar o manuseio real
dos tecidos (Stirling et al. 2014).

As técnicas de ensino ético em medicina veterinaria vém sendo utilizadas opondo-
se a utilizacdo de animais vivos na prética da técnica cirirgica. O cadaver deve ser o mais
semelhante possivel em relacdo aos animais vivos, para que as técnicas estudadas
possam ser utilizadas posteriormente em procedimentos cirdrgicos. A utilizacdo de
cadaveres, em determinadas situacdes, promove maior aprendizado, aumento na
eficiéncia, diminuindo os custos, além da repetitividade do exercicio, aprimorando as
habilidades. O aumento da confianca e satisfacdo do aluno devido a diminuicdo do
estresse durante o procedimento cirirgico com cadaveres, beneficia o processo como um
todo, desde que a fonte de cadaveres seja ética, e 0s animais sejam submetidos a
eutanasia por razdes médicas, morte natural ou acidentes (Silva et al. 2004; Knight, 2007).

O uso de cadaveres deve ser integrado ao modelo de ensino, como um treinamento
das técnicas cirdrgicas necessarias a serem executadas nos animais Vvivos
posteriormente, nao indicando, alteracdes na performance cirdrgicas dos alunos

(Carpenter et al. 1991). Em um estudo houve 95,7% de aceitacdo dos alunos em relacéo



a utilizacdo de cadaveres quimicamente preparados e, 88,9% consideraram muito
satisfatorio o aprendizado utilizando-se os cadaveres (Silva et al. 2007), bem como
93,29% de aceitagdo a favor desse método de ensino com cadaveres quimicamente
preparados (Silva et al. 2004).

Para o treinamento cirdrgico sdo utilizados animais que vieram a 6bito em hospitais
veterinarios, abrigos, clinicas e que seriam descartados. Eles sdo fixados e utilizados
como substitutos de animais vivos, preservando o respeito aos direitos dos animais e a
consciéncia da bioética entre alunos, professores, pesquisadores e quaisquer
profissionais que trabalhem com animais (Silva et al. 2007; Mathews et al. 2010).

No Brasil, 75,67% dos estudantes de uma Faculdade de medicina veterinaria
aprovaram o uso de cadaveres quimicamente preservados (com éalcool etilico na fixacao
e solucdo de cloreto de sddio em tanques para conservacao) no ensino de cirurgia e
81,08% eram a favor do treinamento cirdrgico inicial em cadaveres, seguido de prética
em animais submetidos a cirurgia eletiva no Hospital Veterinario da FCAV Unesp Campus
de Jaboticabal (Rocha et al. 2019).

O objetivo desse trabalho foi testar protocolos por meio do uso de conservante mais
fixacdo e conservacdo anatdémicas, em cadaveres de caes, com bom aspecto morfoldgico,

biomecénico e microbioldgico, visando ao ensino da anatomia e cirurgia veterinaria.
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3. OBJETIVOS

Objetivou-se, com este estudo:

- determinar a viabilidade de novos protocolos relacionados com técnicas
anatdbmicas utilizando sal de cura previamente ao agente fixador composto por alcool
etilico e formaldeido a 10% em diferentes proporc¢des na fixacdo de cadaveres caninos;

- comparar se os cadaveres fixados e conservados apresentam resultados
semelhantes aos cadaveres frescos no teste biomecéanico tanto intragrupos quanto
intergrupos, considerados ideais para treinamentos cirlrgicos por mimetizarem as
condi¢cBes de um cadaver fresco;

- averiguar se ha presenca de microrganismos na solucdo de conservacao
das amostras apos fixacdo, bem como nos tempos de 30, 60, 90 e 120 dias em SACS a
30% por meio de teste microbioldgico;

- analisar se a utilizacdo do sal de cura interfere na coloragdo dos muasculos

de cadaveres de caes fixados com formaldeido associado ou ndo ao alcool etilico;
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CAPITULO 2 - Anélise biomecanica em cadaveres de cdes submetidos a fixac&o
por meio de diferentes protocolos e analise microbiolégica da solucdo de

conservacao visando ao ensino da anatomia e da cirurgia veterinaria.

RESUMO - O objetivo do presente estudo foi determinar a viabilidade de novos protocolos
relacionados com técnicas anatdmicas para fixagcao e conservagao de cadaveres de céaes,
por meio da inje¢ao da solucao de sal de cura, previamente ao agente fixador composto
por alcool etilico (AE) e formaldeido em diferentes proporgdes e solugcao aquosa de cloreto
de sbdio a 30% (SACS 30%) na conservacdo. Analises biomecénicas e microbiologicas
foram realizadas durante a fixagédo e conservacao. Antes da injecao de sal de cura e do
processo de fixacdo dos cadaveres foi realizada a coleta das amostras frescas da pele e
jejuno para serem utilizadas como amostras controle. Os cadaveres de caes foram
sorteados em 4 grupos composto por oito animais e fixados: G1 (100% formaldeido), G2
(30% formaldeido e 70% AE), G3 (70% formaldeido e 30% AE) e G4 (50% formaldeido e
50% AE) e conservacdo em SACS 30% nos tempos DO (9 dias ap6s fixacao), 30, 60, 90
e 120 dias. Os testes biomecéanicos de tracdo foram realizados em amostra de pele e
jejuno em todos os momentos sendo fresco (amostra controle), pos fixacdo e
conservacao. Também foram realizadas analises microbiologicas (utilizando a técnica de
plagueamento em profundidade) da solucao ao final da fixagdo e durante a conservacao
em SACS 30%. A andlise de variancia de uma classificagcdo (One-Way ANOVA) foi
utilizada para medidas repetidas (tempos) para cada tratamento separadamente, bem
como foi realizada a comparacdo entre as amostras controle (frescas) e as amostras
obtidas em tempos de tratamento com o teste T pareado. Nao houve diferenca
significativa na forca maxima de ruptura (FMR) da pele e do jejuno entre o controle e os
momentos de fixagdo e conservagao. Comparando amostra fresca com o tempo D120, as
menores variacdes foram observadas nos grupos G2 e G3 que apresentaram a FMR das
amostras com diferenca entre médias de pele (-14,2N) e jejuno (-0,28). Houve diferencas
significativas em todos os momentos para o alongamento maximo de ruptura (AR) da pele
e do jejuno. Os G3 e G4 apresentaram menores variagdes no AR (1,32 mm na pele e 0,23
mm no jejuno). As analises microbiolégicas ndo mostraram qualquer contaminacao
(microrganismos aerébios e anaerdbios) para os Grupos 1, 2, 3. Para o0 G4 no tempo
D120, Bacillus spp. foram identificados na quantidade de 1,0 x 10. Este estudo sugeriu
gue o G3 (sal de cura, 30% AE e 70% de formaldeido) é a melhor opcao para fixacdo de
cadaveres para espécimes permanentes nas aulas de anatomia e cirurgia devido a melhor
maleabilidade e coloracdo dos espécimes por meio da analise subjetiva nos musculos da
regido de membro toracico e pélvico, além de controle microbioldgico.

