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RESUMO

A conservacédo de espécimes e pecas anatdmicas faz-se necesséria para evitar
a deterioracdo dos tecidos, objetivando a preservacdo da morfologia e
caracteristicas presentes nos animais vivos, como consisténcia, coloracdo e
flexibilidade. O formaldeido é utilizado nos laboratorios de anatomia como um
fixador e conservante padréo, apesar de sua toxicidade ser reconhecida. Este
trabalho avaliou diferentes conservantes, como uma alternativa ao uso do
formol e a viabilidade desses métodos alternativos para conservacéo de pecas
anatbmicas na Secdo de Anatomia Animal, tendo como parametros a
preservacdo morfoldgica das pecas. Foram utilizadas neste trabalho visceras
de suinos, sendo: estdbmagos, rins e pulmdes. Estas foram devidamente
lavadas, dissecadas, pesadas, mensuradas (comprimento e largura) e fixadas
em solucdo de formol a 10% por 48 horas. Depois de fixadas, as pecas foram
transferidas para as solugbes conservadoras, as quais foram mantidas, sob
avaliacdo, por um periodo de trés meses. As solucdes testadas foram: formol
em gel 10%, formol em gel 15%, alcool em gel 70% e solucéo de glicerinacéo
(com glicerina loira). Estas foram comparadas com a solugéo controle de formol
aquoso a 10%. As pecas glicerinadas e as conservadas em éalcool em gel 70%
apresentaram uma mudanca de consisténcia, discreta alteracdo morfométrica,
porém sem alteracbes morfolégicas. A glicerinacdo se mostrou efetivamente
viavel em relacdo ao uso do formol, devido a sua baixa toxicidade e por
proporcionar um melhor acondicionamento das pecas. No entanto, as pecas
apresentaram uma coloragédo mais amarelada, devido ao uso da glicerina loira.
O estudo mostrou que a solucdo de formol em gel 10%, apresentou, menos
volatilidade em relacdo aos demais grupos que continham formol em sua
constituicdo. Neste sentido sdo necessarias novas pesquisas na area de
biosseguranca laboral que avaliem a toxicidade de algumas solucdes usadas
na rotina laboral. Afinada a esta proposta é importante a garantia de
manutencdo das caracteristicas morfologicas das pecas anatbmicas
associadas a viabilidade do custo beneficio de uso das referidas solu¢cdes em
laboratorios de anatomia animal. Além disso, fica evidente que a
implementacéo definitivamente de pecas glicerinadas na rotina académici
uma importante ferramenta de ensino aprendizagem.

Palavras-chave: formaldeido, Fluoral P, glicerina loira, polimero



ABSTRACT

The preservation of specimens and anatomical pieces is necessary to avoid the
deterioration of the tissues aiming at preserving the morphology and
characteristics present in the living animals, such as consistency, color and
flexibility. Formaldehyde is used in anatomy laboratories as a standard fixative
and preservative, although its toxicity is recognized. This work evaluated
different preservatives, as an alternative to the use of formaldehyde and the
viability of these alternative methods for the conservation of anatomical pieces
in the Section of Animal Anatomy, having as parameters the morphological
preservation of the pieces. Viscera of pigs were used in this work, being:
stomachs, kidneys and lungs. These were washed, dissected, weighed,
measured (length and width) and fixed in 10% formalin solution for 48 hours.
After being fixed, the pieces were transferred to the conservative solutions
where they were kept under evaluation for a period of three months. The
solutions tested were: 10% gel formol, 15% gel formol, 70% gel alcohol and
glycerin (with blond glycerin) technique. These were compared with the 10%
agueous formalin control solution. The glycerin and 70% gel preserved pieces
obtained a change in consistency, discrete morphometric alteration, but without
morphological alterations. The glycerin method proved to be more viable in
relation to the use of formaldehyde, since it is a nontoxic medium, thus
providing a better working environment, besides facilitating the storage of the
pieces, which presented a more yellowish color due to the blond glycerin. The
study showed that the formaldehyde solution in 10% gel was less volatile in
relation to the other groups containing formaldehyde in its constitution, in this
sense new research is needed in the area of labor biosafety in order to prove
the substitution of formaldehyde Aqueous solution with the gel formol.

Key words: formaldehyde, Fluoral P, blond glycerin, polymer.
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1. INTRODUCAO

A anatomia é considerada um ramo da ciéncia ocupada com a forma, a
disposicdo e a estrutura dos tecidos e 6rgdos que compdem o organismo. E
uma disciplina que faz parte da matriz curricular de cursos relacionados as
Ciéncias Biolégicas (BRAZ, 2009). As observacdes das estruturas
tridimensionais séo consideradas fundamentais ao aprendizado (FORNAZIERO
& GIL, 2003). Cursos laboratoriais possuem grande importancia cientifica para
a educacdo em geral, levando a uma evolucdo significativa tanto na parte
académica quanto na aprendizagem dos estudantes (YASSER & TOLBA,
2009).

Para possibilitar seu estudo por tempo superior ao de autélise e sem a
acdo de microrganismos, € necessario o uso de métodos de fixacdo e
preservacdo (WEIGLEIN, 2002). Para que nado ocorra a autolise dos
espécimes, suas propriedades quimicas devem ser alteradas, ou seja,
impedindo que a matéria organica que os compde se transforme em um meio
préprio para o desenvolvimento de microrganismos (RODRIGUES,1998).

A preocupacdo quanto a conservacao de pecas anatdmicas existe ha mais
de 5 mil anos, pois 0 uso de pecas cadavéricas naturais sdo indispensaveis
para o0 ensino, sendo um método utilizado em todo o mundo, devido a
contribuicdo no aprendizado pratico melhorando as habilidades aplicativas,
assimilativas e compreensivas da disciplina preparando os estudantes para
uma situagdo real, além do carater cientifico académico. A conservagdo tem
como objetivo preservar da maneira mais préxima possivel, a morfologia e
caracteristicas das pecas como sSd0 nos animais vivos, tal como consisténcia,
coloracéo e flexibilidade. Nos dias de hoje, podemos contar com uma grande
variedade de técnicas que auxiliam na preservagdo dos tecidos animais para
estudo (KIMURA & CARVALHO, 2010).

Os laboratérios de anatomia recebem para estudo cadaveres inteiros, parte
destes ou visceras isoladas. Esses materiais sdo fixados para evitar a
deterioracdo dos tecidos e preservar os elementos Uteis aos estudos. A fungéo
da fixacdo € manter os tecidos firmes, insolUveis e protegidos contra a
deterioracdo (RODRIGUES, 1998). A fixacdo através do formol é a técnica
mais utilizada para a conservacdo de espécimes. O formaldeido é o fixador e

conservante mais utilizado, comumente em solucdo aquosa a 10%. Por ser
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barato e penetrar rapidamente nos tecidos, é amplamente utilizado nos
laboratérios de anatomia (RODRIGUES, 1998).

Produzido através da oxidacdo catalitica do metanol o formaldeido é
encontrado no ambiente na forma gasosa (INCA, 2006). Apesar de ser um dos
fixadores mais comumente empregados no Brasil juntamente com o alcool
etilico, glicerina e fenol, o formaldeido é muito volatil e toxico, e quando
inalado, ingerido, ou em contato direto com a pele, torna-se irritante para as
mucosas e conjuntivas ocular (RODRIGUES, 2010).

Mais de 90% do formaldeido inalado é absorvido no trato respiratorio
superior, podendo também penetrar pela via dérmica (VIEGAS, et al., 2010).
Em 1995, a Agéncia Internacional do Cancer (IARC, 2006) classificou o formol
como cancerigeno e teratogénico (INCA, 2009).

Frente a formolizacéo, principal técnica de fixacdo e conservacao de pecgas,
surgem métodos alternativos como a solucdo de formol gelificada e a
glicerinacdo. A solucao de formol em gel minimiza a formacéo de vapores pelo
“aprisionamento” da molécula de aldeido ao agente gelificante, além disso, é
capaz de manter as propriedades de fixacado e conservacao associadas a baixa
toxidade (ARAUJO, 20009).

Os protocolos de glicerinacdo que se baseiam na associacdo de glicerina e
alcool absoluto tém como vantagens a leveza que as pecas adquirem no
processo de conservacéo, a preservacdo da morfologia das mesmas o mais
proximo da forma original e a aquisicao de pecas com coloracdo mais clara que
facilitam a identificacdo de varias estruturas de dificil visualizacdo. Além disso,
a glicerina é inodora, néo irrita as mucosas, nao € carcinogénica e nao possuli
um risco de contaminacdo ambiental tdo elevado em comparacdo ao formol
(KRUG, et al., 2011). Os métodos de conservacao para os diferentes tecidos
animais podem ser classificados em duas categorias: 0s que ndo mantém a
vitalidade celular e os que mantém, grupo no qual se encaixa a glicerina
(LEITE, 1979).

Tratando-se de ambientes insalubres, a preocupacdo com a saude é
extremamente importante e isso enquadra-se perfeitamente nos laboratorios
de anatomia (VERONEZ, et al., 2010). Apesar da eficiéncia, o formol é maléfico

a saude humana.
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Diante dos fatos, o objetivo deste trabalho foi avaliar a viabilidade de
métodos alternativos para conservagdo de pecas anatdmicas na secdo de
anatomia animal, tendo como parametros a preservacao morfolégica das pecas

e a biosseguranca laboral.
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2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo geral

Avaliar a viabilidade de meétodos alternativos para conservacao de
pecas anatbmicas na secdo de anatomia animal da UENF, tendo como
parametros a preservacao morfolégica das pecas e a biosseguranca laboral.

