UNIVERSIDADE FEDERAL DO RI10O GRANDE DO SUL
FACULDADE DE VETERINARIA

APLICACAO DA TECNICA DE CRIODESIDRATACAO EM JOELHOS DE CAO

(Canis lupus familiaris)

ISADORA SCHNORR

PORTO ALEGRE
2021/2



UNIVERSIDADE FEDERAL DO RI10O GRANDE DO SUL
FACULDADE DE VETERINARIA

APLICACAO DA TECNICA DE CRIODESIDRATACAO EM JOELHOS DE CAO

(Canis lupus familiaris)

Autor: Isadora Schnorr

Trabalho apresentado a Faculdade de
Veterinaria como requisito parcial para
obtencdo da graduacdo em Medicina

Veterinaria

Orientador: Prof. Sueli Hoff Reckziegel
Co-orientador: Prof. Ana Cristina

Pacheco de Araujo

PORTO ALEGRE
2021/2



ISADORA SCHNORR

APLICACAO DA TECNICA DE CRIODESIDRATACAO EM JOELHOS DE CAO

(Canis lupus familiaris)
Aprovado em 16/05/2022

APROVADO POR:

ks

Prof. Dra. Sueli Hoff Reckziegel

Prof. Dra. Ana Cristina Pacheco de Araljo

meu Bl

Prof. Dra. Juliana Voll

\

n ! (1‘(‘&,‘ I:i\\‘ WV 1,’4_/**'{t //‘ A0 g

M.V. Msc. Inécio Bernhardt Rovaris



Dedico o presente trabalho a minha mée de coracéo, Fabiane, que em
vida me ajudou a trilhar os caminhos mais dificeis.
A ela pertencem minhas maiores conquistas.

Amor eterno.



AGRADECIMENTOS

Primeiramente, agradeco a minha mée de coragdo, Fabiane, por todos os anos
dedicados a minha criacdo, zelando com amor por mim e pela minha educacdo. Que, de
onde estiver, ela possa sentir orgulho e alegria pelo encerramento deste ciclo. Sem ela, nada
disso seria possivel.

Agradeco aos meus pais, Stelamaris e Jalio, por todos os sacrificios feitos para 0 meu
crescimento; minha mée, que, desde muito nova, me ensinou os valores de uma vida de
estudos e ética, e meu pai, que € meu espelho no amor e devocao aos animais e a caridade.

Também agradeco a Anna Sicilia, que me acolheu como filha no seu coragdo e
sempre acreditou nos meus sonhos.

Durante a faculdade, fui abengoada por ter ao meu lado docentes maravilhosos, mas
nenhum ofereceu carinho e amor comparaveis aos estendidos a mim pelas professoras Ana
Cristina e Sueli. Obrigada, mestres, por me abrirem portas com oportunidades dentro da
universidade. No mesmo laboratério em que iniciei minha vida na graduacdo, com muito
orgulho, encerro esse ciclo. Vocés vivem no meu coracao.

Agradeco a todas as minhas amigas, as que fiz na universidade e também as que levo
comigo desde o ensino primario, em especial a Renata Rangel e Priscila Ferraz pelo
companheirismo ao longo da graduacdo e por sempre estarem ao meu lado; também, a
minha amiga Catharina Noé, por todo o amor compartilhado, e a Carolina Sbaraini, por
sempre acreditar no NOSSO SUCESSO, MeSmMO NOS NOSSOS piores momentos de pessimismo.

Agradeco a Isis Cardoso, minha melhor amiga, que amo tanto, por todo o0 apoio e
todos os puxdes de orelha. Ndo importando a distancia, vocé sempre se fez presente.

Este trabalho, assim como todos os anos dedicados & Universidade e ao estudo da
Veterinaria, € um feito de amor por aqueles que me acompanham nessa jornada da vida
desde muito pequena, os meus queridos irm&os animais, em especial por Beethoven, Nina,
Dorian, Pito, C&, Belinha, Pé de Pano, Benjamin, Gaia, Sofia, Maria Eugénia e Maria
Madalena.



RESUMO

O uso de técnicas alternativas ao formol na conservacao de pecas anatémicas € uma solucéo
para diminuir o contato de docentes e discentes com este composto quimico cancerigeno,
causador de irritacdo de vias aéreas. Diversas técnicas alternativas ao formol ja sao
utilizadas, entretanto, algumas ainda se mostram desfavoraveis pelo seu alto custo. A
criodesidratacdo € um método de conservacdo com oOtimo custo-beneficio, de baixa
manutencdo, inodoro e com 6timos resultados na preservacao de tecidos. Essa técnica se
baseia no congelamento da peca, promovendo a solidificacdo dos cristais de agua nos
tecidos e posterior liberacdo dessa dgua por descongelamento, desidratando e preservando o
tecido. Neste trabalho, foi realizado o procedimento de criodesidratacdo em 16 articulacGes
femurotibiopatelares de cées, sendo oito do antimero direito e oito do antimero esquerdo. A
disseccdo e aplicacdo da técnica de criodesidratacdo foram de facil aplicacdo em 100% das
amostras do estudo. Quanto a preservacdao das estruturas no momento da disseccdo, em
62,5% das pecas foi possivel preservar todos os ligamentos, tendGes musculares e 0ssos
sesamoides. Ainda foi possivel observar o escurecimento das estruturas de tecidos moles,
como ligamentos e tenddes, em algumas das preparacdes. De acordo com os resultados
encontrados neste estudo, é possivel concluir que a técnica de criodesidratagdo em
articulacoes € viavel, resultando em pecas com pouco ou nenhum odor, dispensando 0 uso
do formol e sendo um procedimento de baixo custo. A técnica permite que as estruturas
sejam facilmente visualizadas, manuseadas e armazenadas.

Palavras-chave: Descongelamento. Congelamento. Técnicas anatdmicas. Formol.

Morfologia. Articulacdo. Veterinaria. Pequenos animais.



