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sou o que deveria ser, mas Gragas a Deus, ndo sou o que era antes”.

Marthin Luther King



Dedico este trabalho aos meus pais Sonia e Ermeto, que muitas vezes se doaram e
renunciaram aos seus sonhos, para que eu pudesse realizar os meus. Quero dizer que essa
conquista ndo é s6 minha, mas nossa. Tudo que consegui so foi possivel gragas ao amor,
apoio e dedicacdo que vocés sempre tiveram por mim. Sempre me ensinaram agir com
respeito, simplicidade, dignidade, honestidade e amor ao préximo. E gracgas a unido de
todos, os obstaculos foram ultrapassados, vitorias foram conquistadas e alegrias divididas.
Agradeco pela paciéncia e compreensdo com minha auséncia durante essa longa jornada.

Muitissimo obrigado.



Agradecimentos

Antes de tudo, quero agradecer a Deus, por ter abencoado todos os dias da minha
vida, por iluminar meu caminho e me dar forcas para seguir sempre em frente.

Muito especialmente, desejo agradecer a minha orientadora Professora Doutora
Margarete Soares, pela disponibilidade, atencdo dispensada, paciéncia, pelo incentivo,
dedicacéo e profissionalismo. A Senhora me fez enxergar que existe mais que pesquisadores
e resultados por trds de uma dissertacdo, ha vidas humanas... Vocé ndo foi somente
orientadora, mas, em alguns momentos, conselheira, confidente, mae e amiga. Vocé é
referéncia profissional e pessoal para meu crescimento. Obrigada por estar a meu lado e
acreditar tanto em mim.

Desejo agradecer o Professor Doutor Sidnei E. Lima Junior, pela disponibilidade,
atencdo, paciéncia, incentivo, dedicacdo, profissionalismo, e por acreditar que era possivel,
pelo apoio nas atividades de campo e em laboratorio. Obrigada.

A meu querido esposo, Adriel, por ser tdo importante na minha vida. Sempre ao meu
lado, me ajudando, me pondo para cima e me fazendo acreditar que posso mais que imagino.
Devido a seu companheirismo, amizade, paciéncia, compreensdo, apoio, alegria e amor, este
trabalho pode ser concretizado. Obrigada por ter feito do meu sonho 0 nosso sonho.

A toda minha familia pelo apoio, torcida e confianca que sempre depositam em mim;
pelos momentos que ndo estivemos juntos e souberam entender. Obrigada.

A Universidade Estadual do Mato Grosso do Sul e aos docentes do Programa de Pos-
Graduacdo em Recursos Naturais, pelo conhecimento e oportunidade que proporcionou meu
aprendizado.

O Conselho Nacional de Pesquisa - CNPq - que me concedeu uma bolsa, durante a
realizacdo deste mestrado, fato este que muito contribuiu para a viabilizacdo desta tese.
Portanto, deixo aqui expresso meu agradecimento.

A UNIGRAN, pelo apoio.

Sou muito grata aos amigos e colegas do laboratério de quimica Ellen Paula S., Talita
C. P., pela amizade e pelo companheirismo em todos os momentos, que sem duvida foram
muito importantes para meu crescimento profissional e pessoal.

Gostaria de agradecer aos amigos e colegas do laboratério de ecologia Fabiane S. F,
Gabriela S. V, Walmir B. F. M. Junior Mundim, Ménica B. Jorge pelo apoio nas atividades
de campo e em laboratdrio.

Obrigada!l



Sumario

LISTADE FIGURAS ...ttt e viil
LISTA DE TABELAS E GRAFICOS ......coovieiieceieeees e eeeee e esiesene e nessen s X

RESUMO .ttt Xi
AB ST R A CT ettt b ettt et et e e be e nrn e re e Xii
CAPITULO 1 - CONSIDERACOES GERAIS.........ooooooveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeessee e 1
1.1 Antecedentes € JUSHITICALIVAS ........cccvevveiiieiieie e 1
1.2 Formol- FOrmolizagao: ASPECTOS EIAIS. .......cverviitiriiriieiieiieie ettt 2
1.3 Glicerina - GlicerinaGao: ASPECLOS JEIAIS........ccoveverrerierierieniesiesieeeei e 3
1.4 AlCOOI: ASPECTOS JEIAIS.........vveveceeeericeeeeeieeeesee s sesasss st st enee s enae s 4
1.5 Referéncias DibHOGrafiCas .........cccooveiiiieiic e 5