2.2. Objetivos especificos

e Comparar a capacidade de conservacdo de métodos alternativos em
relacdo ao método de rotina utilizado;

e Caracterizar a capacidade de conservacdo dos métodos avaliados;

e Avaliar a capacidade de conservacao dos diferentes métodos diante de
pecas com diferentes volumes;

e Avaliar o custo beneficio das solugdes testadas;

e Avaliar a contribuicdo dos diferentes métodos testados em relacdo a

biosseguranga no ambiente laboral.
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3. REVISAO DA LITERATURA
3.1. Historico das técnicas de conservacao

A preocupacdo com a preservacdo de pecas anatdbmicas surgiu ha
mais de 5000 anos com 0s egipcios, que foram mestres na mumificacdo de
animais e humanos. A preservacdo de cadaveres humanos ainda hoje é um
meétodo de ensino utilizado nas universidades, contribuindo para as aulas
praticas e melhor aprendizado dos alunos (ARDILES, et al., 2009).

André Versalius foi um dos primeiros a sistematizar a dissecacédo
anatbmica como método de ensino, em virtude disso foi consagrado pai da
anatomia moderna, surgindo assim a necessidade de conservacdo de
cadaveres e pecas anatbmicas para finalidades didaticas e académicas
(RODRIGUES, 1998).

No Séc. XVIIl, as técnicas de conservacdo de corpos humanos
tiveram grande desenvolvimento devido aos investigadores: Ghilhermo
Hunter (1718-1783), que utilizou o &lcool como meio de fixacdo e
preservacdo; Pierrento Diones, que usava o &cido tanico para evitar o
crescimento de fungos; Francois Chaussier (1742-1828) empregou o
biocloreto de mercurio para evitar a putrefacdo e favorecer a mumificacéo;
Johann Jacob Ritter (1714-1784) utilizou arsénico; Karl Wilhelm Sheele
(1742-1786) descobriu a glicerina; Carlo Giacominni (1840-1898) utilizou
pela primeira vez a glicerina para preservar corpos. Posteriormente, em
1868, Augusr Wilherm V. Hoffmam descobriu e passou a utilizar o formol
como substancia para conservar cadaveres (SILVA, et al., 2008).

A principal forma de conservacao de corpos e pecas anatbmicas é a
formalizacdo, devido ao seu baixo custo. A técnica baseia-se na utilizacao
de formaldeido (5-20%) como fixador e conservador (KARAM, 2016).

O objetivo das técnicas de conservacdo € manter as caracteristicas
morfologicas das pecas, o mais semelhante possivel das encontradas em
animais vivos, ou seja, cor, consisténcia dos tecidos e flexibilidade (GIGEK,
et al., 2009).

A importancia ambiental do formaldeido e derivados esta muito bem
estabelecida e aceita pela comunidade cientifica, portanto o interesse por seu

estudo vem aumentando a cada dia, devido a sua presenca nas fases solida,
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liguida e gasosa; sua alta reatividade — que resulta na formacdo de poluentes
secundéarios — e seus efeitos téxicos a salude humana. (NATIONAL, 1981).
Além desse potencial risco a saude, o formol possui outras desvantagens:
produz pecas que, com o0 passar do tempo, adquirem uma coloracdo mais
escura do que a original, aléem de serem friaveis e de dificil utilizagdo, pois
aumentam o peso da estrutura ao encharca-la e a poluicdo ambiental no
seu descarte. Dessa forma, surgiu ao longo do tempo a implementacéao de
novas técnicas de conservacdo como a plastinacdo e a glicerinacdo, em
substituicdo ao formol (OLIVEIRA et al., 2013).

De acordo com Monteiro (1960), a glicerinacdo ou técnica de
Giacomini permite uma melhor preservacdo com as vantagens de pecas
anatdbmicas mais leves; utilizacdo de produtos menos agressivos ao meio
ambiente (diminuicdo e eliminacdo de vapores prejudiciais a natureza) e
aos manipuladores; pecas anatbmicas esteticamente melhores;
conservacdo de pecas semelhantes a da formalizacdo; baixo custo e

facilidade no manuseio das pecas (SILVA et al., 2008).

3.2. PRINCIPAIS AGENTES CONSERVANTES

3.2.1. Formol

O formaldeido € um gas incolor em temperatura ambiente, com forte
odor caracteristico e altamente inflamavel. E um dos compostos volateis
formados nos estagios iniciais da decomposicdo de residuos vegetais no
solo e ocorre naturalmente em frutas e outros alimentos. E formado
naturalmente na troposfera durante a oxidacdo de hidrocarbonetos, os
quais reagem com radicais hidroxila e ozénio, formando formaldeido e
outros aldeidos como intermediarios em uma série de reacdes que
produzem monoxido de carbono, didéxido de carbono, hidrogénio e agua. E
comercializado normalmente na forma de solugcbes aquosas nas
concentracdes entre 30-50% (por peso) (CETESB, 2012).

Sua férmula estrutural é CH20. Face a elevada reatividade e a
atividade com gque se condensa. O formol ndo se pode isolar nem manipular
facilmente no estado puro, por essa razdo ndo se encontra disponivel

comercialmente em sua forma gasosa. No ambito industrial, esse composto
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€ produzido por oxidacdo catalitica do metanol, fazendo passar vapores
deste, juntamente com ar, sobre espirais de cobre incandescentes ou de
oxidos metalicos (catalisadores metalicos). Em presenca de tracos de agua,
o formol tende a polimerizar-se espontaneamente formando um sélido
denominado paraformaldeido. A polimerizagdo pode ser evitada na
presenca de metanol (IARC, 2006).

O formol tem propriedades fisico-quimicas, com peso molecular de
30,03 g/mol, sua formula molecular € CH20, com ponto de fusdo de -118 a
-92°C, ponto de ebulicdo -21 a -19°C, densidade de -20°C - 0,815 g/ml,
pressdo a 25°C — 3,883 mm Hg e conversao a 25°C e lbar — 1ppm = 1,2
mg/m3 (PINA, 2010).

O formaldeido, solucédo 37% é um composto liquido claro com varias
aplicagbes, sendo usado normalmente como conservante, desinfetante e
antisséptico (INCA, 2009).

Alguns fungos apresentam resisténcia ao formol a 10% na
conservacao de pecas anatbmicas em Laboratérios de Anatomia Humana,
como o Aspergillus flavus e Aspergillus niger. Porém, sao poucos o0s
trabalhos em que se avalia a acdo do formol como fungicida nos
laboratérios de anatomia humana (PRZYBYSZ, et al., 2009)

De acordo com Rodriguez, Despaigne e Betancourt (2006) apresenta
acao fungicida e bactericida mesmo a baixas concentragcdes. O
aparecimento de substancias brancas (fungos sapréfitos) nas pecas
anatbmicas deve-se a impermeabilidade da gordura ao formol, a
concentracdo que se encontra o formol, e ao tempo de exposicdo destas
pecas ao ar livre.

O formol é utilizado como agente preservador e como um reagente
em processos quimicos em uma ampla variedade de produtos comerciais e
de consumo (MCNARY; JACKSON, 2007). Industrialmente, é empregado
como componente de algumas resinas e colas, na inddstria quimica e
petroquimica, processamento téxtil, industria de papel, processamento de
madeira, ou como ingrediente ativo de desinfetantes (OLIVEIRA, 2001).

Por suas propriedades de fixacdo e de conservacdo de pecas
anatébmicas e pelo baixo custo em relagdo a outras substancias e métodos,

o formaldeido é utilizado em larga escala nos laboratérios de estudos
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morfoldgicos, 0 que promove a exposi¢do continuada de docentes, técnicos
e alunos, a despeito da sua toxidade e dos efeitos ao meio ambiente
(FRANCESCHINI; CARVALHO, 1993).

Para que nado haja deterioracdo dos tecidos, as pecas anatdmicas
sdo fixadas. A fixacdo € extremamente importante, pois mantém os tecidos
firmes, insolaveis e protegidos (RODRIGUES, 1998). Com uma boa
conservacdo, as pecas nao irdo se deteriorar, evitando também a
proliferacdo de patdgenos que poderdo causar doencas nas pessoas que
frequentam o laboratério (CORREA, 2003).

Dentre suas varias aplicacdes, o uso do formaldeido em laboratérios
de anatomia se sobressai, onde a exposicdo a este produto pelos docentes,
pesquisadores e técnicos é Constante, chegando a alcancar niveis acima
de 10 ppm. Seu uso, portanto, coloca em questdo a exposi¢cdo ocupacional
a essa substancia quimica (VERONEZ, et al.,2006).

A exposicdo ao formol acarreta efeitos adversos na saude humana
gque dependem da via de exposicao, da duracdo e da concentracédo (IARC,
2006). A principal via de exposicdo a este composto € a inalatdria,
acarretando assim irritacdo no nariz e garganta e aumento de lacrimacao. A
exposicdo prolongada e repetida ao formol pode causar fortes dores de
cabeca, alteracbes neurocomportamentais, nduseas, vomitos, vertigens,
tosse, diarreia, dor abdominal, dificuldades respiratérias e edemas
pulmonares. O formol é também um irritante dérmico capaz de promover
reacdes alérgicas como dermatite de contato (ATSDR, 1999).