ABSTRACT

The use of alternative techniques to formaldehyde in the conservation of anatomical pieces
is a solution to reduce the contact of teachers and students with this carcinogenic chemical
compound, which causes irritation of the airways. Many alternative techniques to
formaldehyde are already used, however, some are still unfavorable due to their high cost.
Cryodehydration is a cost-effective, low-maintenance, odorless conservation method with
excellent results in tissue preservation. This technique is based on freezing the sample,
promoting the solidification of water crystals in the tissues and subsequent release of this
water by thawing, dehydrating and preserving the tissue. In this work, the cryodehydration
method was performed in 16 femorotibiopatellar joints of dogs, eight of the right antimere
and eight of the left antimere. Dissection and the cryodehydration technique were easy to
apply in 100% of the samples. As for the preservation of the structures at the time of
dissection, in 62.5% of the pieces it was possible to preserve all ligaments, muscle tendons
and sesamoid bones. It was still possible to observe the darkening of the soft tissue
structures, such as ligaments and tendons, in some of the pieces. According to the results
found in this study, it is possible to conclude that applying the cryodehydration technique in
joints is viable, resulting in parts with slight odor or even odorless, dispensing the use of
formaldehyde and being a low-cost procedure. The technique enables structures to be easily
viewed, handled and stored.

Keywords: Defrosting. Freezing. Anatomical techniques.
ehydration.  Formaldehyde.  Morphology. Joints.  Veterinary. Small  animals.
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1 INTRODUCAO

Utilizado como conservante, o formaldeido é amplamente empregado em ambientes
académicos na preservacao de cadaveres para o estudo da anatomia humana e veterinaria,
além de apresentar fungGes antissépticas, antifingicas e bactericidas. Por seu 6timo custo-
beneficio, é a técnica conservativa mais aplicada em universidades publicas e privadas,
tendo como base um composto quimico barato e que garante as pecas anatbmicas longo
periodo de preservacdo, com poucas perdas de formato, leve escurecimento e aumento de
rigidez (KRUG et al., 2011).

O formol é um produto quimico orgéanico, incolor e comercializado como solugdo
aquosa com 30% a 56% de formaldeido, 6% a 15% de metanol, entre outras resinas
fenodlicas, uréicas, poliacetatos, aléem de metais pesados como chumbo e cadmio. Este
composto aquoso, com pH entre 2,8 e 4, possui um odor forte e irritante; sendo detectavel
mesmo em baixas concentracles, é caracterizado por ser volatil a temperatura ambiente e
por ser quimicamente reativo e inflamavel (VERONEZ et al., 2010).

Os efeitos adversos causados pela exposicdo ao formol estdo diretamente
relacionados com a duracdo e frequéncia desta, via pela qual esta ocorre, assim como a
concentracdo de formaldeido na solucdo (PINA, 2010). A principal via de intoxicagdo por
formol é a respiratoria, advinda da inalacdo dos gases formados devido a volatilizacdo do
composto quimico. A sintomatologia mais comum inclui irritacdo das mucosas da garganta e
nariz e aumento da lacrimacdo, porém, em casosS mais graves, com exposicdes mais
prolongadas e repetidas, podera haver fortes dores de cabeca, alteracdes
neurocomportamentais, nauseas, voOmitos, vertigens, tosse, diarreia, dor abdominal,
dificuldades respiratérias e edemas pulmonares (ATSDR, 1999). Por ser um forte
componente quimico, a formalina esta registrada como um produto cancerigeno pela
Agéncia Internacional de Pesquisas em Céncer (IARC, 1995). Ademais, estudos recentes
comprovam a possibilidade do formol ser um agravante para o desenvolvimento de cancer
em individuos que trabalham diretamente com a manipulagdo do mesmo, como
trabalhadores de industrias quimicas e embalsamadores (PINA, 2010).

Frente aos maleficios causados pelo amplo uso da formalina em ambientes
académicos e buscando a melhor preservacdo dos tecidos, levando em consideracdo sua
morfologia e futuras necessidades de manutencdo, aliado a um favoravel custo-beneficio,
muitos laboratdrios de anatomia possuem técnicas de conservagdo alternativas, aplicadas

concomitantemente ao uso do formol (DA SILVA et al., 2016).



Dentre os procedimentos eletivos comumente utilizados para a conservacdo
morfoldgica nas universidades brasileiras, podemos citar a glicerinacéo e a plastinacdo (DA
SILVA et al., 2016). Mesmo tendo o alto custo como sua maior desvantagem, a glicerinacdo
é um dos métodos mais aplicados por seus beneficios em preservar pecas anatbmicas com
pouco odor e minima alteracdo na textura e coloracdo do tecido (KARAM; CURY;
AMBROSIO; MANCANARES, 2016). A plastinacio enfrenta uma dificuldade semelhante
a glicerinacdo, pelo seu custo elevado e a falta de equipamentos e insumos adequados para a
realizacdo da técnica. Ndo obstante, as visceras que passam pelo processo de plastinacdo se
tornam resistentes, secas e inodoras, preservando sua anatomia por longos periodos sem
necessidade de manutencdo (ZERLOTINI, 2020). Outros métodos realizados para a
preparacdo de pecas para estudo sdo diafanizacdo, técnicas de preenchimento com latex,
acrilico ou vinil (muito utilizadas para visualizacdo de vasos sanguineos e arvores
brénquicas) e também a criodesidratacdo (CURY; CENSONI; AMBROSIO, 2013).

Na criodesidratacdo, o material é desidratado mediante a realizacdo de congelamento
e descongelamento. A técnica é baseada no principio de que o congelamento lento da dgua
intracelular causa sua expansao e cristalizacdo, que, por seu tamanho significativo, ocasiona
0 rompimento da membrana plasmatica celular. Repeti¢des do procedimento promovem um
namero consideravel de rupturas na parede celular, facilitando a liberacdo de 4gua do tecido
e possibilitando sua conservacdo (KOONZ; RAMSBOTTON, 1939; HINER; HANKINS,
1947). Esse método apresenta como vantagens facil acondicionamento, baixo custo da
técnica, durabilidade e leveza das pecas, bem como dispensa o uso de fixadores (formol) na
manutencio da conservacdo (KREMER; SCHUBERT; BONFIGLIO, 2011).