Palavras-chave: alcool etilico, cloreto de sbédio, formaldeido, sal de cura, técnicas
anatomicas.
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CAPITULO 2 - Biomechanical analysis of dog cadavers submitted to fixation using
different protocols and microbiological analysis of the conservation solution
aiming at teaching anatomy and veterinary surgery.

ABSTRACT - The objective of the present study was to determine the feasibility of new
protocols related to anatomical techniques for fixation and conservation of dog cadavers,
through the injection of a curing salt solution, prior to the fixation agent composed of ethyl
alcohol (EA) and formaldehyde in different proportions and 30% sodium chloride aqueous
solution (30% SACS) in storage. Biomechanical and microbiological analyzes were
performed during fixation and conservation. Before the injection of curing salt and the
process of fixing the corpses, fresh samples of the skin and jejunum were collected to be
used as control samples. The dog cadavers were randomly assigned to 4 groups
consisting of eight animals and fixed: G1 (100% formaldehyde), G2 (30% formaldehyde
and 70% AE), G3 (70% formaldehyde and 30% AE) and G4 (50% formaldehyde and 50%
AE) and conservation in SACS 30% at times DO (9 days after fixation), 30, 60, 90 and 120
days. The biomechanical traction tests were performed on skin and jejunum samples at all
times, being fresh (control sample), post fixation and conservation. Microbiological
analyzes were also performed (using the deep plating technique) of the solution at the end
of fixation and during storage in 30% SACS. The analysis of variance of a classification
(One-Way ANOVA) was used for repeated measures (times) for each treatment
separately, as well as the comparison between control samples (fresh) and samples
obtained at treatment times with the test T paired. There was no significant difference in
skin and jejunal maximum rupture force (MRF) between control and fixation and
conservation times. Comparing the fresh sample with the D120 time, the smallest
variations were observed in the G2 and G3 groups that presented the FMR of the samples
with a difference between the skin (-14.2N) and jejunum (-0.28) means. There were
significant differences at all time points for the maximum elongation at break (RA) of the
skin and jejunum. The G3 and G4 presented smaller variations in the AR (1.32 mm in the
skin and 0.23 mm in the jejunum). Microbiological analyzes did not show any
contamination (aerobic and anaerobic microorganisms) for Groups 1, 2, 3. For G4 at time
D120, Bacillus spp. were identified in the amount of 1.0 x 10. This study suggested that
G3 (curing salt, 30% AE and 70% formaldehyde) is the best option for fixing cadavers for
permanent specimens in anatomy and surgery classes due to the better malleability and
coloration of specimens through subjective analysis in the muscles of the thoracic and
pelvic limb region, in addition to microbiological control.

Keyword: ethyl alcohol, sodium chloride, formaldehyde, curing salt, anatomical
techniques.
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INTRODUCAO

Como pratica laboratorial, com estudo de cadaveres permite o conhecimento da
anatomia macroscopica, necessita-se de material que proporcione aprendizado de
maneira equivalente ao tecido de um cadaver fresco (Lombardero et al. 2017; Nam et al.
2020).

Ademais o0 ensino e pesquisa na medicina veterinaria deve, sempre, levar em
consideracdo o bem estar animal, visto que a Lei n. 11794 (Lei Arouca), foi criada em
2008 e passou a reger as atividades de experimentacdo animal por meio das Comissodes
de Etica Institucionais ao Uso de Animais (CEUA) (Oliveira et al. 2013; Nam et al. 2020).

Neste cenario, a obtencdo de modelos anatdbmicos alternativos, € necessario por
meio da realizacéo de técnicas de fixacdo e conservacdao. Com isso, a funcéo do fixador
€ prevenir autélise, facilitar o corte dos tecidos e tornar a fracdo proteica do tecido
insolavel, preservando componentes estruturais, sua histologia por meio das
propriedades antissépticas. Ja os conservantes tém por objetivo manter a estrutura fixada
integra, para que permita o uso duradouro da peca anatdmica (Rodrigues, 2010).

Dentre as solucdes utilizadas para esta finalidade, o formaldeido a 10% é o meio
mais utilizado tanto para fixacdo como conservacao de cadaveres, no entanto, este
agente apresenta forte odor pungente e sufocante para Professores, alunos e técnicos de
laboratorio que trabalham constantemente neste ambiente. O cadaver apresenta aspecto
enrijecido e coloracdo muscular acinzentada dificultando o aprendizado tanto anatémico
e cirtrgico (Rodrigues, 2010; Neto & Colombo, 2015).

A solucéo saturada de cloreto de sédio é utilizada na preservacdo de cadaveres
(Oliveira, 2014; Lombardero et al. 2017). Os cadaveres preservados com esta solucao
mantém a cor, textura, movimento articular e flexibilidade mais realistas que quando
comparados aqueles preservados em formaldeido (Nam et al. 2020; Beger et al. 2020).

Buscando sobrepor os efeitos indesejaveis da solucao de formaldeido a 10% e no
anseio de desenvolver um protocolo de fixacdo e conservacdo permanentes de cadaveres
de cées com aspecto morfolégico e biomecanico similares ao de corpos frescos,

prospectou-se o presente estudo.
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MATERIAL E METODOS

Os Animais

No estudo foram utilizados 32 cadaveres de cades, 13 machos e 19 fémeas, adultos,
gue vieram a 6bito por causas que nao envolviam altera¢cdes morfologicas evidentes, tais
como, grandes massas tumorais, traumas lacerantes extensos ou fraturas 6sseas. Todos
foram provenientes do Centro de Controle de Zoonoses de Ribeirdo Preto, SP, apos
aprovacao pelo Departamento Juridico Municipal (processo 02.2014/000027-1) e ja
possuem aprovacao do comité de ética da Unesp Campus de Jaboticabal para utilizacédo
(processo 4593/19). Logo apds o 6bito, os animais foram congelados (freezer a -18°C) por
um periodo de dois meses e transportados ao Laboratério de Anatomia Animal da Unesp
de Jaboticabal, SP, localizado a 50 Km de disténcia.

Animais com peso corporal entre 5 a 15 kg e com escore de condicéo corporal de
4 (costelas facilmente palpaveis, com minima cobertura de gordura; cintura abdominal
facilmente notada, quando vista dorsalmente; prega abdominal evidente) ou 5 (costelas
palpaveis e sem excesso de cobertura de gordura; cintura abdominal observada
caudalmente as costelas quando vista dorsalmente; prega abdominal evidente quando
vista lateralmente), considerando ideais por Laflamme (1997), numa escala de 1 a 9,
foram selecionados no presente experimento.

Todos receberam identificacao individual, mediante utilizacdo de pelicula plastica
demarcada com pirdgrafo, referindo ao grupo, nimero e peso do animal e posteriormente

fixada no membro toracico com barbante, na altura da articulacdo cubital direita.

Técnica Anatdmica Utilizada

Os animais foram pesados e descongelados em agua por 12h em temperatura
ambiente (quando ndo encontrado alteracfes cadavéricas que pudessem comprometer o
processo de fixacdo e conservacdo), foram distribuidos aleatoriamente por meio de

sorteio em quatro grupos de oito animais cada.
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Tricotomia prévia com lamina de aco inoxidavel foi realizada em todos os animais
com cuidado especial as regifes toracica e abdominal para ndo lesar a pele em nenhum
momento, pois a retirada do pelo minimiza a contaminagdo microbiana da solugéo de
conservagao em que estes cadaveres permaneceram em todo o periodo do experimento.