Medicdes de concentracdo de formaldeido no ar em laboratérios de
anatomia tem apontado niveis entre 0,07 e 2,94 ppm. Uma relacéo entre a
concentracdo e o sintomas podem ser feitos: 0,1 a 0,3 ppm: menor nivel no
qual tem sido reportada irritacdo; 0,8 ppm: limiar para o odor; 1la 2 ppm:
limiar de irritacéo leve; 2 a 3 ppm: irritacdo nos olhos, nariz e garganta; 4 a
5 ppm: aumento da irritacdo de membranas mucosas e lacrimejacéo
significativa; 10 a 20 ppm: lacrimejacdo abundante, severa sensacao de
gueimacdao, tosse, podendo ser alterada por apenas alguns minutos; 50 a
100 ppm: causa danos severos em 5 a 10 minutos (RODRIGUES, 2010).
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3.2.2. Formol em Gel

As substancias formadoras de géis sao polimeros, que quando
disperso em meio aquoso assumem conformacao doadora de viscosidade a
preparacdo. Pode-se definir gel, como uma preparacdo semissolida
composta de particulas coloidais que ndo sedimenta. (SBRT, 2009a).

Devido as caracteristicas dos polimeros, os géis podem ser de
natureza iénica ou ndo idnica. Os geéis de natureza iGnica apresentam pH
dependentes, ou seja apresentam-se estaveis em pH neutro ou préximo do
neutro; Ja os geéis de natureza nao ibnica possuem estabilidade em ampla
faixa de pH, tornando-se possivel a veiculacdo de substancias de carater
acido, como os alfa-hidroxiacos. (MAIA CAMPOS et al., 1999).

A resina Carbopol® constitui uma familia de polimeros hidrossolGveis
que sdo empregados para espessar a dar viscosidade em solucbes e
estabilizar emulsbes. Apresenta-se na forma de p6é branco de odor
ligeiramente &cido, sua formula estrutural é: (CH3CH2)n-COOH. O
Carbopol 940°® tem a capacidade de produzir solucées e emulsées em
qualquer viscosidade até gel. (SBRT, 2009a). Viscosidade é uma expressao
de resisténcia do fluido ao fluxo: quanto maior a viscosidade, maior a
resisténcia (ALMEIDA, BAHIA, 2003).

Para que o Carbopol® obtenha o espessamento do gel, é necesséria
sua neutralizacdo, para isso podem ser utilizadas bases inorganicas, como
hidroxido de sédio ou aminas de baixo peso molecular, Trietanolamina e
aminometilpropanol. Dependendo de qual seja a base utilizada, as
concentracdes a serem adicionadas variam em proporgdes (%) em relacéo
& quantidade de Carbopol,® se for utilizada a Trietanolamina, a relacéo é a
mesma, ja no caso do hidroxido de sodio, se utiliza a terca parte, para o
caso do aminometilpropanol (AMP-95) acrescenta-se 70% da quantidade de
Carbopol® (SBRT, 2009b).

Em preparacbes de gel existe um grande numero de
incompatibilidades que podem ocorrer simultaneamente ou nao, entre os
constituintes da formula, os principios ativos e até com o0s materiais que
compdem a embalagem. A instabilidade pode ser definida como uma

situacdo de ocorréncia imediata ou ndo, existem também alteractes
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significativas em relacdo a forma de utilizac&o, a durabilidade, a eficacia e a
seguranca do produto. Os sinais demonstrativos de incompatibilidade sao:
turbidez, precipitacdo, cristalizacdo, alteracdo da cor, alteracdo do odor,
variacao da viscosidade e separacdo das fases. Todos esses sinais podem
ser identificados durante o preparo em gel (SBRT, 2009b).

A solucdo formol, uma vez gelificada, minimizaria a formacéo de
vapores pelo “aprisionamento” da molécula de aldeido ao agente
gelificante. A consisténcia de gel também possibilitaria a reducdo do
extravasamento da solucdo do frasco contenedor, no acidente de manejo
de biopsias, o0 que auxiliaria a preservacdo do meio ambiente. Partindo
desses pressupostos, a aplicabilidade do formol em gel se mostraria mais
vantajosa, por manter as propriedades de fixacdo e conservacdo somando-
se & comodidade no uso e a baixa toxidade (ARAUJO, 2009).

3.2.3. Glicerina Pura

O termo glicerina (N° CAS: 56-81-5) refere-se ao produto na forma
comercial do glicerol, com pureza acima de 95%. Este Ultimo é um
composto organico pertencente a funcdo éalcool. E liquido & temperatura
ambiente (25°C), higroscopico, inodoro, viscoso e de sabor adocicado
(SILVA, et al., 2008)

Segundo Leite (1979), a glicerina a 98% ndo mantém a vitalidade
celular, sendo assim, € considerada um conservante para os diferentes
tecidos animais.

A principal caracteristica da glicerina é a capacidade de desidratacao
celular a qual se atribui a sua acdo antisséptica, atuando contra fungos e
bactérias gram-negativas e gram-positivas, com excecdo para as formas
esporuladas (ALVARENGA, 1992).

A desidratacdo obtida com a glicerina ndo altera a concentracao
ibnica das células, o que mantém a integridade celular, reduzindo assim, a
antigenicidade dos tecidos conservados (PIGOSSI, 1964).

Buscam-se atualmente diversas alternativas relativas a utilizacdo de
formol na conservacéo de cadaveres. A glicerina € um subproduto do biodiesel

e mostra-se uma boa substituta na conservacdo de pecas anatbmicas
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(SILVEIRA, 2014). Os protocolos de glicerinacdo baseiam-se na associagao
de glicerina P.A. (pura para andlise) e alcool absoluto. A glicerina P.A. tem
a capacidade de desidratacéo celular, atuando contra fungos e bactérias. A
técnica de glicerinacdo proporciona uma melhor preservacdo das pecas
anatdmicas com diversas vantagens, entre elas, a leveza que as mesmas
adquirem no processo de conservacdo, a morfologia é preservada o mais
proximo da forma original e a coloracdo € mais clara, facilitando a
identificacdo de varias estruturas de dificil visualizacdo. Além disso, a
glicerina P.A. é inodora, nao irrita as mucosas, nao é carcinogénica e nao
possui um risco de contaminacdo ambiental tdo elevado em comparacao ao
formol (KRUG, et al., 2011). Entretanto seu custo é considerado muito alto,
0 que torna inviavel seu uso nos laboratérios de anatomia (ALVARENGA
1992, SILVA et al. 2008, NACIMENTO et al. 2001).

As pecas submetidas ao processo de glicerinacdo, podem ser
armazenadas verticalmente em potes plasticos, ndo havendo necessidade
de imersdo do material em solugcdo conservadora, otimizando assim, o
espaco do laboratério (CARVALHO et al., 2013).

3.2.4. Glicerina Loira

Segundo Nascimento et al. (2009) a glicerina semipurificada
proveniente do processo de formacdo do biodiesel apresenta constituicdo
variavel de acordo com a matéria prima e o processo utilizado, sendo
assim, a composicdo da glicerina a ser utilizada deve ser previamente
conhecida para que seja feita uma correta conservacao.

A glicerina loira € obtida pela purificacdo da glicerina bruta, através
do seu tratamento com &cido cloridrico ou fésforo. A glicerina loira contém
aproximadamente 80% de glicerol (KNOTHE et al., 2006) que pode ser
suficiente para a preservacao dos tecidos animais.

A glicerina proveniente do biodiesel € um meio viavel e menos téxico
na conservacado de pecas anatdmicas, pois, além de possuir um custo
menor em comparacgdo com a glicerina P.A., diminui também a liberagéo de

gases toxicos, armazenamento das pecas verticalizadas e preservacao das
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caracteristicas morfoldégicas e anatdbmicas das pecas (CARVALHO, et al.
2013).

3.2.5. Alcool

A fixacdo pelo alcool etilico € empregada, sobretudo em anatomia
vegetal e em histoquimica, sendo pouco recomendada na maioria de
preparacdes de tecidos animais. Porém, muitos metazoarios destinados as
colecbes de museu sdo conservados em alcool. Em qualquer dos casos, o
liquido fixador deve sempre ser substituido. Geralmente emprega-se o
alcobmetro para determinar a porcentagem de éalcool absoluto nhuma mistura
aquosa, pois diferentes concentracfes de alcool tém diferentes densidades e
especificas gravidades. Por isto o instrumento flutua mais para cima ou mais
para baixo e a concentracdo aparece na escala. (PEIXINHO, 2004).

Segundo Rodrigues (2005), o alcool etilico a 96° GL, possui grande
afinidade e consequentemente 6tima capacidade de penetracédo nos tecidos. E
empregado de forma isolada em animais de pequeno porte e pequenas pecas
anatbmicas para fixar e preserva-las.

O alcool também é utilizado no método de glicerinacdo, auxiliando a
retirada da agua dos tecidos das pecas, permitindo a entrada da glicerina
(KIMURA; CARVALHO, 2010).

3.2.6. Alcool em gel 70%

O alcool 70% em gel é comumente utilizado na préatica de antissepsia
das maos como preventivo contra virus e bactérias.

Acredita-se que o estado fisico possa influenciar na menor taxa de
evaporacdo, diminuindo desta forma uma possivel agressdo ambiental
(ANVISA, 2015).
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4. BIOSSEGURANCA LABORAL

O ambiente laboral deve ser entendido como um sistema complexo,
onde existem interacdes constantes entre os fatores humanos, ambientais,
tecnologicos, educacionais e normativos. Tais interacbes podem vir a
favorecer a ocorréncia de acidentes. A Biosseguranca contribui para a
minimizacdo das ocorréncias desagradaveis, sendo definidas como:
Conjunto de estudos e acOes destinados a prevenir, controlar, reduzir ou
eliminar riscos inerentes as atividades que possam comprometer a saude
humana, animal, vegetal e 0 ambiente (FIOCRUZ, 2009).