Sobre a criodesidratacdo em articulacdo, Brauner (2016) utilizando dois joelhos
direitos formolizados de cées aplicou a técnica de congelamento e descongelamento por seis
sessOes seguidas. Apds este periodo as estruturas de ambos foram identificadas através de
pintura, facilitando a visualizacdo das mesmas. Em equinos seis articulagdes sinoviais
diferentes tiveram suas capsulas articulares removidas e, apés serem fixadas em formol,
foram congeladas e descongeladas por algumas sessbes e fixadas em bases de madeiras,
sendo mantidas reservadas e sob protecdo de inseticidas (MELO et al., 2009). Em outro
trabalho utilizando partes do membro pélvico de equino, suas articulacbes do tarso e
interfalangicas também foram criodesidratadas, mas de forma diferente. Primeiramente a
peca fresca e sem disseccdo prévia foi cortada sagitalmente e congelada apenas uma vez.
Apbs descongelamento, em sua face medial, foi aplicado thinner duas vezes ao dia por um
periodo de 30 dias, e em sua face lateral, que foi mantida com pelos e couro, foi aplicado
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cloreto de sddio a cada sete dias pelo mesmo periodo. Durante este processo a peca foi
mantida dentro de um pequeno estaleiro e protegida com telas de nylon, evitando assim que
insetos pudessem danificar a amostra. Ao final do periodo procedeu-se a aplicacdo de
camadas de resina poliéster misturada ao solvente (thinner) e catalisador, com isso as pecas
ficaram com coloracdes distintas para determinadas estruturas (FONTANA et al., 2019).

Em outros trabalhos publicados sobre a criodesidratagdo foram encontrados artigos
que utilizaram visceras como encéfalos, rins e estdbmagos de diferentes espécies animais.
Segundo Pessoa et al (2017), foi possivel realizar a técnica de criodesidratacdo em encéfalos
de bovinos, sendo que primeiramente os mesmos foram submersos em formol 10% por dez
dias e ap6s, armazenados em um recipiente fechado para passar pelo processo de
congelamento e descongelamento, que foi de 15 vezes. Em outro artigo foi aplicada a
técnica de criodesidratacdo em sete encéfalos de suinos e trés de caninos, sendo que
primeiramente as amostras foram injetadas com solucdo de formol a 10% e posteriormente
submersas na mesma solugdo por 15 dias. Apds esse periodo, todas as pegas foram
congeladas a uma temperatura de -4°C por 12 horas seguidas e descongeladas pelo mesmo
tempo a uma temperatura ambiente de 27°C (média) a sombra, ndo tendo a umidade do ar
aferida neste estudo. Ainda para estes autores a cada sete dias as pe¢as eram pesadas e com
isso se completava um ciclo, tendo um total de 24 dias. Ja ao final do décimo ciclo as pecas
tinham atingido 30% do peso inicial e isso se manteve até o final do periodo estabelecido.
Em seguida, todas as amostras foram envernizadas e as mesmas continuaram a ser pesadas,
para observar se havia uma estabilidade apos a aplicacdo da técnica de criodesidratacdo, por
mais oito semanas. Ao término deste periodo os encéfalos de suinos haviam perdido a mais
1,63% de seu peso apos o final da técnica de criodesidratacéo e o dos cées 1,46%. Apos a
demado de verniz, os encéfalos mostraram-se resistentes a0 manuseio, o0 que possibilitou a
visualizacdo de estruturas sem danificar substancialmente a peca (REIS; BOSSI,
MARTINS; MAZZUCATTO, 2020)

Em sistema urinario de ovino a técnica de criodesidratacdo ja foi aplicada, sendo
utilizada uma Unica peca composta pelos rins, ureteres e bexiga, que ficou submersa por 48h
em solucdo de formol a 10%. Apos esse periodo, a peca foi congelada dando inicio ao
método de criodesidratacdo. Foram realizadas sessdes de congelamento e descongelamento,
com intervalo de dois dias em congelamento e dois dias descongelando. O peso minimo foi
atingido na 392 sessdo e a peca perdeu 26,3% do seu peso original (BATISTA et al., 2017).
Sobre a técnica de criodesidratagdo em visceras do sistema digestorio, em Kremer, Schubert
e Bonfiglio (2011), foi citado que ha uma diferenca no periodo em que estbmagos de
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caninos e ruminantes devem permanecer submersos em solucdo de formol a 10% antes da
criodesidratagdo. O estdmago de canino devera ficar submerso em torno de dois a trés dias,
ja o de ruminante deve permanecer pelo menos de dez a 15 dias (diferenca grande de
tamanho). Neste trabalho também foi citado que a temperatura ideal de congelamento foi de
-17°C, com a peca envolta por um saco plastico escuro. Para o descongelamento, a amostra
devera ser abrigada da luz e do vento, sendo pendurada para que a &gua escorra € ndo se
acumule em contato com a peca. Para esses autores o ideal foi observar que a peca perdeu
70% do seu peso inicial. No trabalho de Aradjo et al (2021), aplicando a técnica de
criodesidratacdo em seis estdbmagos de ovelha, observaram que a técnica foi de facil
aplicacdo sendo as amostras lavadas, esvaziadas, dissecadas e fixadas em formol a 10% por
72 horas. Transcorrido este periodo as pecas foram insufladas com o auxilio de um
compressor pequeno (bomba de aquario) e se deu inicio ao processo de congelamento e
descongelamento, ficando 22 horas no primeiro processo e duas horas no segundo, em agua
corrente. Isso foi repetido por 17 vezes, sendo que por fim, por mais cinco sessoes, as pecas
foram congeladas (também por 22 horas) e descongeladas a seco, na temperatura ambiente
(ndo sendo aferida e a umidade do ar também ndo). Foi aplicado também um inseticida e
verniz, em cada amostra, para melhor conservacdo. Os autores ainda descreveram a
colocagdo de uma espuma expansiva em apenas uma peca e em nenhum momento foi feita a
pesagem da viscera.