CAPITULO 2 - AVALIACAO FISICA DAS PECAS ANATOMICAS DE PEIXES
DA ESPECIE Oligosarcus pintoi E Cichlasoma paranaense EM DIFERENTES

CONSERVADAS - GLICERINAE FORMOL ......ccoiiiiiiiiiieeeee e 8
2.1 INEFOTUGED ...ttt bbb bbbttt bbb 8
2.2 ODJBIIVOS ...ttt bbbttt b bbbt 10
2.2.1 ODJELIVOS GEIAIS ....vecvviivieiieie ettt re e e sre s 10
2.2.2 Objetivos ESPECITICOS .....ccveiiiieiiee et 10
2.3. MateriaiS € MELOUOS. .......coueeeieiiiiteieii ettt 11
2.3.1 Local e desenvolvimento do trabalho ..., 11
2.3.2 Coleta e tratamento das amOSLIas ..........ccererierirenieieee e, 11
2.3.3 Anélise fisica e 0bServacao das PEGAS ........ccoereererereeererieee e, 12
2.3.4 ANALISE ESLALISTICA ...t 12
2.4 RESUITA00S € AISCUSSEOD .....c.veuveieiiieeieiisie ettt 13
2.4.1 Analise fisica e 0bServagao das PECAS.........c.ccvvereereerieiiesieerieseeseesie e 13
2.4.2 ANALISE ESLALISTICA ...evvveeeeieiieieieicee e 15
2.5 CONCIUSDES ...ttt bbbttt bbbt be e 17
2.6 Referéncias bibIOGrafiCas. ..o 18

CAPITULO 3 —ANALI,SE MICROBIOLOGICA DAS PECAS ANATOMICAS DE
PEIXES DAS ESPECIES Oligosarcus pintoi E Cichlasoma paranaense
CONSERVADAS EM GLICERINAE FORMOL ....ooovoieveeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 20

T8 A 10T [0 o Lo OSSP PP P PR URPRP 20

Vi



KB © o] 1= {10 LRSS 22

3.2.1 ODJELIVOS GBIAIS ....ecuvevetiiisiisie ettt 22
3.2.2 Objetivos ESPECITICOS ......cuervrerririiieiiienieise et 22
3.3. MaAteriais € MELOUOS. ......cveiiieiieitesicsiee et bbb 23
3.3.1 Local e desenvolvimento do trabalno ...........cccocviiiinincne, 23
3.3.2 Coleta e tratamento das @MOSEIaS .........cccveverieririnenieieies e 23
3.3.3 MEI0OS U8 CUITUIA. .....cveeieiiieiiesieee et 23
3.3.4 Processamento da @mMOSEIA ..........ueveierierieniesiesiesieseseeee e 24
3.3.5 INOCUIAGAD ...ttt re e 25
3.3.6 1SOAMENTO ... e e 25
3.3.7 Anélise macroscopica € MICrOSCOPICA ....cvereeuerverveieiiriereeeeie e, 25
3.3.8 Analise DIOQUIMICA .....cceeiviiiiic e 26
3.4 RESUItAOS € TISCUSSAD. .. ...veiueeirerieirieieeiesieesteeseeste e e eseesteeseesreesteeseesneesreeneesreenneeneens 28
3.5 CONCIUSDES. ...ttt ettt e re e teeneesreeteeneesneenes 32
3.6 Referéncias hibDHOGrafiCas. ........cocuiiiiiiiiii s 33

CAPITULO 4 - AVALIACACAO FISICA DAS PECAS ANATOMICAS
CONSERVADAS EM GLICERINA E FORMOL APOS 12 MESES DE

CONSERVAGAOD ..o sen s 35
o R T oo [0 o Lo OSSP PP PT PR URPRUPO 35
O © ] o] 1] (V0 LSRR 36
4.2.1 ODJELIVOS GEIAIS .....ecveeuieivieiteeieseeste ettt e e ae e sae s 36
4.2.2 Objetivos ESPECITICOS ......ooveirieiiiiiisierieese e e 36
4.3. Materiais € MELOUOS. ......cc.oiveieiiie ettt na e nes 37
4.3.1 Local e desenvolvimento do trabalho............ccocvviiiiiiinieieieecc e 37
4.3.2 Coleta e tratamento das @aMOSIIaS.........ccvrvreererienieseseeeeeeie e 37