Nos oito animais de cada grupo, antes de iniciar a injecado da solucédo de sal de
cura (SC) e a solugéo de fixagéo, foi coletado amostra de pele e jejuno, considerado
amostra controle (amostra fresca). Posteriormente foi infundida a solucéo de sal de cura,
seguida da solucdo de fixacdo composto por alcool etilico e formaldeido a 10% em

diferentes proporcoes (Tabela 1).

Tabela 1. Média e desvio padréo do peso corporal dos cadaveres de cées e técnicas

anatdmicas utilizadas por grupo), apés infusédo de solucdo de sal de cura

Técnica anatomia utilizada

Numero de

Grupo cadiveres Peso (Kg) Alcool etilico
(AE) Formaldeido a 10% (F)
G1 8 8,3312,35 = 100%
G2 8 7,9412,04 70% 30%
G3 8 8,2912,14 30% 70%
G4 8 8,9113,22 50% 50%

Inicialmente, foi injetada solucéo de sal de cura (20% de NaCl + 1% de Nitrito + 1%
de Nitrato de sddio e 78% de agua), na quantidade de 120 mL/kg, via artéria carotida
comum, com canula 40 x 16 mm (16 G). Em seguida, injetou-se, na mesma via, a solucao
composta por alcool etilico e formaldeido, em diferentes proporcdes, na quantidade de
150 mL/Kg (Figura 1).
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Figura 1. Etapas da infusao de solucéo de sal de cura e solugéo de fixagdo na artéria carétida. A:
Incisdo na regido ventral e mediana cervical de cadaver canino; B: Artéria car6tida comum com canula

inserida; C: Infusdo de solucado de sal de cura seguida da infuséo da solucéo de fixacao.

Apbs a injecdo do fixador, foi realizada incisdo de, aproximadamente, 14 cm na
linha média do abdome, para remover o liquido acumulado (resultante da perfusdo da
solucdo de sal de cura e da solugdo de fixacdo) na cavidade abdominal mediante
utilizacdo de agua corrente. Para retirada de excretas da regido de colo descendente e
reto foi realizado limpeza desta localidade para diminuir a contaminacdo da solugéo de
conservacdo, em que os cadaveres permaneceram durante todo o experimento, com
solucdo de hipoclorito de sodio a 0,25% para saida de excretas utilizando uma sonda
uretral de 20 cm de comprimento acoplada a uma seringa de 60 mL.

A seguir, os cadaveres foram acondicionados em caixas plasticas com capacidade
total de 310 litros (1 caixa por grupo contendo 8 animais) e tampa rosqueével, contendo
180 litros de formaldeido a 10% e permanecendo neste meio durante 7 dias para

completar o processo de fixacdo. Os cadaveres foram lavados em agua corrente durante
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dois dias para serem, entdo, acondicionados em caixas com 180 litros de solu¢cédo aquosa

de cloreto de sodio a 30% para conservacgao (Figura 2).

Figura 2. Imagem fotografica das caixas plasticas com 180 litros de solu¢éo aquosa de cloreto de

sédio a 30% (SACS 30%) contendo em cada caixa 8 cdes, demonstrando em A (caixa fechada), B (caixa

aberta com cdes devidamente armazenados).

Coleta do Material

As amostras de pele e jejuno foram coletadas nos oito animais de cada grupo, em
triplicata, porém, antes da infusdo das solucdes de fixacdo e conservacdo, essas
amostras foram submetidas imediatamente ao teste de tragdo biomecéanico. Desta forma,
as amostras frescas serviram de controle (amostras controle), pois estes cadaveres foram
fixados e, posteriormente foi realizada a conservagéo.

Para a colheita das amostras de pele e jejuno, foi utiizado um molde de aco
inoxidavel de 1 x 5 cm elaborada especificamente para a realizacdo do experimento,

podendo assim padronizar o tamanho da amostra. (Figura 3)
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Figura 3. Imagem fotografica do uso do molde de aco inoxidavel de 1 x 5 cm utilizado durante
coleta das amostras de pele e jejuno para 0s ensaios biomecanicos em cadaveres de cdes quimicamente

preparados.

Optou-se pela utilizacdo da pele e do jejuno devido a maior disponibilidade
amostral tecidual e pela grande utilizacdo destes no ensino da técnica cirargica. Apés a
coleta das amostras controle, procedeu as demais coletas também em triplicata, nos
seguintes momentos demonstrados abaixo, bem como na figura 4:

- Grupo 1 (100%F): controle (cadaveres frescos); Dia O (considerando os sete dias
que os cadaveres ficaram imersos em solucao de formaldeido a 10%, mais dois dias de
lavagem antes de colocar no tanque com SACS 30%) e aos 30, 60, 90 e 120 dias de
conservacao em SACS 30%.

- Grupo 2 (30%F e 70%AE): controle (cadaveres frescos); Dia 0 (considerando os
sete dias que os cadaveres ficaram imersos em solucao de formaldeido a 10%, mais dois
dias de lavagem antes de colocar no tanque com SACS 30%) e aos 30, 60, 90 e 120 dias
de conservacao em SACS 30%.

- Grupo 3 (70%F e 30%AE): controle (cadaveres frescos); Dia 0 (considerando os
sete dias que os cadaveres ficaram imersos em solucao de formaldeido a 10%, mais dois
dias de lavagem antes de colocar no tanque com SACS 30%) e aos 30, 60, 90 e 120 dias
de conservacao em SACS 30%.

- Grupo 4 (50%F e 50%AE): controle (cadaveres frescos); Dia O (considerando os
sete dias que os cadaveres ficaram imersos em solucéo de formaldeido a 10%, mais dois
dias de lavagem antes de colocar no tanque com SACS 30%) e aos 30, 60, 90 e 120 dias

de conservagao em SACS 30%.
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Grupo 1-100%F
I | | | |

Grupo 2—-70% AEe 30% F
I | | | |

Grupo 3—-30% AEe 70% F
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Grupo 4 —50% AE e 50%F
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) . | | | 1
7 dias l 2 dias 30 dias l 30 dias l 30 dias l 30 dias l

Conservagio em D30 em D60 em D90 em D120 em

Eormaldeido 10% SACS 30% SACS 30% SACS 30% SACS 30%
Preparacdo dos cadaveres Periodo de lavagem em agua antes de coloca-los em SACS 30%
utilizando sal de cura Inicio de permanéncia dos cadaveres conservados em SACS 30% (D0)

previamente ao agente fixador

Figura 4. Cronograma de preparo dos cadaveres para posterior coleta de amostras de pele e jejuno
nos tempos numerados em 1 (coleta das amostras controle e preparacdo dos cadaveres utilizando sal de
cura previamente ao agente fixador); 2 (conservacéo em formaldeido 10%); 3 Periodo de lavagem em agua
antes de coloca-los em SACS 30% e inicio de permanéncia dos cadaveres conservados em SACS 30%
(D0); 4 (D30); 5 (D60); 6 (D0) e 7 (D120) no grupo 1 (100%F), grupo 2 (30%F e 70%AE), grupo 3 (70%F
e 30%AE) e grupo 4 (50%F e 50%AE)

Para a colheita das trés amostras de pele, posicionava-se o cadaver em decubito
lateral direito. Com o auxilio de bisturi (lamina niumero 24), contornava-se o molde
excisando os fragmentos cutdneos de pele, em regido lateral de térax e abdome,
coletados longitudinalmente (craniocaudal), que é a dire¢gdo que proporciona maior
resisténcia a tracdo, conforme demonstrado em ovelhas (Jacinto et al. 2004, Haar et al.
2013). As colheitas de pele referente ao momento fresco (amostra controle), DO e D30
foram realizadas no antimero esquerdo e no momento D60, D90 e D120, no antimero
direito, em todos os grupos (Figura 5).