Segundo Carmo (2017), em sua pesquisa utilizando 24 rins (12 seccionados e 12
inteiros) e 24 coracdes (12 seccionados e 12 inteiros) de suinos, os 6érgdos receberam,
primeiramente, injecdes de formol a 40% e foram armazenados em recipientes fechados,
com formol a 10%, por 20 dias. Transcorrido este periodo, as pecas foram congeladas a -
18°C em freezer horizontal por no minimo 12 horas, alternando, congelamento e
descongelamento por sete horas em estufa de ar forgado, na temperatura de 25°C. O
processo foi repetido, até o material perder de 60 a 70% do seu peso inicial, sendo 0s 6rgaos
pesados diariamente. Os o0rgdos seccionados desidrataram mais rapido (em média nove dias
para o rim seccionado, 16 dias para o rim inteiro; 28 dias para o coragdo seccionado, 39 dias
para 0 coragédo inteiro). Segundo o mesmo autor isso ocorreu, possivelmente, devido as
pecas seccionadas terem maior superficie para perda de fluidos, desidratando em menor
tempo. Todas as pecas tiveram suas estruturas preservadas, sendo possivel observar nas
amostras seccionadas suas estruturas internas. O trabalho também apontou que a demora
para 0 processo de criodesidratacdo pode ser minimizada com a utilizagdo de estufa de ar

com ventilacdo forcada, onde o descongelamento com secagem ocorreu com temperatura
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controlada e umidade estavel. Para outros autores como Miranda e Bosso (2020) a técnica de
criodesidratacdo foi de facil aplicagdo em nove coracdes de diferentes espécies animais,
sendo quatro de cées, dois de felinos e um de mula, equino e bovino. Relataram que
primeiramente as pecas foram congeladas e depois descongeladas, dissecadas (retirada boa
parte de tecido adiposo) e formolizadas através de injecdes de formol a 10% e mergulhadas
na mesma solucdo por 15 dias. Em seguida as pecas foram congeladas, descongeladas a
temperatura ambiente e sempre pesadas apoOs este descongelamento. Esse processo foi
repetido até que as amostras estivessem bem desidratadas e uma camada de verniz foi
aplicada ao final do processo. Foi observado pelos autores como resultado que o coragédo de
equino, 0 mais pesado, teve uma perda de 60% do seu peso inicial, mas que em um coragéo
de bovino, com um peso um pouco mais baixo (cerca de 200 gramas de diferenga) teve uma
perda de 73%, ndo tendo relacdo da peca mais pesada com uma maior perda de peso. Uma
das amostras de cao foi a que mais perdeu peso, cerca de 76% do peso inicial, ao passo que
em felinos (com coracgdes ainda mais leves) a perda variou de 67% a 71%.

O estudo comparado de anatomia preconiza a conservacdo das pegas anatdbmicas
com preservacdo de aparéncia, formato, coloracdo e relacdo entre érgdos. Por este motivo,
novas técnicas sdo aplicadas para diferentes visceras ocas ou parenguimatosas, assim como
para pecas de articulacfes e tecidos musculares, buscando identificar a melhor prética para
preservacédo e visualizacdo de cada tipo de estrutura (RODRIGUES, 2005). O conhecimento
da morfologia e estrutura do organismo € a base académica para a formacao profissional em
ciéncias médicas. O desenvolvimento e aplicacdo de técnicas de conservacao cadavérica ao
longo dos seculos permitiu aos profissionais da saude um melhor entendimento dos
organismos, bem como da localizacdo e funcéo dos 6rgdos, auxiliando nas praticas clinicas,
diagnosticas e cirurgicas (DA SILVA et al., 2016).

Em cées, o estudo da anatomia da articulagdo femorotibiopatelar, ou articulagdo do
joelho, é de extrema importancia, pois € uma articulagdo que pode ser acometida por
diversas patologias, tanto 6sseas como articulares, como luxacéo de patela, rompimento de
ligamentos cruzados (cranial e caudal), lesbes meniscais, dentre outros (WOODARD;
JONES; HUNT; KING,1997). Com a aplicacdo da técnica de criodesidratacdo, é possivel
que as pecas de joelho sejam levadas aos centros cirurgicos, viabilizando ao cirurgido
ortopedista uma referéncia fidedigna, em escala e em mdaos para consulta durante o
procedimento, se necessario. Também possibilitando que veterinarios tenham pecas em
consultérios, auxiliando na explicacéo de patologias e procedimentos para os tutores de seus
pacientes.



13

O objetivo do presente trabalho de conclusédo de curso foi a aplicacdo da técnica de
criodesidratagdo em pecas de articulacdo de joelho de cées, visando contribuir para facilitar
a pesquisa na anatomia comparada e a manipulacdo da peca por parte de seus usuarios
quando em estudo. Também serd avaliada a facilidade de manuseio e armazenamento das

amostras submetidas a técnica, bem como a durabilidade e o baixo custo desta.
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2 ARTIGO

O artigo aqui citado sera colocado nas normas e submetido para publicacdo na
revista Acta Scientiae Veterinariae da Faculdade de Veterinaria da Universidade Federal do
Rio Grande do Sul (FAVET/UFRGS).

Aplicacdo da técnica de criodesidratacdo em joelhos de cédo (Canis lupus familiaris -
Lineu 1758)

Cryodehydration technique applied in dog’s knees (Canis lupus familiaris - Lineu 1758)

Isadora Schnorr Martins, Nicolle de Azevedo Alves, Camilla Elias Bruno, Werner Krebs,

Bianca Martins Mastrantonio, Sueli Hoff Rekziegel & Ana Cristina Pacheco de Aradjo.

INTRODUCAO

Utilizado como conservante, o formaldeido é amplamente empregado em ambientes
académicos na preservacao de cadaveres para o estudo da anatomia humana e veterinaria,
além de apresentar fungdes antissépticas, antifungicas e bactericidas. Garante as pecas longo
periodo de preservacdo, com poucas perdas de formato e leve escurecimento e aumento de
rigidez (KRUG et al., 2011). Os efeitos adversos em seres humanos causados pela exposi¢éo
ao formol estdo diretamente relacionados com a duracdo e frequéncia desta, via pela qual
esta ocorre, assim como com a concentracdo de formaldeido na solucdo (PINA, 2010).
Sendo um forte componente quimico, a formalina ja estad registrada como um produto
cancerigeno pela Agéncia Internacional de Pesquisas em Céncer (IARC, 1995). Frente aos
maleficios causados pelo amplo uso da formalina em ambientes académicos e buscando a
melhor preservacdo dos tecidos, levando em consideracdo sua morfologia e futuras
necessidades de manutencdo, aliado a um favoravel custo-beneficio, muitos laboratérios de
anatomia possuem técnicas de conservacgdo alternativas, aplicadas concomitantemente ao o
uso do formol (DA SILVA et al., 2016).