Devido ao potencial toxicologico, faz-se necesséria a implantacao de
medidas de biosseguranca para minimizar 0S riscos ocupacionais e a
conscientizacdo dos profissionais com a finalidade de alertar os
anatomistas quanto as consequéncias que poderdo advir do exercicio de
suas funcbes na condicdo de docentes, pesquisadores e técnicos
(VERONEZ, 20086).

No Brasil, a Biosseguranca possui duas vertentes: A legal, que trata das
questdes envolvendo a manipulacdo de Organismos Geneticamente
Modificados (OGMs) e pesquisas como a de células-tronco embrionarias, e
que tem uma lei, a de n® 11.105, chamada Lei de Biosseguranca, sancionada
pelo governo brasileiro em 24 de marco de 2005 (SILVA, PELAEZ e VALLE,
2009; VALLE, 2009; VALLE e BARREIRA, 2007); A praticada, desenvolvida,
principalmente, nas instituicdes de saude e laboratérios em geral, que envolve
0S riscos por agentes quimicos, fisicos, biolégicos, ergondémicos e
psicossociais presentes nesses ambientes, que se encontra no contexto da
seguranca ocupacional (COSTA e COSTA, 2009; COSTA e COSTA, 2005,
2006).

Entre os riscos individuais e coletivos de acidentes de laboratorio, pode-
se listar e classificar inicialmente os riscos em quimicos, fisicos e biologicos. A
analise do risco no funcionamento integral de um estabelecimento pode ser
originada ou relacionada com problemas hidraulicos e elétricos, sanitarios e
ecologicos, quimicos, biologicos e radioativos entre outros riscos fisicos
provenientes da utilizagdo de instrumentos e aparelhos especiais
(NASCIMENTO, 2001).
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O risco biolégico ocorre quando qualquer ser humano entra em contato
Oou manuseia animais ou materiais bioldgicos contendo micro-organismos
patogénicos/infectantes capazes de produzir efeitos nocivos no organismo
(LIMA, 2011).

Riscos quimicos séo representados por substancias, em seus diferentes
estados fisicos, que podem penetrar no organismo e quando absorvidas
produzir reacdes toxicas e problemas de saude. S&o absorvidas pelas vias
respiratorias, cutanea e digestiva (CURIA, CESPEDE, NICOLETTI, 2012)

De acordo com Ministério da Saude, a contengdo pode ser classificada
como priméria, que visa a garantir protecdo do ambiente interno do laboratorio
e secundaria, que esta relacionada a protecdo do ambiente externo e €
proporcionada pela combinacdo de infraestrutura laboral e praticas
operacionais (SKARABA, et al., 2004;).

Os equipamentos de protecdo sdo barreiras primarias que visam a
proteger o profissional (individual) e o ambiente (coletivo). Trabalhadores da
area da saude que atuam em hospitais, clinicas odontolégicas, veterinarias e
laboratérios sdo considerados como categoria profissional de alto risco, pois
estdo frequentemente expostos aos riscos bioldgicos, principalmente quando
manuseiam fluidos corporeos e sangue (NISHIDE e BENATTI, 2004).

O termo biosseguranca engloba o uso de equipamentos de protecdo
individual (EPI's), como luvas e mascaras, que formam uma barreira primaria
entre os trabalhadores e os materiais acarretadores de perigo, diminuindo-os
(MASTROENI, 2006), minimizam a exposi¢ao dos trabalhadores aos riscos que
ameacem sua seguranca e saude, de uso individual, porém cabe ao
profissional usa-los e conserva-los. (CURIA, CESPEDES, NICOLETTI, 2012).

De acordo com a Fiocruz (2009), os equipamentos de protecao
individual sédo todos os dispositivos de uso individualizado destinados a
proteger a saude e a integridade fisica do trabalhador.

Protetores faciais: Oferecem uma protegcdo a face do trabalhador
contra risco de impactos (particulas solidas, quentes ou frias), de substancias
nocivas (poeiras, liquidos e vapores), como também das radiacbes (raios

infravermelho e ultravioleta, entre outros).
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Protetores oculares: Servem para proteger os olhos contra impactos,
respingos e aerossois. E importante que sejam de qualidade comprovada, a fim
de proporcionar ao usuario visao transparente, sem distor¢cdes e opacidade.

Protetores respiratorios: Sao utilizados para proteger o aparelho
respiratorio. Os respiradores devem ser selecionados conforme o risco inerente
a atividade a ser desenvolvida. Os respiradores com filtros mecénicos, por
exemplo, destinam-se a protecdo contra particulas suspensas no ar, 0s com
filtros quimicos protegem contra gases e vapores organicos.

Méascaras: Podem ser semifaciais e de protecdo total, sdo necessarias
no caso de uso de gases irritantes como o cloreto de hidrogénio.

Luvas: Previnem a contaminacdo das maos do trabalhador ao
manipular, por exemplo, material biolégico potencialmente patogénico e
produtos quimicos. Além de reduzir a probabilidade de que os microrganismos
presentes nas maos dos trabalhadores possam ser transmitidos aos pacientes
durante um atendimento médico-hospitalar.

Jalecos: Sao de uso obrigatério para todos que trabalham nos
ambientes laboratoriais onde ocorra a manipulagdo de microrganismos
patogénicos, manejo de animais, lavagem de material, esterilizacao,
manipulacdo de produtos quimicos. Devem ser de mangas compridas, cobrindo
0s bracos, o dorso, as costas e a parte superior das pernas.

Calcados de seguranca: Séo destinados a protecdo dos pés contra
umidade, respingos, derramamentos e impactos de objetos diversos, nao
sendo permitido o uso de tamancos, sandalias e chinelos em laboratérios.

Equipamentos de protecdo coletiva (EPC): Tém como funcdo a
protecdo do ambiente e a manutencdo da saude, além da integridade dos
ocupantes de uma determinada area. Podem ser de uso rotineiro, como as
cabines de seguranca biologica e capelas de exaustdo quimica, ou para
situacdes emergenciais, como os extintores de incéndio, chuveiro e lava-olhos,

gue devem estar instalados em locais de facil acesso e bem sinalizados.
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5. MATERIAL E METODOS

5.1. Local de trabalho

O referido trabalho foi realizado na Se¢édo de Anatomia Animal (SAA) do
Laboratorio de Morfologia e Patologia Animal (LMPA/CCTA) da Universidade
Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro (UENF). As experimentacdes
ocorreram nos laboratérios de Microbiologia (LSA), de Morfologia e Patologia
Animal (LMPA) Morfologia, Ciéncias Quimicas Wilson Gazotti Jr — LCQUI. Com
aprovacao do CEUA, protocolo 308.

5.2. Dados amostrais

Apos o abate dos suinos no Frigorifico PAJAM — LTDA, no distrito de
Itaocara/RJ, de acordo com as normas do Ministério da Agricultura Pecuéaria e
Abastecimento do Brasil (MAPA), sob Inspecédo Estadual, foram coletados 15
estbmagos, 15 rins e 15 pulmdes, totalizando 45 pecas. Estas foram
identificadas e armazenadas isoladamente em sacos transparentes e
transportadas em caixas térmicas até a secdo de Anatomia Animal SAA/LMPA.
Para escolha das visceras levou-se em consideracdo o0 volume e as
caracteristicas intrinsecas de cada uma. Sendo assim, caracterizamos,
comparativamente, o rim como uma viscera de menor volume e de estrutura
compacta; o estbmago, de volume médio e constituicdo oca e 0 pulm&o como

uma viscera de volume grande e aerada.

5.3. Processamento das Pecas

Apoés a chegada a Secdo de Anatomia Animal, as pecas passaram por
diferentes processos: dissecc¢éo, lavagem em agua corrente e escoamento (por
1h) para a retirada do excesso de agua e em seguida as mesmas foram
pesadas em balanca eletrénica (Balmak Triplice ELP — 6/15/30) e mensuradas,
com fita métrica, em relacdo ao seu comprimento e largura. Finalmente foram
fixadas em solucdo de formol a 10% por 48 horas em temperatura ambiente.
Com o intuito de preservar a morfologia de cada viscera, utilizou-se cubas
plasticas transparentes, hermeticamente fechadas, com capacidade de
armazenar as diferentes visceras com um volume de fixador cerca de 10 vezes

maior que o volume da peca.
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Todas as visceras foram previamente fixadas em solucdo aquosa de
formol a 10% por 48 horas Para uma maior confiabilidade dos dados
analisados, foram trabalhadas visceras em triplicata. Sendo assim, distribuidas
nove pecas (trés rins, trés, estbmagos e trés pulmdes) em cinco grupos
contendo diferentes solu¢des conservadoras. Ao término do periodo de fixacao
as pecas foram lavadas a fim de retirar o excesso de formol, e deixadas para
escorrer, retirando assim o excesso de liquido.

Na etapa de conservacao das visceras foram testadas quatro diferentes
solugdes: o formol em gel 10% (G2), formol em gel 15% (G3), alcool em gel
70% (G4), técnica de glicerinacdo modificada (G5) e comparadas com 0 grupo
controle de formol aquoso 10% (G1). As solu¢cdes se encontram discriminadas

e identificadas em cinco grupos (G1; G2; G3; G4; G5) no quadro 1.