Para a colheita das trés amostras de jejuno, 0os animais foram posicionados em
decubito dorsal utilizando uma maca confeccionada para posicionar o animal de forma

adequada, exteriorizando-se 0 jejuno por tracdo manual por meio da celiotomia mediana.
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Apos a identificacdo da flexura duodenojejunal, posicionava-se o molde de aco sobre o
intestino, delimitando-o0 e seccionando-o0 com tesoura de Metzenbaum, em sentido

longitudinal. Posteriormente, foi realizada a seccdo da face mesentérica, expondo-se o

[imen sob o qual foi posicionado o molde para incisdo com lamina de bisturi (Figura 6).

B o e — & { .
X B g 1 * F 5 | - A 3 EY |
P o B _N

Figura 5. Imagens fotogréaficas dos locais de coletas de pele de cadaveres de caes quimicamente

preservados. A: Antimero esquerdo e coleta das amostras em triplicata nos momentos fresco (amostra
controle), DO (considerando os 7 dias que os cadaveres ficaram imersos em solucéo de formaldeido a 10%
mais 2 (dois) dias de lavagem antes de colocar no tanque com SACS 30%) e D30 (30 dias de conservacdo
em SACS 30%) setas com nimero 1, 2 e 3 respectivamente; B: Antimero direito e coleta das amostras em
triplicata nos momentos D60 (60 dias de conservacdo em SACS 30%), D90 (90 dias de conservagdo em

SACS 30%) e D120 (120 dias de conservagdo em SACS 30%) setas com numero 4, 5 e 6 respectivamente.

Logo apds a coleta das amostras de pele e jejuno, estas foram acondicionadas em
frascos identificados individualmente, protegidas de desidratagdo por exposicdo e
imediatamente transportados ao Laboratério de Anatomia Cirargica, do Departamento de
Morfologia e Fisiologia Animal da FCAV — Unesp de Jaboticabal, para as analises

biomecanicas.
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Figura 6. Imagem fotografica demonstrando as etapas do procedimento de coleta amostral de

jejuno. A: posicionamento do jejuno por meio do molde e corte do fragmento intestinal apés a flexura
duodenojejunal; B: Posicionamento do molde para obtenc&o do padrédo de comprimento das amostras; C:
Corte do outro segmento intestinal; D: Fechamento da al¢a intestinal com fio apds remocao do fragmento

intestinal; E: Corte do fragmento intestinal na face mesentérica em sentido longitudinal.



29

Analise Quanto a Resisténcia dos Tecidos

Para avaliagdo da resisténcia tecidual, foi utilizado uma Méaquina Universal de
Ensaios (Modelo Emic DL 2000), com célula de carga de 500 N e suporte de acionamento
eletromecanico, com velocidade de 100 mm/min. Também foram utilizadas garras de
tracdo por acionamento de compressdao manual. O equipamento é pertencente ao
Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal da FCAV — UNESP - Jaboticabal (Figura
7).

Figura 7. Imagem fotografica da maquina universal de ensaios biomecanicos (EMIC® DL 2000)
utilizada para o teste de tracdo das amostras de pele e jejuno de cdo submetidos a fixagdo com diferentes
proporcdes de alcool etilico e formaldeido e conservacdo em solu¢éo aquosa de cloreto de sédio a 30%.
A: garra de acionamento por compressdo manual, acoplada em célula de carga de 500 N; B: detalhe de

amostra de pele presa nas garras de compressdo manual.
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As amostras de pele e jejuno foram submetidas ao teste de tracdo analisando a
forca e deslocamento (alongamento), até o rompimento tecidual completo, gerando-se
valores referentes a forca maxima aplicada Newtons (N) ou Quilograma forca (Kgf) e

deslocamento (alongamento) em (mm).

Avaliagcdo Microbioldgica e Contagem de Bactérias AerObias e Anaerdbias

Mesofilas Totais

Amostras foram colhidas ao final da fixacdo e durante a conservacao, exceto no
DO, ou seja, apoés sete dias no formaldeido e nos tempos 30, 60, 90 e 120 dias em SACS
30%. Um frasco de 100mL com tampa previamente esterilizado, identificado quanto ao
meio fixacado/conservacgdo, data, grupo e momento avaliado. Apés a coleta, o material foi
devidamente encaminhado ao Laboratério de Microbiologia da FCAV-UNESP Jaboticabal
para a realizacdo das analises microbiolégicas.

A quantificacdo das bactérias mesofilas aerdbias e anaerdbias facultativas viaveis
foi realizada utilizando a técnica de plagueamento em profundidade, também conhecida
como Pour Plate. 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
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 por meio de movimentos circulares no sentido horario e anti-horario,
repetidos por cerca de 10 vezes. Apos a solidificacdo do meio, as placas foram incubadas
em estufas na temperatura e atmosfera apropriadas, por 24 horas (Figura 8).

As placas para contagem de microrganismos aerdbios foram armazenadas
diretamente em estufa bacteriolégica, enquanto as placas para contagem de
microrganismos anaerébios foram armazenadas em jarras de anaerobiose com a
utilizacdo de Aneroback (Probac) a 37°C por 24 horas. A contagem da Unidade
Formadora de Colonia (UFC) foi realizada por meio de lupa.
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Figura 8. Imagens fotograficas do procedimento de semeadura das amostras do meio de

conservacgéao a base de formaldeido aos 7 (sete) dias e aos 30, 60, 90 e 120 dias em meio composto por
SACS 30% de cadaveres de cées fixados com alcool etilico e formaldeido em diferentes proporgdes, para

andlise microbiolégica, sendo em A: Diluicao; B: Esfregacgo e C: Cultivo nas Placas de Petri.

Apés a contagem, foram isoladas cinco coldénias de cada placa, com
caracteristicas fenotipicas diferentes entre elas, em agar BHI (Brain Heart Infusion) sendo

entdo incubadas a 37°C por 24 horas para posterior identificacao.

Identificacdo Bacteriana

As colbnias foram submetidas a coloracdo de Gram para classificacdo inicial e
entdo semeadas em meios de cultura seletivos para 0os géneros analisados, sendo eles:
Agar Mac Conkey, para avaliacdo de Pseudomonas e Escherichia coli; Agar Sulfato
Polimixina Sulfadizina (SPS), para identificacdo do género Clostridium; Agar Base
Mannitol Yolk Polymixin (MYP), para isolamento de Bacillus e Agar Sangue Azida para
identificacdo de Staphylococcus.