Na criodesidratacdo, o material é desidratado mediante a realizacdo de congelamento
e descongelamento. A técnica é baseada no principio de que o congelamento lento da agua
intracelular causa sua expansao e cristalizagdo, que, por seu tamanho significativo, ocasiona
0 rompimento da membrana plasmatica celular. Repeti¢cGes do procedimento promovem um
numero consideravel de rupturas na parede celular, facilitando a liberacdo de &4gua do tecido
e possibilitando sua conservacdo (KOONZ; RAMSBOTTON, 1939; HINER; HANKINS,
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1947). Esse metodo apresenta como vantagens facil acondicionamento, baixo custo da
técnica, durabilidade e leveza das pecas, bem como dispensa o uso de fixadores (formol) na
manutencdo da conservacdo (KREMER, 2011). Alguns autores j& aplicaram essa técnica de
congelamento e descongelamento em articulacdes de equinos e cdes (MELO et al, 2009;
BRAUNER, 2016), assim como em visceras, tais como encéfalos (PESSOA et al, 2017;
REIS et al, 2020), rins e coracdes (BATISTA et al, 2017; CARMO, 2017; MIRANDA E
BOSSO, 2020) e ainda do sistema digestorio, como estdbmagos de algumas espécies animais
(KREMER; SCHUBERT; BONFIGLIO, 2011; ARAUJO et al, 2021)

O conhecimento da morfologia e estrutura do organismo € a base académica para a
formacdo profissional em ciéncias médicas (DA SILVA et al., 2016). Em cées, o estudo da
anatomia da articulacdo femorotibiopatelar, ou articulagdo do joelho, é de extrema
importancia, pois € uma articulacdo que pode ser acometida por diversas patologias, tanto
Osseas como articulares, como luxacdo de patela, rompimento de ligamentos cruzados
(cranial e caudal), lesbes meniscais, dentre outros (WOODARD; JONES; HUNT,;
KING,1997).

O objetivo do presente trabalho foi de aplicar a técnica de criodesidratacdo em pecas
de articulacdo de joelho de cées, visando contribuir para facilitar a pesquisa na anatomia
comparada e a manipulacdo da peca por parte de seus usuarios quando em estudo. Também
sera avaliada a facilidade de manuseio e armazenamento dos espécimes submetidos a

técnica, bem como a durabilidade e o baixo custo de execucao.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas para a execucao deste estudo, 16 articulagbes femurotibiopatelares -
oito do antimero direito e oito do esquerdo - de cadaveres de cées formolizados provenientes
do Setor de Patologia da Faculdade de Veterinaria da Universidade Federal do Rio Grande
do Sul (FAVET/UFRGS), que foram estudados nas disciplinas de Anatomia para o curso de
Medicina Veterinaria. Estes joelhos foram escolhidos e dissecados de maneira aleatoria, ndo
havendo correspondéncia de procedéncia dos antimeros. Preservou-se, aproximadamente, 7
cm da extremidade distal do fémur e 7 cm da extremidade proximal da tibia e fibula.

No momento da dissecgdo das estruturas que compde o joelho do cdo, tentou-se
preservar a patela, o tenddo de inser¢cdo do musculo quadriceps, parte do muasculo reto
femoral, os ligamentos femoropatelares (medial e lateral) presos aos 0ssos sesamoides do
musculo gastrocnémio (localizados na face caudal da extremidade distal do fémur,

proximais aos condilos), além do ligamento patelar até a crista da tibia, cranialmente. Ainda,
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foram mantidos os ligamentos femorotibiais colaterais (medial e lateral) e ligamentos
cruzados (cranial e caudal), além do ligamento caudal do menisco lateral (ramo distal e ramo
proximal, chamado de ligamento meniscofemoral). Buscou-se preservar outras duas
estruturas, os tenddes de origem dos musculos extensor longo dos dedos (lateralmente,
partindo da fossa do extensor, proximo a troclea do fémur) e popliteo (também lateralmente,
passando medialmente ao ligamento colateral lateral, com seu 0sso sesamoide). Por fim,
foram retirados todos os restos musculares, periosteo, tecido adiposo e medula dssea, tanto
do fémur quanto da tibia.

Todas as pecas foram lavadas em agua corrente e identificadas de maneira aleatoria
através da colocacdo de um barbante (feito um pequeno furo na porcéo restante da diafise do
fémur) com uma placa D (direita) ou E (esquerda) e com um nimero de 1 a 8 (D1-8 e E1-8),
conforme observado na Figura 1. Além disso, cada amostra foi fotografada (vistas cranial e
caudal) e pesada em balanca eletronica (LTOMEX AL-SF400) antes da realizacdo do

processo de congelamento e descongelamento (criodesidratagéo).

Figura 1 — Imagens dos joelhos de cdes dissecados e numerados conforme o antimero, antes
do primeiro congelamento. Na primeira linha, pecas do antimero direito (D1 a
D8) e na segunda linha, pecas do antimero esquerdo (E1 a E8).

‘w s PR
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Fonte: o proprio autor.
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Em seguida, cada preparacdo foi acondicionada em sacos plasticos individuais e
armazenadas dentro de um freezer (horizontal, Nihonfreezer, -4 °C) por 18 horas.
Transcorrido este periodo, cada peca foi pesada novamente e suspensa para O
descongelamento a temperatura ambiente por seis horas; ao final, foram novamente pesadas,
acondicionadas nos sacos plasticos e recolocadas no freezer. Este processo foi realizado por
13 vezes consecutivas; na 132 sessdo as pegas permaneceram em descongelamento por 48
horas. A temperatura ambiente e da umidade relativa do ar também foram aferidas
diariamente durante o periodo do experimento, utilizando um termo-higrémetro digital
(modelo FEPRO-MUT600S).