X COMPOSICAO
GRUPOS DESCRICAO (1000 mi)
Gl Solucédo aquosa de
formol a 10% 100 ml de formol 37%;
(Controle) 900 ml de H,O
0,
G2 Formol em gel 10 % Em processo de registro de patente
G3 Formol em gel 15 % Em processo de registro de patente
< 3,409 de Carbopol®; 3,40g de
0,
G4 Alcool em gel 70% Trietanolamina; 1000 ml de alcool 70%
G Técnica de glicerinacdo | Glicerina loira e alcool etilico a 95% na
5 o . .
modificada proporcao de 1:2

Quadro 1: Descrigcdo e composi¢cdo dos grupos experimentais.

Apds 0 escoamento, as pecas dos grupos: G1, G2, G3 e G4, foram
diretamente imersas em seus meios conservantes, com volume pelo menos 10
vezes maior que o das pecas. Para tal, realizou-se uma meédia em relagdo ao
peso das mesmas, a partir dai mediu-se a quantidade de conservante, levando-
se em conta o tamanho das cubas em que as pecas ficariam armazenadas.

As pecas do G5 passaram pelo processo de glicerinagdo. Apos o
escoamento, estas foram imersas em alcool 70% por um periodo de sete dias.
ApoOs esse periodo, foi para o escoamento por 30 minutos e em seguida,

imersas na glicerina loira e é&lcool etilico 95%, na proporcdo de 1:2. Nesta
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solugéo, as pecas ficaram imersas por quinze dias, seguidas de escoamento
por 8 horas. Retirado o excesso de solugdo, as mesmas foram armazenadas
novamente em suas cubas hermeticamente fechadas, sem qualquer solucao.

A partir do momento em que todas as pegas estavam em seus
respectivos conservantes, iniciou-se as avaliagcdes, tanto das pecas quanto das
solugdes, por um periodo de noventa dias.

As solucdes conservadoras receberam as diferentes visceras (rim,
estbmago e pulmao) com o intuito de preservar os aspectos morfologicos
inerentes as diferentes visceras. Desta forma, o0s seguintes parédmetros
relacionados as solu¢cbes conservadoras foram avaliados: turbidez, alteracéo
de cor, alteracdo de odor, presenca de precipitado, e presenca de

microrganismos contaminantes (Quadro 2).

METODOS DE AVALIACAO - SOLUCOES CONSERVADORAS
A . Método de avaliacéo / Critérios
Parametros avaliados . .
equipamento Considerados
Normal (N)
Aspecto Visual Turvo (T)
Leitoso (L)
Alteracdo da cor : Normal (N)
Visual Alterado (A)
Alteracéo de odor : Normal (N)
Olfativo Alterado (A)
- : Sim
Presenca de precipitado Visual N0
Presenca de .
. . . L Sim
microrganismos Cultura microbiologica N
contaminantes

Quadro 2: Método de avaliagdo das solugbes conservadoras.

Para a avaliacdo da cor e do aspecto das solucbes, foram coletadas
amostras de cada solucdo antes de receberem as diferentes visceras. Esses
padrdes, respectivamente sdo o controle de referéncia visual para a avaliacao
das alteracbes na cor e no aspecto (normal, turvo e leitoso) sofridas pelas
solugdes testadas em diferentes periodos, ap06s a introducdo das pecgas.
Entendendo que a cor é essencialmente resultado da interagédo entre o objeto,
fonte de luz e o observador, antes de cada avaliacao visual, as amostras foram
acondicionadas, preparadas e apresentadas da mesma forma em cada

avaliacdo. Isto inclui a colocacdo das amostras no mesmo recipiente e usando
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a mesma quantidade de amostra. Durante cada avaliagdo visual, condi¢cbes
padronizadas sédo exigidas para manter a precisdo, incluindo a iluminacéo,
observador e condi¢Bes de visualizacdo: mesma fonte de luz; mesmo avaliador
e mesmo angulo de avaliagcdo. Cada avaliagdo ocorreu durante no maximo 15
segundos, além disso, as amostras foram avaliadas lado a lado: Amostra
padrao (retirada antes da imersao das pecas) e amostra a ser avaliada.

Ja para as visceras conservadas nas solucdes testes, foram feitas
avaliacbes relacionadas a: morfologia, morfometria, massa, consisténcia,
alteracdo de coloracdo, presenca de manchas, presenca de microrganismos
contaminantes e sinais de autélise (Quadro 3).

METODOS DE AVALICAO - VISCERAS
Parametros avaliados Método de avaliacao / Critérios
equipamento Considerados
. : Normal (N)
Morfologia Visual Alterado (A)
Morfometria C_omprlrr_\ento x largura Valor mensurado
(fita melimetrada - cm)
Massa Balanca digital — g Valor mensurado
A Normal (N)
Consisténcia Tato Alterado (A)
~ : Normal (N)
Alteracéo de cor Visual Alterado (A)
Presenca de manchas Visual S|~m
Nao
Presenca de contaminantes Visual Sim/Nao
o . : Sim
Sinais e autolise Visual ~
Nao

Quadro 3: Métodos de avaliacdo das visceras.

Inicialmente as avaliagbes foram realizadas 24h, 48h e 72h apés a
permanéncia das pecas nas solucdes conservadoras, e passaram a ser
realizadas semanalmente durante 90 dias.

Para a avaliacdo de coloragao das pecas, foram tiradas fotos nos dias
corespondentes aos periodos de 30/60/90 dias, utilizando camera Nikon
Coolpix P500, estudio confeccionado com caixas de papeldo, espuma vinilica

acetinada (EVA) preto e lampadas led de 3W.



31

As fotos foram tiradas seguindo a mesma metodologia, para cada tipo de
peca em seus diferentes grupos, utilizou-se uma configuracédo especifica, para
que as mesmas ficassem o mais proximo da realidade. A avaliacdo foi
realizada por meio de comparacdo das pecas entre os dias 30/60/90, e

realizadas entre si e com as pecas do grupo controle (G1).

5.4. Mensuracéao da volatilizacao

Apoés o periodo de 90 dias de avaliacdo, realizou-se a mensuracao dos
niveis de formol presentes no ambiente laboral. Para tal avaliacdo reproduziu-
se um ambiente semelhante ao que se trabalha em sala de aula mimetizando a
rotina didatica executada em nossas disciplinas de anatomia animal. Antes de
suas avaliacOes, as pecas conservadas nas diferentes solu¢cdes passaram pelo
procedimento de banho, imersédo da peca em agua corrente por um periodo de
24h, em sequéncia iniciou-se a avaliacao da volatilizacdo do formol. Para esta
fase escolheu-se trabalhar somente com os estbmagos.

O reagente aqui proposto para avaliar qualitativamente a liberacdo de
formaldeido em amostras liquidas e gasosas é o Fluoral P, preparado pela
reacdo de 0,3 ml de &cido acético, 0,2 ml de acetilacetona (bidestilada) e 15,4 g
de acetato de aménio, completando-se o volume para um baldo de 100,0 ml
com agua deionizada. Este reagente, quando estocado sob refrigeracdo e em
frasco escuro, pode ser usado satisfatoriamente por até 60 dias (PINHEIRO,
2004).

Para mensurar essa volatilizacdo, utilizou-se 25 cartuchos Strata® SI-1
Silica (55 um, 70 A) 200mg / 3 ml, Tubes — Phenomenex, impregnados com 5,0
ml de Fluoral P - 0 excesso do reagente foi retirado com fluxo de N, por 15 min,
em seguida enrolados em papel aluminio, secos em dissecador por 24 horas e
armazenados na geladeira até sua utilizagéo.

O ambiente escolhido para mimetizar uma sala de aula, foi uma capela
com as seguintes dimensdes: 45 cm de largura; 65 cm de comprimento e 68
cm de altura. O cartucho ficava preso a uma garra com o auxilio de um suporte
universal, na altura de 30 cm da base, posicionado no centro da capela. Para
tal mensuracgéo foi utilizada uma bomba de vacuo Fiston Mod. 824T, que teve

seu fluxo ajustado por um bolhdmetro.
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Para a mensuragdo da volatilizagdo do formol, seguiram-se 0s onze
passos descritos abaixo:

Passo 1 — Banho de 24 horas nas pecas. ApOs o banho, as pecas foram
mantidas em cubas vazias hermeticamente fechadas até a sua utilizacao.
Seguimos a ordem decrescente dos grupos: G5, G4, G3, G2, G1.

Passo 2 — Antes de cada medicdo é preciso calibrar o fluxo de ar, que
passa pelo cartucho para se saber o volume amostrado no interior da capela e
para isso utilizou-se o bolhébmetro, que serviu para medicdo e ajuste da vazao
na amostragem.

Passo 3 — Com o cartucho ja calibrado faz-se a medicao do branco, com
a capela sem as pecas, contendo somente a estacdo meteorologica, cujo
objetivo é auxiliar no controle da temperatura, pressdo e umidade do ar em
todas as analises. O cartucho é preso na garra dentro da capela. Ao ligar a
bomba, conta-se cinco minutos, passado o tempo o cartucho € retirado,
identificado (B1G5), enrolado em papel aluminio e acondicionado em um saco
plastico na caixa térmica.