Apbs incubacgéo a 37°C por 24 horas, os isolados foram avaliados novamente pelo

método de Gram quanto a morfologia celular e posteriormente, foram submetidas as
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provas bioquimicas especificas para confirmacdo de cada género ou espécie (Barrow &
Feltham, 1993).

Analise subjetiva da coloragcdo muscular

ApGs o periodo de conservacdo em SACS 30%, foram realizadas incisdes nos
musculos biceps femoral e vasto lateral, gluteo superficial e gluteo médio, e musculos
deltoide porcéo escapular, triceps braquial cabeca longa e triceps braquial cabeca lateral
para avaliagdo da musculatura atribuindo os escores de 1 a 5, sendo, para coloragéo
amarelada (escore 1), vermelho-claro (escore 2), vermelho-vivo (escore 3), vermelho-
escuro (escore 4) e acinzentado (escore 5).

A avaliacdo dos escores foi sempre feita pelo mesmo observador, médico

veterindrio com experiéncia em preparo de material anatdémico.

Andélise Estatistica

As medic¢des foram realizadas em triplicata, e cada dado foi obtido a partir da média
aritmética de cada tréplica. O teste de Shapiro-Wilk foi usado para verificar se as variaveis
seguiam distribuicdo normal, e a homogeneidade das variancias foi verificada pelo teste
Brown-Forsythe. A andlise de variancia de uma classificacdo (One-Way ANOVA) foi
utilizada para as medidas repetidas (TEMPOS) para cada tratamento separadamente.
Ainda para cada tratamento, foi realizada a comparagdo entre amostras controle
(FRESCO) e amostras dos grupos obtidos em tempos posteriores com o teste T pareado.
Quando necessario, foram empregados testes ndo paramétricos (Friedman para medidas
repetidas e Wilcoxon para dados pareados). Para a comparacéo entre tratamentos foi
utilizada a analise de variancia de dupla classificacdo para medidas repetidas (Two-Way
ANOVA). O nivel de significancia adotado foi de 5%, e o pacote estatistico utilizado nas

analises foi o SigmaPlot 12.0.
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RESULTADOS

A aplicacdo da técnica anatébmica utilizando solucéo de sal de cura seguida pela
fixacdo com AE e formaldeido em diferentes propor¢des, e posteriormente conservacao
em SACS 30%, mostrou-se eficaz para fixagéo e conservacao, respectivamente, dos caes
durante todo o experimento. Apds o periodo de conservacao em formaldeido a 10% por
7 dias, bem como apds o periodo de conservacdo em SACS 30%, houve pouca liberagéao
de gordura dos cadaveres na solucdo presente nas caixas plasticas. Observou-se maior
maleabilidade dos cadaveres a manipulacdo ap6s a conservacdo na SACS 30%, tanto
em relagdo aos membros toracicos e pélvicos, como das amostras a serem coletadas
(pele e jejuno). Nos grupos 2 e 3 houve maior liberacdo de gordura, e esta foi diminuindo
com o passar do tempo na SACS 30%. Em nenhum momento houve dificuldade na
manipulagéo e colheita das amostras.

Devido a utilizacdo do sal de cura, observou-se a manutencdo da coloracdo
avermelhada da musculatura, deixando-a proxima de seu aspecto real (cadaver fresco),
evitando o aspecto acinzentado dos musculos apés injecao do formaldeido, bem como o
aspecto amarelado quando se emprega maior quantidade de &lcool etilico na
fixag&o/conservacao.

Os valores do teste de significancia (p) dos tratamentos referentes a forca maxima
de ruptura (FMR) e alongamento maximo de ruptura (AMR) estdo demonstrados nas
tabelas a seguir ao nivel de significAncia de 5% pela analise de varidncia One-Way
ANOVA (Figura 9 e Tabelas 2, 3, 4 e 5).
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Forca maxima de ruptura de pele (N) Forca maxima de ruptura de jejuno (N)
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mAmostrafresca ® D120  m Diferenga entre as médias
Forga maxima de ruptura de pele (N}
Forga maxima de ruptura de jejuno (N
Amostra fresca| D 120 |Diferenga entre as médias i P 15 N)
Amostra fresca | D 120 | Diferenga entre as médias
G1 95,78 70,84 24,94
Gl 11,33 14,13 -2,8
G2 143,97 158,17 -14,2
G2 17,69 15,63 2,06
G3 156,7 125,23 31,47
G3 18,48 18,76 -0,28
G4 167,32 138,41 28,89
G4 14,92 17,03 22,11
Alongamento maximo de ruptura de pele (mm) Alongamento méximo de ruptura de jejuno (mm)
10 10
’ 8
8
7 6
6
B 4
4 2
3
2 . Il B .
Gl G2 G3 G4
: I i -
]
Gl G2 G3 G4 4
mAmostrafresca m D120  mDiferenca entre as médias mAmostrafresca  mD120  m Diferenca entre as médias
Alongamento méximo de ruptura de pele (mm) Alongamento maximo de ruptura de jejuno (mm)
o Amostra fi D120 Dife it adi
Amostra fresca D 120 Diferenca entre as médias (T i) e Mistranlee i B s B
G1 6,92 9,31 -2,39
Gl 7,47 5,38 2,09
G2 6,3 4,74 1,56
G2 8,81 5,57 3,24
G3 6,47 6,87 -0,4
G3 8,41 7,09 1,32
G4 7 6,77 0,23
G4 7,79 6,03 1,76

Figura 9. Média e desvio padrdo da forca maxima de ruptura (N) e do alongamento maximo de
ruptura (mm) da pele e jejuno de cadaveres de cées preparados quimicamente com a utilizacdo da solugéo
de sal de cura seguida pela fixagdo com &lcool etilico e formaldeido em diferentes propor¢cées e mantidos
em SACS 30% por até 120 dias
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Tabela 2 — Média e desvio padrdo da forca maxima de ruptura (N) da pele de cadaveres
de cées preparados quimicamente com a utilizacdo da solucdo de sal de cura seguida
pela fixacdo com alcool etilico e formaldeido em diferentes propor¢des e mantidos em
SACS 30% por até 120 dias.