Apobs os periodos de congelamento e descongelamento, todas as amostras foram
novamente fotografadas nas vistas cranial e caudal. Quatro pecas de cada antimero
(escolhidas conforme a melhor preservacdo) tiveram suas estruturas identificadas através da
aplicacdo de tinta colorida (acrilica). Estruturas relacionadas aos musculos foram
identificadas com a cor vermelha; ligamentos, com a cor amarela; meniscos, com a cor azul;
e 0sso0s sesamoides (patela e sesamoides dos musculos gastrocnémio e popliteo) com a cor
verde. Em seguida, todas as pecas receberam uma camada de verniz, com o objetivo de
conservacao, evitando assim o crescimento de microrganismos - como col6nias de fungos - e

acumulo de gorduras pelo manuseio.

RESULTADOS

Em 100% das pecas de joelhos de cées utilizados neste estudo foi possivel fazer a
disseccdo e aplicar a técnica de criodesidratacdo (congelamento e descongelamento),
conforme observado nas figuras 2 e 3 (peca com identificacdo das estruturas em cores).

Quanto a preservacdo das estruturas no momento da disseccdo, em 10 das 16
amostras (62,5%) (D1, D2, D4, D5, D8, E3, E4, E5, E7 e EB), foi possivel preservar todos
os ligamentos, tendGes musculares e 0ssos sesamoides presentes. Entretanto, em seis
amostras (37,5%) ndo foi atingida a preservacdo de todas as estruturas; em trés das seis
preparacdes (D3, E1 e E6) ndo foi possivel a manutencdo do tenddo do musculo popliteo e,
consequentemente, de seu 0sso sesamdide; nas trés amostras restantes (D6, D7 e E2) nédo foi
possivel preservar o tenddo de origem do musculo extensor longo dos dedos. Nas amostras
D7 e E2, ndo foram observados, respectivamente, o ligamento femoropatelar medial e o

ramo distal do ligamento caudal do menisco lateral.
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Figura 2 — Imagens do aspecto final de um joelho esquerdo de cdo em vistas cranial (A) e

caudal (B) apds a aplicagdo da técnica de criodesidratacdo. Peca ja

envernizada, com todas as suas estruturas preservadas.

A: Vista cranial: 1 fémur, 2 tend@o de insercdo do muasculo reto femoral, 3 patela, 4 tend&o patelar,
5 condilo medial do fémur, 6 condilo lateral do fémur, 7 menisco medial, 8 menisco lateral, 9
origem do musculo extensor longo dos dedos, 10 crista da tibia, 11 c6ndilo medial da tibia, 12
condilo lateral da tibia, 13 fibula.

B: Vista caudal: 1 fémur, 2 origem do mdsculo gastrocnémio, 3 sesamoide lateral de 2, 4
sesamoide medial de 2, 5 condilo lateral do fémur, 6 condilo medial do fémur, 7 ligamento
meniscofemoral (ramo proximal) do ligamento caudal do menisco lateral, 8 menisco lateral, 9
menisco medial, 10 ligamento cruzado caudal, 11 origem do musculo popliteo (com seu
sesamdide), 12 fibula, 13 tibia.

Fonte: o proprio autor.
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Figura 3 - Imagens do aspecto final de um joelho direito de cdo em vistas cranial (A) e

caudal (B) ap0s a aplicacdo da técnica de criodesidratacdo e pintura (com tinta

acrilica) das estruturas. Peca também ja envernizada.

A: Vista cranial: 1 fémur, 2 tenddo de insercdo do masculo reto femoral, 3 patela, 4 tenddo patelar, 5
condilo lateral do fémur, 6 condilo medial do fémur, 7 menisco lateral, 8 menisco medial, 9 origem
do masculo extensor longo dos dedos, 10 crista da tibia, 11 ligamento femoropatelar medial, 12
ligamento femoropatelar lateral, 13 ligamento femorotibial medial, 14 ligamento femorotibial lateral,
15 fibula.

B: Vista caudal: 1 fémur, 2 origem do musculo gastrocnémio, 3 sesamdide medial de 2, 4 sesamoéide
lateral de 2, 5 condilo medial do fémur, 6 condilo lateral do fémur, 7 menisco medial, 8 céndilo
medial da tibia, 9 ligamento cruzado caudal, 10 ligamento meniscofemoral (ramo proximal) do
ligamento caudal do menisco lateral, 11 origem do musculo popliteo (com seu sesamdide), 12 fibula,
13 tibia.

Fonte: o proprio autor.
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Outra situacdo constatada nas amostras foi 0 escurecimento das estruturas nao
6sseas, como ligamentos, meniscos e tenddes, em quatro das dezesseis pecas (25%) - D5,
D6, E2 e E5; a figura 4 ilustra o ocorrido. E ainda foi observado que em 93,7% das
preparacdes tiveram um aspecto final um pouco engordurado ao toque, ou seja, em apenas
uma peca esse fato ndo ocorreu (E7). Em ambas as situacBes ndo foi constatado nenhum

prejuizo na identificacdo das estruturas.

Figura 4 - Imagens do aspecto final de um joelho esquerdo de cdo em vista caudal apés a

aplicacdo da técnica de criodesidratacdo. Observar as estruturas (setas) de

tecidos moles escurecidas.

Fonte: proprio autor

No inicio da aplicacdo da técnica de criodesidratacdo todas as amostras foram
pesadas (tabela 1) e durante o processo, sempre foi tabelado o peso no momento da retirada
do freezer e ap0s seis horas de descongelamento a temperatura ambiente. Ao todo foram

feitas 13 sessdes de congelamento e descongelamento. O tamanho, aparentemente, ndo teve
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influéncia sobre o percentual de perda de peso, pois a média simples girou em torno de 22%
(média do antimero esquerdo 21,7% e 22,29% do antimero direito) em cada lado,

independentemente do peso inicial (tabela 2).