Passo 4 — Coloca-se na capela as pecas referentes ao grupo G5, e conta-
se o0 tempo de cinco minutos. Neste tempo ocorrera o primeiro intervalo de
volatilizacdo de formaldeido proveniente da peca para o ambiente (tempo 0-5).

Passo 5 — Calibra-se o cartucho novamente, 0 mesmo vai para a capela
ja com as pecas e conta-se cinco minutos. Passado o tempo, o cartucho é
retirado, identificado (05G5), enrolado em papel aluminio e acondicionado em
um saco plastico na caixa térmica (tempo 5-10).

Passo 6 — Conta-se 5 minutos. Neste tempo ocorrera o segundo intervalo
de volatilizacdo de formaldeido proveniente da peca para o ambiente (tempo
10-15 min).

Passo 7 — Calibra-se o cartucho novamente, o mesmo vai para a capela
ainda com as pecas e conta-se cinco minutos. Passado o tempo, o cartucho é
retirado, identificado (15G5), enrolado em papel aluminio e acondicionado em
um saco plastico na caixa térmica (tempo 15-20).

Passo 8 — Conta-se 5 minutos. Neste tempo ocorrera o terceiro intervalo
de volatilizacdo de formaldeido proveniente da peca para o ambiente. (tempo
20-25).
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Passo 9 — Calibra-se o cartucho novamente, 0 mesmo vai para a capela
ainda com as pecas e conta-se cinco minutos. Passado o tempo o cartucho é
retirado, identificado (25G5), enrolado em papel aluminio e acondicionado em
um saco plastico na caixa térmica. (tempo 25-30).

Passo 10 — Conta-se 5 min. Neste tempo ocorrera o quarto intervalo de
volatilizacdo de formaldeido proveniente da peca para o ambiente (tempo 30-
35).

Passo 11 — Calibra-se o cartucho novamente, o mesmo vai para a capela
ainda com as pecas e conta-se cinco minutos. Passado o tempo o cartucho é
retirado, identificado (35G5), enrolado em papel aluminio e acondicionado em
um saco plastico na caixa térmica (tempo 35-40).

Acabada as medi¢des as pecas sao retiradas da capela e acondicionadas
em cubas hermeticamente fechadas e a capela entdo € limpa com papel
absorvente. Coloca-se um ventilador ligado diretamente na janela da capela,
para que ocorra a circulacao no seu interior.

Essa ventilacdo tem uma duracdo de trinta minutos, ap0s esse tempo,
repete-se 0s onze passos com O grupo seguinte, no caso G4, depois G3, G2 e
G1. ApoGs as medicbes de volatilizagdo, os cartuchos sdo transferidos para a
geladeira e espera-se pelo menos 12 horas para iniciar a eluicéo e leitura dos
cartuchos.

Esta fase € muito simples. Os cartuchos sdo colocados na camara de
vacuo (Manifold, Supelco) e eluidos com 5 ml de Fluoral P. Apés a eluicdo, a
leitura de fluorescéncia é feita no espectrofotdmetro (Cary, Varian) que dara

como resultado a quantidade de fluorescéncia na amostra.

5.5. Modelo estatistico

Foi realizada a analise utilizando a teoria dos modelos lineares
generalizados para as variaveis de morfologia, consisténcia, coloracéo,
presenca de precipitado, alteracdo de cor utilizando a distribuicdo Binaria. Para
tanto, foi utilizado o procedimento GLIMMIX do software Statistical Analysis
System (SAS System, Inc., Cary, NC, USA), e em caso de diferenca
significativa, foi aplicado o teste de Tukey.

As variadveis de massa, comprimento e largura foram feitas por meio de

médias.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1. Analise Morfométrica das Pecas

O grafico 1 representa a consisténcia dos estdbmagos nos diferentes
grupos de conservantes. Tendo como normal o valor de 1. As pegas dos
grupos G2, G3 e G4 apresentaram uma consisténcia normal, sem perder a
elasticidade natural da peca, ja as pecas do G5 apresentaram uma
consisténcia ‘emborrachada’, o que é normal para pecgas glicerinadas. Em

comparacao ao grupo Gl1.

CONSISTENCIA ESTOMAGO
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Gréfico 1: Consisténcia dos estdbmagos nas diferentes solu¢des conservantes, sendo coluna
1 grupo G1: formol aquoso 10%; coluna 2 grupo G2: formol em gel 10%; coluna 3 grupo G3:
formol em gel 15%; coluna 4 grupo G4: alcool em gel 70% e coluna 5 grupo G5: glicerinagéo.

R N W

O gréfico 2 representa a consisténcia dos rins nos diferentes grupos de
conservantes. As pecas dos grupos G2, G3 apresentaram uma consisténcia
normal, quando comparadas com o grupo G1, ja as pecas dos grupos G4 e G5
apresentaram pequenas diferencia¢des, ou seja, as pecas do G4 apresentaram
uma consisténcia friavel, suscetivel a rachadura. O grupo G5 apresentou uma
consisténcia firme e endurecida, o que é normal para pecas glicerinadas. Em
comparagao ao grupo G1.



35

CONSISTENCIA RIM
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Gréfico 2: Consisténcia dos rins nas diferentes solugbes conservantes, sendo coluna 1
grupo G1: formol aquoso 10%; coluna 2 grupo G2: formol em gel 10%; coluna 3 grupo
G3: formol em gel 15%; coluna 4 grupo G4: alcool em gel 70% e coluna 5 grupo G5:
glicerinacao.

o

O grafico 3 representa a consisténcia dos pulmdes nos diferentes
grupos de conservantes. As pecas dos grupos G2, G3 apresentaram uma
consisténcia normal, sem perder a elasticidade natural da peca, se comparadas
com o grupo G1, ja as pecas dos grupos G4 e G5 apresentaram pequenas
diferenciacbes, ou seja, as pecas do G4 apresentaram uma consisténcia
flacida, porém levemente elastica. O grupo G5 apresentou uma consisténcia
‘emborrachada’ e levemente menos aerada, o que é normal para pecas

glicerinadas. Em comparacao ao grupo G1.

CONSISTENCIA PULMAO
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Gréfico 3: Consisténcia dos pulmdes nas diferentes solugbes conservantes, sendo
coluna 1 grupo G1: formol aquoso 10%; coluna 2 grupo G2: formol em gel 10%; coluna
3 grupo G3: formol em gel 15%; coluna 4 grupo G4: alcool em gel 70% e coluna 5 grupo
Gb5: glicerinacao.
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A analise de coloragdo das pegas foi realizada visualmente através de
foto documentacdo, nos dias 30/60/90. No gréfico 4 (A) e (B), referente a
estdbmagos e pulmdes, observou-se que estatisticamente ndo houve mudanca
de coloracdo entre os grupos G2 e G3. Ja o grupo G4 apresentou uma sutil
diferenca. No gréfico (C) referente aos pulmdes ndo houve diferenca estatistica
entre os grupos G2, G3 e G4. O grupo G5 apresentou variacdes caracteristicas
da técnica de glicerinacdo em todas as pecas avaliadas. As pecas foram
comparadas com o grupo controle (G1).

As figuras 1,2 e 3 foram tiradas no nonagésimo dia com as pecas lado a
lado para melhor visualizagdo dos resultados descritos acima, Constatou-se
que o grupo G4 apresentou uma sutil coloracdo amarelada, possivelmente
causada pelo alcool presente em seu meio conservante. No grupo G5,
observou-se uma coloracdo amarelada mais evidente, devido a utilizacdo da
glicerina loira, caracterizando esta coloracdo nas pecas. Para as avaliacdes,

levou-se em consideracao a coloracdo de cada peca e suas particularidades.

A Coloragdo B Coloragdao Rim Coloragao
Estomago Pulmao
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Gréfico 4: Coloracdo dos estbmagos (A), rins (B) e pulmdes (C), nas diferentes solucdes
conservantes, sendo coluna 1 grupo G1: formol aquoso 10%; coluna 2 grupo G2: formol
em gel 10%; coluna 3 grupo G3: formol em gel 15%; coluna 4 grupo G4: alcool em gel
70% e coluna 5 arupo G5: dlicerinac&o.
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Figura 1: Coloracdo apresentada pelos estbmagos devido aos seus respectivos, meios
conservantes. (A) formol aquoso 10%, (B) formol em gel 10%, (C) formol em gel 15%, (D)
alcool em gel 70%, (E) glicerinacéo;



conservantes. (A) formol aquoso 10%, (B) formol em gel 10%, (C) formol em gel 15%,
(D) &lcool em gel 70%, (E) G5: glicerinagao;

38
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Figura 3: Coloracdo apresentada pelos pulmdes devido aos seus respectivos, meios
conservantes. (A) formol aguoso 10%, (B) forrlnol em gel 10%, (C) formol em gel 15%, (D)
alcool em gel 70%, (E) glicerinagéo;

Realizou-se também andlises visuais em relagdo a presenca de manchas,
de microrganismos contaminantes e sinais de autélises nas pecas, estas,
realizadas durante os noventa dias de avaliagdo obtiveram resultado negativo.