Momentos avaliados

Grupo  Parametros . irole DO D30 D60 D90
Forga (N) 95,78 89,73a 90,88a 82,36a 73,16b 70,84a
Desvio Padrao 48,35 49,01 - 39,37 - =
G1 Diferenga
entre as - 6,05 49 13,42 22,62 24,94
médias
Valor de P - 0,432 0,742 0,052 0,008 0,195
Forga (N) 143,97 162,98a 174,88a 148,52a 144,78a 158,17a
Desvio Padrido - - - - - 92,76
G2 Diferenca
entre as - -19,01 -30,91 -4,55 -0,81 -14,2
médias
Valor de P - 0,383 0,742 0,547 0,844 0,82
Forga (N) 156,7 145,52a 162,73a 145,46a 135,0la 125,23a
Desvio Padrao 73,55 60,03 74,17 64,52 67,5 36,73
G3 Diferenca
entre as - 11,18 -6,03 11,24 21,69 31,47
médias
Valor de P - 0,501 0,773 0,309 0,279 0,12
Forga (N) 167,3 149,91a 119,62a 142,18a 114,53a 138,41a
Desvio Padrao 123,61 130,72 - 93,35 - 81,62
G4 Diferenga
entre as - 17,39 47,68 25,12 52,77 28,89
médias
Valor de P - 0,6 0,148 0,197 0,383 0,352

* Momentos: Controle (amostras frescas), DO (considerando os 7 dias que os cadaveres ficaram imersos
em solucdo de formaldeido a 10% mais 2 (dois) dias de lavagem em &gua corrente), D30 (30 dias), D60
(60 dias), D90 (90 dias) e D120 (120 dias) em SACS 30%. Observacao: Médias seguidas por letras
diferentes na mesma linha difere entre si ao nivel de significancia de 5% pela analise de variancia One-
Way ANOVA.
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Tabela 3 - Média e desvio padrao da forca maxima de ruptura (N) do jejuno de cadaveres
de cées preparados quimicamente com a utilizacdo da solucdo de sal de cura seguida
pela fixacdo com &lcool etilico e formaldeido em diferentes propor¢cfes e mantidos em
SACS 30% por até 120 dias.

Momentos avaliados

Grupo  Parametros Controle ) D30 D60 D90
Forga (N) 11,33 11,96a 1851b 16,28a 1569a 14,13a
Desvio Padrio 5,33 827 58 6,51 9,2 47
G1 :
PITEEIEE Gl _ 0,63 -718 495 436  -2,8
as médias
Valor de P _ 0631 0,026 0,059 0,112 0,154
Forga (N) 17,69 13,14a 16,73a 19,66a 1573a 1563a
Desvio Padrdo 8,66 6,79 5,87 5,45 9
G2 :
Diferenca entre - 455 096  -1,97 19 2,06
as médias
Valor de P - 0103 0,747 025 0,561 0,345
Forga (N) 18,48 1461a 19,59a 203a 1825a 18,76a
Desvio Padr3o 5,48 901 951 7098 327 618
G3 i
2L I - 387 -1,11 -1,82 023  -0,28
as médias
Valor de P _ 0304 0,712 045 0874 0,894
Forga (N) 14,92 12,71a 13,04a 14,48a 1512a 17,03a
Desvio Padrao 7,86 8,63 5,15 6 6,34 7,91
G4 Diferenca entre - 221 18 044 02 211
as médias
Valor de P - 0382 0,585 0,895 0958 0,637

* Momentos: Controle (amostras frescas), DO (considerando os 7 dias que os cadaveres ficaram imersos
em solucdo de formaldeido a 10% mais 2 (dois) dias de lavagem em &gua corrente), D30 (30 dias), D60
(60 dias), D90 (90 dias) e D120 (120 dias) em SACS 30%. Observacao: Médias seguidas por letras
diferentes na mesma linha difere entre si ao nivel de significancia de 5% pela analise de variancia One-
Way ANOVA.
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Tabela 4 — Média e desvio padrdo do alongamento maximo de ruptura (mm) da pele de

cadaveres de cées preparados quimicamente com a utilizacdo da solucéo de sal de cura

seguida pela fixacdo com alcool etilico e formaldeido em diferentes proporgbes e
mantidos em SACS 30% por até 120 dias.

Grupo

Parametros

Controle

DO

D30

Momentos avaliados

D60

D90

Alongamento

747  742a 657a  7,7a  564b  538b
(mm)
Desvio Padrio 1,12 1,06 0,94 0,8 0,84 1,09
G1
2LELEEICILGE D 0,05 0,9 0,23 1,83 2,09
médias
Valor de P - 0917 0094 0527 0,005 <0001
Alongamento 881 873a 743b 78a  541b  557b
(mm)
&2 Desvio Padrao 1 1,62 1,13 - 1,19 0,97
leeren;:a .entre as _ 0,08 138 1,01 34 324
médias
Valor de P - 0,882 0,013 0,25 <0,001 <0,001
AL 841  804a 7,17b  7.48a  523b  7,09a
(mm)
Desvio Padr3o 0,88 1,16 - 1,81 0,63 2,03
S i t
ierenca entre as - 0,37 1,24 0,93 3,18 1,32
médias
Valor de P - 0458 0008 0,499 <0,001 0,148
Alongamento 779  733a 655a 71la  56b  6,03b
(mm)
ca Desvio Padrao 2,06 1,51 0,82 1,72 0,84 1,14
Diferencaentreas _ 0,46 124 068 2,19 1,76
médias
Valor de P - 0463 0,078 0,205 0004 0,005

* Momentos: Controle (amostras frescas), DO (considerando os 7 dias que os cadaveres ficaram imersos
em solucdo de formaldeido a 10% mais 2 (dois) dias de lavagem em agua corrente), D30 (30 dias), D60
(60 dias), D90 (90 dias) e D120 (120 dias) em SACS 30%. Observacédo: Médias seguidas pela mesma letra

na mesma linha n&o diferem pelo teste t pareado.
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Tabela 5 — Média e desvio padrdao do alongamento maximo de ruptura (mm) do jejuno
de cadaveres de cées preparados quimicamente com a utilizacdo da solucéo de sal de
cura seguida pela fixagdo com alcool etilico e formaldeido em diferentes proporgées e
mantidos em SACS 30% por até 120 dias

Momentos avaliados
Controle DO D30 D60 D90

Grupo Parametros

Alongamento (mm) 6,92 6,99a 9,223 8,14a 6,61a 9,31b

G1 Desvio Padrao 2,27 3,62 3,85 3,84 2,09 2,77
Diferenca entreas _ 007 23  -1,22 031  -2,39
médias
Valor de P - 0,962 0,113 0,336 0,628 0,004
Alongamento (mm) 6,3 5,41a 6,71a 8,06a 7,89a 4,74b
Desvio Padrdao 1,89 0,88 3,99 4,08 3,43 1,49
G2 ;
Diferenca entre as - 08 041 -1,76  -159 1,56
médias
Valor de P - 0,164 0,67 0,086 0,177 0,042
Alongamento (mm) 6,47 5,95a 7,76a 6,61a 6,51a 6,87a
G3 Desvio Padriao 3 3,31 3,42 2,15 2,84 3,06
Diferenca entreas _ 052  -129 -014 004  -04
médias
Valor de P - 0,691 0,15 0,863 0,97 0,687
Alongamento (mm) 7 6,87a 6,95a 8,16a 7,67a 6,77a
Desvio Padrao 2,24 4,19 3,86 4,22 3,48 2,83
G4 .
Diferenca entre as - 013 005  -1,16 -0,67 0,23
médias
Valor de P - 0,906 0,958 0,312 0,456 0,518

* Momentos: Controle (amostras frescas), DO (considerando os 7 dias que os cadaveres ficaram imersos
em solucdo de formaldeido a 10% mais 2 (dois) dias de lavagem em &agua corrente), D30 (30 dias), D60
(60 dias), D90 (90 dias) e D120 (120 dias) em SACS 30%. Observacdo: Médias seguidas pela mesma letra
na mesma linha ndo diferem pelo teste t pareado
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Aos 120 dias de conservacao nos diferentes Grupos, G1, G2, G3, G4 foram
realizadas incis6es em musculos para observacao da coloracédo (Figura 10, 11, 12, 13 e
Tabela 6).