4.3.3 O desenvolvimento do questionario para verificacdo externa das pegas

ANALOMIECAS ...ttt bbbttt ettt st bt 37
4.4 ReSUITAd0S € QISCUSSED. ......cuveueieeieiieite sttt 39
4.5 CONCIUSDES. ...ttt bbbttt et 42
4.6 Referéncias biblografiCas.........c.covveiiiiiiiciece e 43
CAPITULO 5 - CONSIDERAGOES FINAIS.......c.oiieveeeeeeeeeieeresieneses s 44

Vi



LISTA DE FIGURAS

CAPITULO 2 ~AVALIACAO FiSICA DAS PECAS ANATOMICAS DE PEIXES
DA ESPECIE Oligosarcus pintoi E Cichlasoma paranaense EM DIFERENTES

CONSERVADAS - GLICERINA E FORMOL......ccoiiiiiiiiieiceesee e 8
Figura 1: Coleta dos peixes na lagoa da UEMS/DoUrados..............ccocervreneineneninnninns 11
Figura 2: Delineamento experimental com os trés meios de conservagéo: Grupos Gl, GlI
B GHILL bbbt 12
Figura 3: Determinacdo do comprimento dos peixes apds a coleta............cccceevvervranene. 12

Figura 4: Pecas anatdmicas referentes ao Tratamento Gl: A) logo ap6s a coleta. B) depois
08 CONSEIVAGAD. ......eeveeneeteiti ettt bbbttt bttt e 13
Figura 5: Pecas anatdmicas referentes ao Tratamento Gll. A) logo apés a coleta. B)
dEPOIS A CONSEIVAGAD. .......ecveeiiieieiteesieeee st ste et te et et e s te e esre et eesaesreesteeneesreeaeaneesreas 14
Figura 6: Pecas anatbmicas referentes ao Tratamento Glll. A) logo apos a coleta. B)
dEPOIS 08 CONSEIVAGAD. ... .cveeueeeiteite sttt bbbttt bbbt 14
Figura 7 — Comprimento total das pecas antes e ap0s o periodo de conservacao,
TratamENTO Gl ..o 16
Figura 8 — Comprimento total das pecas antes e apds o periodo de conservacdo,
TratameNto Gl ..ot e e ra et 16
Figura 9 — Comprimento total das pecas antes e ap0s o periodo de conservacao,
Tratamento Gl ... 16

CAPITULO 3 - ANALISE MICROBIOLOGICA DAS PECAS ANATOMICAS DE
PEIXES DAS ESPECIES Oligosarcus pintoi E Cichlasoma paranaense
CONSERVADAS EM GLICERINA E FORMOL......ccccoiiiiiiieieieceseeee e 20
Figura 1: Observacfes macroscopicas, microscopicas e identificacdo dos
microorganismos através do equipamento Phoenix Automated Microbiology System....29
Figura 2: Grupo A2, meios de cultura Agar sangue e Agar Sabouraud 2% Dextrose com
ClOranfeNICOL. ... ettt nneas 30
Figura 3: Grupo A3, meios de cultura Agar sangue e Agar Sabouraud 2% Dextrose com
(O (o] 01 =1 ol o OSSR 31

viii



CAPITULO 4 - AVALIAGAO FISICA DAS PECAS ANATOMICAS DE PEIXES
DAS ESPECIES Oligosarcus pintoi E Cichlasoma paranaense CONSERVADAS EM
GLICERINA E FORMOL APOS 12 MESES DE CONSERVACAO ...................... 35
Figura 1: Exposicdo das pecas anatdmicas de peixes das espécies Oligosarcus pintoi e
Cichlasoma paranaense e aplicacdo do questionario avaliativo, no laboratorio de
Biologia - CERNA -UEMS. ... 38
Figura 2: Grupo Q1- Respostas referentes a pergunta 1 e 2 do questionario ................... 39

Figura 3: Grupo Q2- Respostas referentes a pergunta 1 e 2 do questionario.................... 40



LISTA DE TABELAS E GRAFICOS

CAPITULO 3-ANALISE MICROBIOLOGICA DAS PECAS ANATOMICAS DE
PEIXES DAS ESPECIES Oligosarcus pintoi E Cichlasoma paranaense

CONSERVADAS EM GLICERINAE FORMOL......ccociiiiiiiiee e 20
Tabela 1: Resultados das andlises bioquimicas realizados manualmente, grupo
PSPPSRI 29

Tabela 2: Identificacdo as bactérias encontradas em cada meio de conservagdo, pelo

equipamento Phoenix Automated Microbiology SYStEM.........ccccovviirininiiiicncnesei 30