Tabela 1 - Peso inicial das pecas antes do inicio das sessbes de congelamento e

descongelamento, mensurado em gramas.

Antimero Peso Inicial (g) Antimero Peso Inicial (g)
D1 68 El 65
D2 64 E2 105
D3 62 E3 56
D4 59 E4 58
D5 64 E5 91
D6 112 E6 109
D7 51 E7 75
D8 94 E8 93

Fonte: adaptado de Camilla Elias Bruno.

Tabela 2 - Total de gramas perdidas de cada peca, tanto a direita como a esquerda, durante o
experimento e também o percentual de perda de peso em comparacdo ao peso

inicial

Antimero Perda (g) Perda (%) Antimero Perda (g) Perda (%0)

D1 11 16,18% El 11 16,92%
D2 13 20,31% E2 22 20,95%
D3 14 22,58% E3 12 21,43%
D4 11 18,64% E4 9 15,52%
D5 18 28,13% E5 18 19,78%
D6 21 18,75% E6 22 20,18%
D7 16 31,37% E7 28 37,33%
D8 21 22,34% E8 20 21,51%

Fonte: adaptado de Camilla Elias Bruno.



22

Em torno da 10? sessdo houve a estabilizacdo da perda de peso na maioria das pecas,
tornando-se relativamente constante até a 132 sessao (Figura 5).

Durante todo o experimento também foi observado, através de termo-higrometro
digital, a umidade do ar e a temperatura ambiente (Tabela 3). Assim foi possivel notar que
na 32 sessao tivemos a maior temperatura (23,1°C) e na 42 sessdo a menor umidade relativa
do ar (52%). Com isso, observando a perda de peso por sesséo das pegas, foi constatado que

tanto na 32 quanto na 42 sesséo tivemos a maior perda de peso (Tabela 4).

Figura 5 — Grafico ilustrativo da perda de peso ap6s cada sessdo de congelamento e
descongelamento. Observar que as linhas se mantiveram relativamente
constantes em todas as amostras, independentemente do peso inicial da
peca e que a partir da 102 sessdo, em todas as amostras, a perda de peso

ndo foi mais significativa.

Perda de peso ao longo das sessdes
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De 0 a 120 (gramas) peso inicial das amostras, e de 1 a 27 nimero de sessdes totais de

congelamento e descongelamento.
Fonte: Camilla Elias Bruno.




23

Tabela 3 - Temperatura ambiente e umidade do ar referentes aos dias em que foram

realizadas as sessdes de descongelamento.

Sessao de descongelamento Umidade do Ar (%0) Temperatura (°C)
Sesséo 1 67 22,9
Sesséo 2 69 22,7

Sessao 3* 55 23,1
Sessao 4* 52 21,3
Sesséo 5 55 20,9
Sesséo 6 58 20,2
Sesséo 7 57 22,1
Sesséo 8 59 22,9
Sesséo 9 61 22,2
Sesséo 10 68 22,2
Sessao 11 62 21,8
Sesséo 12 65 22,4
Sesséo 13 58 21,2

*Em destaque as sessbes com maior temperatura ambiente e menor umidade.
Fonte: o proprio autor.
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Tabela 4 - Pecas do antimero direito e esquerdo com o peso no momento da retirada do
freezer, nas sessdes 3 (maior temperatura, 23,1°C) e 4 (menor umidade, 52%), e
apos 6 horas de descongelamento.

Peca Congelado Sessédo 3 Congelado Sessdo 4
D1 64 60 60 58
D2 60 S7 o7 o4
D3 56 53 53 50
D4 55 52 52 50
D5 59 54 54 50
D6 106 101 100 96
D7 47 44 42 40
D8 88 84 84 79
El 61 57 57 56
E2 98 93 92 88
E3 51 48 48 45
E4 55 52 52 50
E5 85 80 81 76
E6 101 97 97 93
E7 67 62 62 55
E8 86 85 81 77

Fonte: o préprio autor.

DISCUSSAO

Observamos que a técnica de criodesidratacdo em joelhos de cées foi um método
viavel para sua conservagédo, de facil aplicagdo e com um resultado final bem satisfatorio.
Isso corrobora com as observagdes de Brauner (2016), em seu trabalho utilizando dois
joelhos de cdes, assim como em outro artigo que descreveu a utilizagdo da criodesidratacao
em seis articulacdes sinoviais de equinos (MELO et al, 2009). Outros artigos também

afirmaram ser possivel realizar a técnica de criodesidratagdo em visceras como encéfalos
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(PESSOA et al, 2017; REIS; BOSSI; MARTINS; MAZZUCATTO, 2020), rins e coragdes
(BATISTA et al, 2017; CARMO, 2017; MIRANDA E BOSSO, 2020) e ainda do sistema
digestorio, como estdbmagos de algumas espécies animais (KREMER; SCHUBERT;
BONFIGLIO, 2011; ARAUJO et al, 2021).

Na pesquisa atual, antes da aplicacdo da técnica de congelamento e
descongelamento, as pecas foram retiradas de cadaveres ja formolizados, o que também foi
observado na esmagadora maioria dos artigos pesquisados (ndo importando a viscera ou
articulacdo), ou seja, de alguma maneira (injecdo ou imersdo) as amostras sempre foram
fixadas na formalina para depois serem criodesidratadas. Apenas em um artigo encontrado
(FONTANA et al, 2019) foi aplicada uma outra técnica de desidratacdo em partes de um
membro pélvico de equino. Neste trabalho os autores afirmam que realizaram apenas um
congelamento e que ap6s o descongelamento a desidratacdo da peca ocorreu devido as
repetidas aplicacbes de thinner, na face interna/medial da amostra, e de cloreto de sodio na
outra face, sendo feito isso diariamente por 30 dias. As estruturas que ndo foram
identificadas na atual pesquisa ocorreram devido a erro na dissec¢do e nao por falha da
técnica de criodesidratacdo. O que foi facilitado, na pesquisa atual, para melhor visualizacao
das estruturas foi que, na metade das amostras, fez-se o uso de tinta acrilica colorida, sendo
pintada cada porcao que se preservou nos joelhos dissecados (BRAUNER, 2016).