Figura 10. Imagem fotografica de cadaver canino ilustrando os locais onde foram realizadas as
incisbes para avaliagdo visual da coloragdo dos musculos nos grupos estudados.

Figura 11. Imagem fotografica do aspecto muscular da regido do membro pélvico por meio da

seccao dos musculos biceps femoral e vasto lateral ap6s 120 dias de conservacao em solugao aguosa de
cloreto de sodio a 30% (SACS 30%) sendo A (fixacdo com 100% de formaldeido), B (fixacdo com 70% de
alcool etilico e 30% de formaldeido), C (fixacdo com 30% de alcool etilico e 70% de formaldeido) e D
(fixacdo com 50% de alcool etilico e 50% de formaldeido). Todos os grupos foram infundidos com meio a
base de sal de cura previamente ao agente fixador. Notar a coloracdo avermelhada em todos os grupos,

sendo mais destacada na imagem B.
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Figura 12. Imagem fotogréfica do aspecto muscular da regido glitea por meio da seccdo dos
musculos gluteo superficial e gliteo médio apés 120 dias de conservacdo em solugdo aquosa de cloreto
de sodio a 30% (SACS 30%) sendo A (fixagcdo com 100% de formaldeido), B (fixacdo com 70% de alcool
etilico e 30% de formaldeido), C (fixagdo com 30% de alcool etilico e 70% de formaldeido) e D (fixacédo
com 50% de élcool etilico e 50% de formaldeido). Todos os grupos foram infundidos com meio a base de
sal de cura previamente ao agente fixador. Notar a colora¢do avermelhada em todos os grupos, sendo

mais destacada na imagem B.

Figura 13. Imagem fotogréfica do aspecto muscular da regido do braco por meio da secg¢do dos
musculos deltoide porgdo escapular, triceps braquial cabega longa e triceps braquial cabeca lateral apds
120 dias de conservacao em solucdo aquosa de cloreto de sédio a 30% (SACS 30%) sendo A (fixacdo com
100% de formaldeido), B (fixagdo com 70% de alcool etilico e 30% de formaldeido), C (fixacdo com 30%
de élcool etilico e 70% de formaldeido) e D (fixagdo com 50% de alcool etilico e 50% de formaldeido).
Todos os grupos foram infundidos com meio a base de sal de cura previamente ao agente fixador. Notar a

coloracdo avermelhada em todos os grupos, sendo mais destacada na imagem B.
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Em relacdo a andlise microbiologica da solucdo de conservacdo dos cadaveres
caninos armazenados em SACS a 30% referente ao Grupo 1, Grupo 2, Grupo 3, Grupo 4
bem como no periodo de armazenagem no tanque com formaldeido a 10% ap0s 7 (sete)
dias e posteriormente nos tempos D30, D60 e D90 nao foram identificados
microrganismos (ou bactérias) aerdbios e anaerdébios. Com relacdo ao tempo D120
referente ao grupo 4, foram encontrados Bacillus spp. aerébios na quantidade inferior a

1,0 x 10 como mostra na tabela 7.

Tabela 6 — Escore atribuido a coloracdo da musculatura em regido de membro toracico

e pélvico ap6s 120 dias de conservacao em SACS 30%

Regiao Escore
muscular Grupos 1 2 3 a4 5
Grupo 1 - 100% F X
Regido |[Grupo2-30% F e 70% AE X
de coxa | Grupo 3 - 70% F e 30% AE X
Grupo 4 - 50% F e 50% AE X
Grupo 1-100% F X
Regido |[Grupo2-30% Fe 70% AE X

glitea |Grupo 3 -70% F e 30% AE
Grupo 4 - 50% F e 50% AE
Regido Grupo 1-100% F X
de Grupo 2 -30% F e 70% AE X
membro [ Grupo 3 - 70% F e 30% AE X

toracico [ Grypo 4 -50% F e 50% AE| X
* Escore 1 (amarelado), Escore 2 (vermelho claro), Escore 3 (vermelho vivo), Escore 4 (vermelho escuro),

Escore 5 (acinzentado).
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Tabela 7 — Analise microbiolégica da solucédo de conservacdo de cadaveres de cées
preparados quimicamente com a utilizagcdo com meio a base de sal de cura seguida pela
fixacdo com alcool etilico e formaldeido em diferentes propor¢cées e mantidos em

conservacao com formaldeido por 7 (sete) dias e em SACS 30% por até 120 dias

" Total
Total aerdbios L . .
Grupo (CFU/mL) Anaerdbios Microrganismos
(CFU/mL)

Meio de G1 0 0 Ausente
conservagao a G2 0 0 Ausente
base de G3 0 0 Ausente
formaldeido G4 0 0 e
G1 0 0 ausente
D 30 G2 0 0 ausente
G3 0 0 ausente
G4 0 0 ausente
G1 0 0 ausente
D 60 G2 0 0 ausente
G3 0 0 ausente
G4 0 0 ausente
G1 0 0 ausente
D90 G2 0 0 ausente
G3 0 0 ausente
G4 0 0 ausente
G1 0 0 ausente
D 120 G2 0 0 ausente
G3 0 0 ausente

G4 1,0x 10 0 Bacillus sp
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DISCUSSAO

O protocolo envolvendo a infusdo de SC previamente ao agente fixador composto
por AE e formaldeido, em diferentes proporc¢des na fixacdo de cadaveres de caes, além
da SACS 30% para a conservacao, foi eficiente durante todo o processo, havendo pouca
liberacé@o de gordura dos espécimes. Isso é similar ao descrito em trabalhos que utilizaram
fixacdo em tanques de AE (sem formaldeido e SC) e conservacdo em SACS 30% (Zero
et al. 2020), principalmente quando se utilizou maior periodo de fixagcdo na solucdo (90 e
120 dias), comparando-se com periodos mais curtos (30 e 60 dias), devido,
provavelmente, a acdo solvente de gordura ao AE.

A utilizacdo de AE como fixador também foi eficaz em cadaveres de gatos por 90
dias (Fracao et al. 2019), de caes por 120 dias (Rocha et al. 2018), na anélise de visceras
de suinos por meio do uso de bexiga e intestino delgado de suinos frescos (jejuno),
obtidos de frigorificos, fixados em alcool etilico (EA) 99,8% e conservados em SACS 30%,
por 7, 14 e 21 dias (Guarana et al. 2021), ambos utilizados para o treinamento cirargico,
além de cadaveres humanos por 6 meses a 1 ano, com os tecidos se mantendo similares
aos de cadaveres frescos (Goyri-O'Neill et al. 2013). Neste presente estudo, os cadaveres
nao apresentaram contaminacao ou deterioracéo tecidual, a solu¢do manteve a coloragéo
e maciez muscular e a mobilidade das articulagdes apds 30 dias de conservacdo em
SACS 30%, de maneira similar ao ocorrido em cadaveres humanos injetados com AE e
glicerina, e conservacao em timol (Hammer et al. 2011; Hammer et al. 2012) e solu¢éo de
Thiel Modificada (Hammer et al. 2014).