Através do Gréafico 5, é possivel identificar que os estébmagos
conservados nas solucdes G1, G2 e G3 apresentaram reducdo em suas
dimensbes (comprimentos e larguras), caracterizando um processo de
contracdo celular promovido pelas solu¢cdes que possuem formol em suas
constituicbes. O G4 por sua vez demonstrou uma pequena reducdo no valor
da largura que, da mesma forma, o estémago do G5 sofreu um processo de
desidratacdo em funcdo da presenca de alcool em suas formulacdes, neste
caso acarretando uma reduc¢éo tanto no comprimento quanto na largura.
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COMPRIMENTOE LARGURA - ESTOMAGO
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Gréfico 5: Média do comprimento e largura de estdbmagos (n=03), conservados em
diferentes solugbes: G1: solugdo aquosa de formol 10%; G2: solu¢do de formol em gel
10%; G3: solucéo de formol em gel 15%; G4: Solugdo de alcool em gel 70% e G5:
técnica de glicerinacdo modificada. C - comprimento; L - largura; Tempo inicial - 0 dia;
tempo final - 90 dias.

Apesar da reducao no valor de comprimento e largura dos estdbmagos
conservados em G1, observou-se um aumento em relacdo ao valor de sua
massa, caracterizando a incorporacdo da solucédo aquosa de formol 10%. Ja a
massa dos estdmagos conservados em G2 e G3 ndo apresentaram alteracao
provavelmente em funcdo da maior dificuldade de penetragéo do formol em gel.
Os estdbmagos dos G4 e G5 perderam massa em fungdo da desidratacdo
causada pela presenca de alcool existente na constituicdo das solu¢des do G4
e G5 (Gréfico 6).
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Grafico 6: Média da massa dos estbmagos (n=03), conservados em diferentes
solucdes: G1: solucdo aquosa de formol 10%; G2: solugédo de formol em gel 10%; G3:
solugdo de formol em gel 15%; G4: Solucdo de alcool em gel 70% e G5: técnica de
glicerinacdo modificada. C - comprimento; L - largura; Tempo inicial - 0 dia; tempo final -
90 dias.
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A avaliacdo morfométrica do rim nos evidencia dados referentes a
reducdo tanto no comprimento quanto na largura dos rins acondicionados em
G1, G4 e G5. Em G2 e G3, apesar das pecas apresentarem um aumento no
valor do comprimento das pecas, existiu uma diminuicdo nos valores referentes

a largura dos mesmos (Grafico 7).
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Grafico 7: Média do comprimento e largura de rins (n=03), conservados em diferentes
solugdes: G1: solugcdo aquosa de formol 10%; G2: solugdo de formol em gel 10%; G3:
solugdo de formol em gel 15%; G4: Solugdo de alcool em gel 70% e G5: técnica de
glicerinacdo modificada. C - comprimento; L - largura; Tempo inicial - 0 dia; tempo final -
90 dias.

A reducdo em relagdo ao comprimento e a largura dos rins conservados
em G1 também se repetiu em funcdo da massa, da mesma forma que em G4
e G5. A desidratacdo causada pelo presenca de alcool nestas duas ultimas
solugbes acarretaram a reducédo da massa dos rins. No caso de G2 e G3 , a
presenca dos polimeros para gelificacdo das referidas solugbes pode ter

acarretado o aumento na massa dos referidos rins (Grafico 8).
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Gréfico 8: Média da massa dos rins (n=03), conservados em diferentes solu¢des: G1:
solugdo aquosa de formol 10%; G2: solugdo de formol em gel 10%; G3: solu¢éo de
formol em gel 15%; G4: Solugéo de alcool em gel 70% e G5: técnica de glicerinacéo
modificada. Tempo inicial - 0 dia; tempo final - 90 dias.
No grafico 9, € possivel observar uma reducao no valor de comprimento
e largura para as pecas dos grupos G1, G2, G4 e G5. Apenas o0s pulmdes do
G3, apresentaram aumento no comprimento. Em relacdo a largura, todos

apresentaram uma reducao nas medidas .
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Gréfico 9: Média do comprimento e largura de pulmdo (n=03), conservados em
diferentes solugfes: G1: solugdo aquosa de formol 10%; G2: solugdo de formol em gel
10%; G3: solugcdo de formol em gel 15%; G4: Solucdo de alcool em gel 70% e Gb5:
técnica de glicerinacdo modificada. C - comprimento; L - largura; Tempo inicial - 0 dia;
tempo final - 90 dias.
Em relacdo a massa das referidas pecas, G1, G2, G4 e G5, tiveram o
mesmo comportamento, uma diminui¢do na massa. No caso do G3 o0 aumento
na massa pode ser explicado pela presenca de gel em uma solugdo que

contém 50% a mais de formol em comparacéo a solugdo do G2. Neste sentido,



43

sugere-se que a maior concentracdo de formol em uma solugcédo gelificada
possivelmente acarreta um aumento na massa em fungao da incorporagao do

formol na superficie de uma estrutura aerada.
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Gréfico 10: Média da massa dos pulmdes (n=03), conservados em diferentes solucdes:
G1: solugdo aquosa de formol 10%; G2: solucéo de formol em gel 10%; G3: solucédo de
formol em gel 15%; G4: Solugdo de &lcool em gel 70% e G5: técnica de glicerinagdo
modificada. Tempo inicial - 0 dia; tempo final - 90 dias.

Mesmo macroscopicamente, foi possivel observar uma reducdo nos
didmetros das cavidades alveolares nos pulmdes conservados em G2. O maior
peso molecular dado pela adicdo do gel a formalina provavelmente acarretou
uma maior suscetibilidade desse tipo de tecido aerado a sofrer compressao.
Resultados semelhantes foram verificados por Araujo, (2009) em
experimentacéo realizada com formol em gel 10% para fixacdo de pequenas

biopsias pulmonares (Grafico 10).

6.2. Andalise das solugdes conservadoras

As avaliacbes quanto aos meios conservantes foram: presenca de
precipitado, coloracéo, aspecto, presenca de microrganismos contaminantes e
odor.

A precipitacdo € a formagdo de um sélido durante a rea¢do quimica, o
qual é denominado precipitado. O grafico abaixo representa em porcentagem
as chances de néo se encontrar precipitado nas solu¢des, tendo o valor 1 como
normal. Como podemos observar nas solu¢cdes dos grupos G1, G2 e G3 a
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incidéncia de se encontrar uma solugdo normal € de cerca de 0,7%, ja no grupo
G5, houve menor incidéncia de precipitado, tendo cerca de 0,9% de chance de
se encontrar uma solucdo normal; diferente do G4, cuja incidéncia de
precipitado foi a maior perante os demais grupos, tendo apenas 0,4% de

chance de normalidade (Gréfico 11).
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Gréfico 11: Mostra em porcentagem a chance de ndo se encontrar precipitado na
solucao, tendo o valor de 1 como normal, sendo coluna 1 grupo G1: formol aquoso 10%;
coluna 2 grupo G2: formol em gel 10%; coluna 3 grupo G3: formol em gel 15%; coluna 4
grupo G4: alcool em gel 70% e coluna 5 grupo G5: glicerinagéo.

A avaliacao de coloracao foi realizada visualmente, tendo como parametro
de comparacdo uma amostra da solucao inicial (antes de receber a peca). O
grafico representa em porcentagem a chance de se encontrar uma coloracao
normal da solugdo, tendo como normal o valor de 1. De acordo com as
andalises, o grupo G2 possui cerca de 0,9% de chance de possuir uma
coloracdo normal em relacdo aos demais grupos, seguido do grupo G5, ja os
grupos G1, G3 e G4 seguiram na média de 0,7% de normalidade. As solucfes
gque mais interagiram com as pecas, apresentaram um maior grau de

anormalidade (Grafico 12).
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COLORACAO
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Grafico 12: Mostra em porcentagem a chance de se encontrar uma coloragdao normal na solugdo,
tendo o valor de 1 como maximo, sendo coluna 1 grupo G1: formol aquoso 10%; coluna 2
grupo G2: formol em gel 10%; coluna 3 grupo G3: formol em gel 15%; coluna 4 grupo
G4: alcool em gel 70% e coluna 5 grupo G5: glicerinagéo.

A avaliacdo de aspecto foi realizada por meio de comparacao da solugéo
atual com a padréo (pré-estabelecida), apesar da presenca de precipitado e
alteracdo de coloracao todas as solugdes mantiveram aspecto normal durante
todos os 90 dias de avaliacao.

Foram realizadas analises de cultura microbiolégica semeadas em agar
sangue, com intuito de verificar a presenca de qualquer tipo de
microrganismos contaminantes. Todas as andlises realizadas durante os
noventa dias de avaliacdo nas diferentes solu¢cdes deram negativas.

Realizou-se também uma andlise olfativa em relagdo a alteragdo de odor
nas solucdes. Todas as analises realizadas durante os noventa dias de
avaliacdo obtiveram resultado negativo, ou seja, ndo apresentaram mudanca

de odor dentre as caracteristicas de cada solucéo.

6.3. Analise da volatiliza¢gdo do formol

A avaliagdo da volatilizacdo visa a mensuracdo dos niveis de formol
presentes no ambiente. A rea¢cdo do Fluoral P com o formol resulta uma
amostra qualitativa de fluorescéncia, ou seja, quanto maior a volatilizacdo de
formol no ambiente, maior sera a fluorescéncia (Figura 4).
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Figura 4: SolucGes eluidas, das diferentes solugGes conservantes. Destacando a diferenca de
fluorescéncia de cada amostra. Onde A (G5), B (G4), C (G3), D (G2), E (G1).

A leitura das eluicbes foram realizadas em triplicata, para obter-se uma
média do nivel de fluorescéncia.

A leitura do branco (B1l) foi realizada com o intuito de medir-se a
volatilizagdo inicial do ambiente, sem a presengca das pecas, sendo essa
subtraida da leitura final, para que se pudesse obter uma média de
fluorescéncia de cada tempo de amostra.