RESUMO

O método mais utilizado para a conservacdo de pecas anatdbmicas € a
formalizag&o. Entretanto, existem varios fatores negativos em sua utilizagéo, devido a sua
toxidade. Uma das alternativas ao uso da formolizagdo séo os protocolos de glicerinago:
associacdo de glicerina pura e alcool absoluto. A glicerina tem a capacidade de
desidratacdo celular, atuando contra fungos e bactérias, proporcionando a conservacéo de
pecas anatdbmicas com morfologia muito proxima da original. O principal objetivo desse
trabalho foi avaliar a possibilidade de se usar a glicerina como conservante de pecas
anatdmicas de peixes. Para tanto, foram coletados peixes da espécie Oligosarcus pintoi e
Cichlasoma paranaense e colocadas em trés meios de conservacdo: Grupo Gl - grupo
controle (formol 10% em agua); Grupo GlI - conservacao mista (formol 5% em glicerina)
e Grupo GlII — (glicerina pura). Apos 4 dias de conservagéo foi isolada e identificada a
microbiota presente nos conservantes e nas pecas anatomicas, sendo identificado os
microorganismos: Cupriavidus pauculus, Bacillus licheniformis, Staphylococcus kloosii,
Lactococcus garvieae, Staphylococcus capitis ssp. ureolyticus. Logo ap6s as pegas foram
colocadas em alcool etilico, sendo analisadas periodicamente, onde ndo se detectou mais
a presenca de microorganismos nem sinais de decomposicdo. Ao final do experimento
pode-se observar que a glicerina pura foi tdo eficiente quanto o formol na conservacao
das pegas anatdmicas. A glicerina manteve as pecas bem conservadas e com aparéncia
fisica e estatica muito préxima do original. Sendo assim, mais estudos poderdo ser
realizados a fim de se verificar a eficiéncia desse protocolo em mais espécies de peixes,

viabilizando o uso da glicerinacdo como prética rotineira nos laboratorios de anatomia.
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ABSTRACT

The most used method for the conservation of anatomical pieces is formalization.
However, there are several negative factors in its use due to its toxicity. One of the
alternatives to the use of formaldehyde is the glycerin protocols that use a mixture of pure
glycerin and absolute alcohol. Glycerin dehydrates cells acting against fungi and bacteria.
Thus, it provides the conservation of anatomical pieces with morphology very close to
the original. The main objective of this work was to evaluate the possibility of using
glycerin as a conservative in anatomical fish specimens. For this, fish of the species
Oligosarcus pintoi and Cichlasoma paranaense were collected. The fish were placed in
three means for conservation: Group GI - control group (10% formaldehyde in water);
Group GII - mixed conservative (5% formaldehyde in glycerin), and Group GllII - (pure
glycerin). After 4 days, the microorganisms and the microbiota present in the
conservatives and anatomical pieces were identified: Cupriavidus pauculus, Bacillus
licheniformis, Staphylococcus kloosii, Lactococcus garvieae and Staphylococcus capitis
ssp. Ureolyticus. After these analyzes, the pieces were removed from the conservatives
and placed in ethyl alcool, being analyzed periodically, no microorganisms or signs of
decomposition were detected until the end of the experiment. Pure glycerin was as
efficient as formaldehyde in the preservation of anatomical pieces. The Glycerin kept the
pieces well preserved and with physical and aesthetic appearance very close to the
original. Therefore, more studies could be carried out in order to verify the efficiency of
this protocol in more fish species and to enable the use of glycerin as a routine practice

in anatomy laboratories.
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CAPITULO 1- CONSIDERACOES GERAIS

1.1 Antecedentes e justificativas

Os laboratorios de anatomia animal possuem grande importancia cientifica para a
educacédo em geral, levando a uma evolucdo significativa na aprendizagem dos estudantes
(YASSER & TOLBA, 2009).

O uso de pecas anatdmicas em aulas praticas, nas instituicdes de ensino, tem se
mostrado muito eficaz no processo de aprendizagem dos alunos, visto que a associacdo
da vivéncia pratica e do conhecimento tedrico proporciona nogdes mais claras sobre o
funcionamento e as caracteristicas das estruturas anatémicas estudadas. Para tornar vivel
a utilizacdo deste material de estudo, faz-se necesséria a aplicacdo de técnicas de
conservacao, cujo objetivo é retardar o processo de decomposicao das pecas anatémicas,
mantendo as caracteristicas morfoldgicas o mais semelhante as originais. A escolha do
método de conservacdo mais apropriado geralmente se baseia em fatores como: custo e
complexidade aplicada, toxicidade das substancias utilizada, presenca de odores,
facilidade no manuseio das pecas e semelhanca entre a aparéncia adquirida e seu aspecto
original (SILVA et al., 2008).