A SACS 30% foi avaliada por 5 anos para conservacao de cadaveres utilizados em
aula de anatomia, que foram previamente fixados com formaldeido. Os tecidos se
mantiveram firmes, sem contaminacao visual ou odor desagradavel, sem perda da maciez
e da cor (Oliveira, 2014). Essa solu¢cdo mostrou-se eficaz na conservacéo de cadaveres
de cées fixados com AE por 120 dias (Rocha et al. 2018), em cadaveres de gatos fixados
e conservados com a mesma técnica anatdmica por 120 dias, para treinamento cirirgico
(Zero et al. 2020). Quando se adicionam nitrito e nitrato de sédio ao cloreto de sédio,

forma-se o sal de cura, o qual ja foi utilizado em cadaveres de gatos fixados juntamente
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com AE e refrigerados por 90 dias (Fracao et al. 2019), e em cadaveres de gatos e caes
mantidos refrigerados e a vacuo por 7 dias (Queiroz et al. 2022, Del Ponti et al. 2021). Em
todos os estudos previamente citados, a concentragdo de sais sempre foi superior a 20%,
como recomendado para a conservacao de cadaveres (Friker et al. 2007).

Para determinar os efeitos biomecéanicos dependendo das por¢des do intestino de
cadaveres de cées frescos. A forca maxima e o alongamento da ruptura do duodeno,
jejuno e colon foram testados, e comparados entre eles para que futuras pesquisas em
biomecanica possam conhecer as resisténcias e elasticidade dessas trés regides
intestinais, sendo que fragmentos frescos de jejuno de cadaveres de cées apresentam
FMR de 23,30N + 9,92N e AR de 4,07mm £ 0,45mm, o que ndo é muito diferente dos
16,4N e AR de 6,92mm, valor médio de todos os grupos ao final do periodo de
conservacgao no presente trabalho (Queiroz et al. 2019).

Neste estudo, a FMR de pele e jejuno (no final da conservacdo em SACS 30%)
variou de 70,84N a 158,17N (média de 123,2N) e de 14,13N a 18,76N (média de 16,4N),
respectivamente. Em cadéveres de cées fixados com alcool etilico e mantidos em SACS
30%, a FMR nesses tecidos variou de 106,7N a 177,5N (média de 142,1N) e de 12,9 a
27,6N (média de 20,2N) respectivamente, demonstrando um efeito discreto na
biomecéanica, mesmo com a utilizacdo do formaldeido, o que pode sugerir bom efeito
tecidual causado pelo uso de SACS30%. Embalagens a vacuo e refrigeracdo, apoés
fixacdo de cadaveres de cdes com AE e SC, também apresentaram pouca variacdo nos
valores da biomecanica na FMR da pele entre 179,9N a 139,7N (média de 156,2N) por 7
dias (Del Ponti et al. 2021) e entre 125,9N e 95,78N durante 4 meses (Ferreira et al. 2021).

Andlise biomecénica de pele de cadaveres de gato submetidos a fixacdo com AE
e SC, mantidos em refrigeracao, revelou FMR aos 90 dias variando de 234,7N a 108,17N,
valores estes maiores que os reportados neste trabalho pois a espécie felina apresenta
maior elasticidade em relacdo aos caes (Fragao et al. 2019). Pelo mesmo motivo, NnosSsos
valores também sdo bem menores se forem comparados as amostras de gatos
guimicamente preparados em tanques com AE (até 90 dias) e mantidos em SACS 30%
(até 120 dias); nesses animais, a FMR de pele de 156,8N a 217,3N (média de 180,9N) e
de jejuno de 21,9N a 25,09N (média de 23,6N) (Zero et al. 2020). Com refrigeracao, apos
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fixacdo com AE e SC, cadaveres de gatos apresentaram FMR da pele e jejuno variando
de 237,5N a 337,8N (média de 270,8N) e de 19,6N a 27,6N (média de 22,95N),
respectivamente, ou seja, houve pouca variagdo biomecanica em relacdo as amostras
frescas ou com a técnica anatbmica descrita nesse projeto.

Apenas em um dos 20 momentos analisados (grupo 4, D120) houve crescimento
bacteriano (Bacillus sp) mas em baixa quantidade (1 x 10 UFC/mL), diferentemente da
contaminacgéo frequentemente reportada em cavidade oral, superficie de torax e anus de
cadaveres caninos fixados com solucdo de cloreto de sodio (4 kg/4,52 L de agua)
armazenado no refrigerador a 4°C apos 1 més de aula pratica laboratorial (Nam et al.
2020). Essa baixa contaminacdo € similar ao reportado em cadaveres de gatos
preparados com AE e SC e mantidos em refrigeracdo por 1 semana, a vacuo, hunca
ultrapassando contagem bacteriana de 10* UFC/mL para aerébios e anaerébios totais
(Micrococcus sp., Bacillus sp., Klebsiella sp., Staphilococcus sp) (Queiroz et al. 2022). O
maior tempo de refrigeracdo e vacuo (4 meses), de gatos preparados quimicamente com
essa mesma técnica, representou contaminacdo microbiolégica menor ainda, nao
excedendo 8 x 102 UFC/mL em aerdbios totais e 5 x 102 UFC/mL em anaerébios totais
(Bacillus sp, Staphylococcus sp e Leveduras). No presente estudo, provavelmente, a
imersao dos cadaveres em SACS 30% por até 4 meses reduziu consideravelmente a
contaminacdo devido a hiperosmolaridade do meio (Gauthier et al. 1987; Munro et al.
1989), similarmente ao que ocorre no mar morto ou em cubas de armazenagem de
cadaveres previamente fixados por formaldeido (Nissenbaum, 1975; Oliveira, 2014).

A solucdo para fixagcdo e preservacdo contendo 23% de cloreto de sédio
enriquecido com nitrito, 30% de etanol e 20% de Pluriol® E 400 e Oleo de orégano e
23,9% de agua da torneira também pode ser utilizada como alternativa ao formaldeido
para embalsamamento de cadaveres de cdes, embora possa haver contaminacéo
microbiolégica por Enterococcus spp., Staphylococcus spp., Micrococcus spp., Bacillus
spp. e Clostridium perfringens apds 24 semanas em tanques com temperatura variando
entre 4° a 6°) (Janczyk et al. 2011). Tal solugdo, similarmente & aplicada no presente
estudo, proporcionou boa manutencdo da coloragdo muscular, textura e movimentos

articulares, principalmente quando se utilizou maior percentual de AE na proporcao de
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30% e mesmo quando foi aplicado apenas formaldeido, pois todos os cadaveres
receberam SC previamente a fixagdo, o qual atuou como protetor da coloracdo natural
tecidual, independentemente da combinacao de agentes fixadores utilizados. Nao houve

amarelamento tecidual, como quando se utiliza antioxidante (Nam et al. 2020).
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CONCLUSAO

A nova técnica anatdbmica proposta composta por sal de cura, 30% de AE e 70%
de formaldeido a 10%, proporciona cadaveres quimicamente preparados com aspecto
morfolégico e biomecanico com boa similaridade ao cadaver fresco, além de 6timo

controle microbiologico para uso em aula de anatomia e cirurgia veterinaria.
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