De acordo com Araujo (2009), a solugdo de formol uma vez gelificada,
minimizaria a formagao de vapores pelo “aprisionamento” da molécula de
aldeido ao agente gelificante. Podemos observar tal comportamento no
grupo G2 a partir do tempo 5 ao 35, em comparagdo com o grupo G1.

O grupo G3, obteve uma fluorescéncia maior em todos os tempos de
andlise. Sua concentracdo de formol é 50% maior, se comparada com o G2,
por isso observou-se uma fluorescéncia mais elevada. Mesmo em comparagao

com o grupo G1.
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Os grupos G4 e G5 apresentaram uma fluorescéncia bem inferior aos
demais, pois nesses dois grupos as pecas sO entraram em contato com o

formol durante o periodo de fixacéo (grafico 13).
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Gréfico 13: Avaliacdo da volatilizagdo do formol, sendo o grupo G1: formol aquoso 10%;
grupo G2: formol em gel 10%; grupo G3: formol em gel 15%; grupo G4: alcool em gel
70% grupo G5: glicerinagéo.

O formaldeido encontra-se agrupado no grupo de fixadores dos aldeidos e,
portanto, reage com 0s grupos amina das proteinas e com os radicais
aminados de fosfolipidios das membranas celulares. Quando se trata da
fixacdo de proteinas, as reacfes mais importantes sao aquelas que estabilizam
as proteinas. Neste intuito, as proteinas solUveis sao fixadas como as proteinas
estruturais, tornando insoltveis, promovendo desta forma um aumento da forca
mecéanica a estrutura (GUSMMAN, 2007). A difusdo do formol em contato
direto com o tecido é rapida, mas a penetracao mais profunda esta diretamente
relacionada com a temperatura, osmolaridade da solucéo e espessura da peca.
Isso porque hd uma reacdo com as proteinas da parte externa, que diminuem o
influxo de formol para o interior do tecido, a medida que o tempo passa
(ROLLS, 2012). Tendo como proposta a repeticdo da rotina laboral da Secéao
de Anatomia Animal, todas as pecas foram inicialmente fixadas por imerséao,
em solucdo aquosa de formol 10%, independente do tipo de tecido: compacto
(rim), cavitario (estbmago) e aerado (pulmé&o).

No tecido, a fixacdo pode causar alteracdo da estrutura terciaria das
proteinas atraves da retirada da agua das células, desestabilizando as ligacdes
hidrofobicas (desnaturacédo), ou alteracdo da estrutura terciaria das proteinas
através da ligacdo cruzada do formaldeido com sitios especificos (ligacéo
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cruzada) (ROLLS, 2012). A reacdo de ligacao inicial leva 24-48h. Sé&o
necessarios aproximadamente 30 dias para se estabelecer a ligacdo quimica
estavel e covalente, de dificil quebra, proporcionando a firmeza da amostra.
Cheoker (2002) afirmou que o formol tem a propriedade de degradar o DNA
celular, no seu todo ou parcialmente, na dependéncia da concentracédo e do
tempo de exposicéo (fixacdo) a que um determinado tecido € submetido.

A técnica de glicerinacao utilizada foi capaz de promover uma diminuicéo
nas dimensdes das estruturas anatdbmicas (massa, comprimento e largura) de
todas as visceras avaliadas. Esses resultados corroboraram com os achados
de Carvalho et al. (2013), que também relataram a manutencao da morfologia
das pecas conservadas em glicerina loira. Apesar de se observar uma reducéo
consideravel nas massas das diferentes visceras tratadas pela técnica de
glicerinacdo modificada, o referido fato n&o interferiu na visualizacdo das estru-
turas anatdbmicas inerentes a cada viscera. Segundo Monteiro (1960) e Silva et
al. (2008), a glicerina reduz a massa dos 6rgaos facilitando o seu manuseio, o
qgue se pode considerar uma vantagem frente as pecas que sao conservadas
em solugédo aquosa de formol 10%. Sendo assim, a glicerina loira (semipuri-
ficada), utilizada em nosso estudo, atendeu as exigéncias de uma solucao
conservadora capaz de preservar a morfologia das pecas anatbmicas.

A glicerina loira formada no processo do biodiesel € um produto de baixo
custo, considerada viavel para ser utilizada na técnica de glicerinacéo e, além
disso, corresponde a um meio menos toxico na conservacao de pecas
anatdbmicas (CARVALHO et al., 2013) . De acordo com MONTEIRO (1960), a
glicerinacao ou técnica de Giacomini permite uma melhor preservac¢do com as
vantagens de pecas anatdmicas mais leves; esteticamente melhores;
conservacdo média das pecas semelhantes a da formalizacdo; baixo custo e
facilidade no manuseio das mesmas (SILVA et al., 2008).

O pH das soluc¢des fixadoras € um dos fatores mais importantes a serem
considerados no momento da fixagdo de um material. A concentracdo iénica
desequilibrada permite que ions livres atuem destruindo os tecidos; a
neutralizacdo dos ions livres evita a oxidacdo dos tecidos. Os tampdes
estabilizam as modificacdes de pH que acompanham a morte celular a medida

gue o fixador penetra nos tecidos (ALVES 2002).
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O valor 6timo de pH nos tecidos € de 6,8 a 7. Os valores de pH das
solugdes testadas neste experimento no tempo zero (0), antes da colocacéo
das pecas foram: G1 (5,31); G2 (6,91), G3 (6,58), G4 (6,25) e G5 (2,90). Apés
90 dias, em funcao da interacdo das pecas com as solucdes os valores de pH
foram mensurados em : G1 (4,71); G2 (5,6), G3 (5,6), G4 (5,8) e G5 (4,94). E
de suma importancia que o pH dos fixadores sejam avaliados, pois podem
ocasionar uma retracdo maior no tecido como também alterar a cor.

As pecas conservadas em alcool em gel 70% obtiveram resultados
diferenciados, apesar das mesmas terem mantido suas caracteristicas
morfoldgicas, a consisténcia friavel do rim deixou a peca muito sensivel ao
toque, dificultando sua utilizacdo nas aulas praticas. O bom resultado obtido
nos pulmdes e estbmagos possibilita que este conservante seja um possivel
substituto para o formol. As pecas conservadas em formol em gel obtiveram
excelentes resultados de conservacdo em comparagdo com 0 grupo controle.

O grupo G2 apresentou um nivel de volatilizacdo menor que o grupo
controle, o que o torna um possivel substituto do formol, porém ainda havendo
a necessidade de maiores estudos, objetivando principalmente a
biosseguranca laboral, para discentes e docentes.

Ndo existe solucdo fixadora ideal. O grande objetivo da fixacdo é
prevenir a autolise, prevenir a acao bacterina, manter o tecido o mais proximo
do real e preservar moléculas de interesse do estudo. Neste sentido, a fixagdo
pode apresentar os seguintes efeitos sobre os tecidos: endurecimento,
solidificacdo, diferenciacdo Optica, efeitos de coloracdo, perda discreta da

amostra e retracao da amostra.

Gl Formol aquoso 10% - 100lI R$ 80,00
G2 Formol em gel 10% - 100l R$ 111,91
G3 Formol em gel 15% - 100l R$ 151,91
G4 Alcool em gel 70% - 100l R$ 294,00
G5 | Glicerina Loira e alcool absoluto (1:2) — 100l R$ 365,64

Quadro 4: Custo das solucdes testadas.
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O quadro acima mostra o custo de todas as solugdes testadas. O valor é
baseado em 100l de solug&o. O produto de maior valor é o alcool, com isso as
solucdes dos grupos G4 e G5 possuem um custo alto.

A biosseguranca laboral é um fator muito importante nos laboratoérios de
anatomia. A diminuicdo do uso de conservantes como o formol otimizaria muito
0 estudo e o trabalho de todos que frequentam o laboratério, além de diminuir
custos com a troca de alguns EPI’s, como, os filtros das mascaras de carbono,
a manutencao das pecas e solucoes.

Apesar do alto custo, as pecgas glicerinadas possuem um beneficio muito
grande por serem menos toxicas, de facil manuseio, ndo necessitam de
manutencdo, se comparada com as demais solucfes testadas. Sendo assim a
utilizacdo dessas pecas no laboratorio de anatomia, melhoraria 0 ambiente

laboral para os estudos e trabalho dos profissionais ali presentes.
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7. CONCLUSAO

De acordo com os resultados concluimos que o formol em gel 10%
volatizou menos que os demais, porém ainda ha a necessidade de maiores
estudos quanto a volatilizagdo desta solugéo.

A glicerinagcdo é uma técnica eficiente e menos téxica. Apesar do custo
elevado, apresentou melhor custo beneficio em relacdo as outras técnicas
testadas, pois a técnica ndo requer manutencdo e proporciona otimizacado no
guesito armazenamento de pec¢as em acervos anatdomicos.

O A&lcool em gel 70% também se mostrou um vantajoso meio
conservante de pecas anatdbmicas, Apesar de possuir um baixo indice de
volatilizacdo € uma solucéo de alto custo.

A solucgéo conservante deve ser eleita em funcdo do volume e do tipo de
tecido das pecas anatdmicas . (Mari falar melhor sobre isso. Tecido compacto,
aerado e 0co)

Pesquisas em prol de uma solucdo conservadora eficiente, de baixo
custo e afinada com a legislacdo de biosseguranca laboral devem ser
perseguidas e seus resultados praticados nos laboratérios de Anatomia.
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