Outra situacdo observada no atual trabalho foi que em 25% das amostras as
estruturas que ndo eram Osseas ficaram escurecidas, o que ndo prejudicou em nada a
visualizacdo das mesmas. Na literatura apenas Fontana et al (2019) observou alguma
alteracdo na coloracdo de determinadas estruturas, porém esses autores nao utilizaram a
técnica de congelamento e descongelamento descrita aqui para desidratar a peca. Outro
ponto descrito na pesquisa atual foi 0 aspecto engordurado da grande maioria das amostras.
Também este fato ndo prejudicou as identificagdes das estruturas e, possivelmente, ocorreu
devido ao fato de ter sido aplicado, junto com o formol, uma pequena quantidade de
glicerina (em torno de 1 litro para cada 20 litros de formol) no momento de
embalsamamento do cadaver. Na literatura apenas foi encontrado um artigo
(RECKZIEGEL; CULAU; ARAUJO; VOLL, 2015) que observou que pecas de intestino de
cdo com excesso de gordura demoravam mais para desidratarem do que as demais menos
gordurosas, e que isso poderia favorecer a proliferagdo de microrganismos ao longo do
tempo. Isso ndo foi observado, até 0 momento, nas pecas da atual pesquisa.

A temperatura de congelamento aplicada na pesquisa atual foi de -4°C, sendo
suficiente para atingir o objetivo de cristalizacdo das particulas de agua das amostras de
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joelhos de cdes (REIS; BOSSI; MARTINS; MAZZUCATTO, 2020). Mas para outros
autores a temperatura ideal para o congelamento seria de -17°C ou -18°C em seus estudos
respectivos de estbmagos de cdes e ruminantes e de rins e coragfes de suinos (KREMER,
SCHUBERT E BONFIGLIO, 2011; CARMO, 2017). O periodo de congelamento e
descongelamento foi um dos fatores que mais diferiu entre o aplicado no trabalho atual e o
das pesquisas de outros autores. No presente estudo, 18 horas de congelamento e seis horas
de descongelamento para cada peca a temperatura ambiente e suspensa, foi o suficiente para
0 éxito do experimento. Ja para Reis et al (2020), em sua pesquisa com encéfalos de suinos e
caes, o periodo ideal foi de 12 horas congelando e 12 horas descongelando; para Aradjo et al
(2021) em estudo de criodesidratacdo de estobmagos de ovelhas o tempo 22 horas congelando
e de duas horas descongelando em &gua corrente foi o suficiente para chegar no resultado
esperado; para Batista et al (2017) 48 horas congelando e 0 mesmo tempo descongelando,
foi o ideal para uma peca de sistema urinario de um ovino; e ainda para Carmo (2017) em
seu estudo com 24 rins e 24 coragdes de suinos o tempo de 12 horas congelando e de sete
horas descongelando em uma estufa de ar for¢ado foi o intervalo suficiente para a aplicagéo
da técnica de criodesidratacao.

Outro ponto bem controverso foi o nimero de sessbes de congelamento e
descongelamento aplicadas nas diferentes pecas estudadas por varios autores. Para alguns
pesquisadores 0 numero de sessdes era determinado pela porcentagem da perda de peso da
amostra em comparacao com o seu peso inicial. Isso foi descrito por Carmo (2017) que usou
como parametro a perda de 60% a 70% do peso inicial da amostra, variando de nove a 16
dias para os rins e de 28 a 39 dias para os cora¢des de suinos. No estudo atual 13 ciclos de
congelamento e descongelamento foram o suficiente para que cada peca de joelho de céo
perdesse em media 22% de seu peso, sendo que na 102 sessdo houve a estabilizacdo da perda
de peso. Uma das hipdteses desta discrepancia de porcentagens de perda peso entre 0s
artigos encontrados e a pesquisa atual, foi de que estruturas ésseas apresentam uma
quantidade menor de agua do que visceras como rins, coragdes e encefalos (CARMO, 2017,
PESSOA et al, 2017; MIRANDA E BOSSO, 2020). No estudo de Batista et al (2017) a
perda de peso foi semelhante ao encontrado em nossa pesquisa, cerca de 26,3%, mesmo
estudando visceras do sistema urinario.

A perda de peso, na pesquisa realizada, ndo teve relacdo com o peso inicial da
amostra, pois as pecas mais pesadas ndo perderam mais agua que as de peso inferior. Isso
corrobora com o estudo de Miranda e Bosso (2020) em coragBes de espécies animais
diferentes e com pesos bem distintos. Para eles, um coracdo de bovino teve uma perda de
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73% do seu peso inicial, de equino 60%, de felino 71% e uma das amostras de coracdo de
cdo teve uma perda de 76%. Para n6s o que foi mais determinante na perda de peso foi o
aumento da temperatura ambiente (23,1°C foi a maior registrada) e a baixa umidade relativa
do ar (52% a menor registrada), pois nas sessfes em que iSSO ocorreu observou-se uma
diferenca significativa. Na literatura poucos trabalhos comentam sobre a temperatura
ambiente. Em Reis et al (2020) a média de temperatura foi de 27°C e para Carmo (2017) foi
de 25°C, mas controlada em estufa. Quanto a umidade relativa do ar, nenhum artigo foi

encontrado falando a respeito.
CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos neste estudo, € possivel concluir que a técnica
de criodesidratacdo em articulacdes de joelhos de cées € viadvel, de facil aplicacdo e com
bons resultados. A técnica elimina o uso de formol para a sua manutencao e tem baixo custo

de execucdo, além de permitir a visualizacdo de todas as estruturas desejadas.
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3 CONSIDERACOES FINAIS

O projeto foi finalizado com sucesso, proporcionando a todos os envolvidos novos
aprendizados na aplicacdo da criodesidratacdo e garantindo resultados cada vez mais
préximos ao ideal em utilizagBes futuras desta técnica. O trabalho alcangou seu objetivo e
seus resultados serdo de grande valia para a formacao elementar e continuada de graduandos
do curso de Medicina Veterinaria e de Medicos Veterinarios vinculados a Universidade
Federal do Rio Grande do Sul.
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