A preocupacdo quanto a conservacao de pecas anatdmicas existe a mais de 5 mil
anos, e 0 uso das pegas anatdbmicas sdo indispensaveis para o ensino, sendo um método
utilizado em todo o mundo, devido a contribuicdo no processo de aprendizagem pratico,
melhorando as habilidades aplicativas, assimilativas e compreensdo da disciplina
preparando os estudantes para uma situacdo préxima da realidade, além do carater
cientifico académico. Nos dias de hoje podemos contar com uma ampla variedade de
técnicas que ajudam na preservacdo das pecas anatdmicas para estudo (KIMURA &
CARVALHO, 2010).

Diversos estudos vém sendo realizados a fim de se obter um meio ideal para
conservacao de tecidos bioldgicos, meio este que seja de facil execuc¢do, transporte e sem
custos elevados. O meio preservador deve possuir um alto poder estabilizador impedindo
ao maximo a decomposi¢éo dos tecidos e o crescimento de microorganismos, deve manter
a integridade celular e atuar por um periodo de tempo prolongado (ALVARENGA et al.,
1992).

JUNQUEIRA & CARNEIRO (2005) e RODRIGUES (2010) ressaltaram que 0s

fixadores sdo substancias quimicas que conseguem manter a integridade dos tecidos



mesmo apos a morte, sem ocasionar alteragdes na sua estrutura celular. Suas finalidades
sdo as de evitar ao maximo as altera¢es na constituicdo quimica celular; insolubilizar as
proteinas dos tecidos por meio de ligacGes cruzadas entre os aminoécidos, o que € de
fundamental importancia na fixacdo, pois sdo essas as proteinas responsaveis pela
manutencdo estrutural das células e tecidos e inativar enzimas proteoliticas 0 mais
rapidamente possivel, pois estas Ultimas sdo as responsaveis pela degradacdo espontanea
que os tecidos sofrem apds a morte, isto é, a autdlise e por fim evitar a proliferacdo
bacteriana e fangica, permitindo assim o estudo da célula ou do tecido como se estivesse,

naquele momento, vivos.

1.2 Formol — Formolizacgédo: Aspectos Gerais

O formaldeido pertence a familia dos aldeidos, é gasoso a temperatura ambiente
e possui caracteristicas de toxicidade, reatividade e inflamabilidade, o que o torna um
produto perigoso, segundo a norma NBR 10.004 (ABNT, 2004, LUND et al.,1991). Tem
como sindnimos: formol, formalina, aldeido férmico, entre outros.

Quando inalado ele ¢é absorvido no trato respiratério superior, podendo penetrar
na via dérmica e causar ardor nos olhos, lacrimejamento, irritacdo das mucosas nasais,
queimacdo da garganta é sérios riscos a saude, pois ele apresenta efeitos destrutivos nos
tecidos do corpo humano e no DNA. (VIEGAS et al., 2010; CARVALHO, 2009).

Cheoker (2002) relatou que o formol pode degradar o DNA no seu todo ou
parcialmente, dependendo da concentracdo e do tempo de exposicdo a que um
determinado tecido é exposto. Seus relatos baseiam-se em reacdes bioquimicas, sem a
realizacdo de um estudo de campo ou experimental. Assegura, no entanto, a necessidade
de mais pesquisas a respeito.

No ano de 1995 a Agéncia Internacional de Pesquisa em Cancer classificou o
produto como um agente carcinogénico (IARC, 1995). Além de prejudicial a satde ele
traz varios danos ao meio ambiental, pois 0 manuseio e descarte inadequado de carcacas
e efluentes pode contaminar e ocasionar riscos ambientais (WHO, 1989; WHO, 1991).

Apesar de seu efeito tdxico, ele é o produto mais usado no mundo como fixador,
para conservacgdo de pecas anatbmicas e cadaveres, mediante as técnicas de formolizagdo
e de embalsamamento. A fixacdo em formol baseia-se em manter, de modo definitivo, as
estruturas citologicas e histoldgicas das células e tecidos, por longo prazo evitando a
degradacéo do material em decorréncia de fendmenos (MIES 1994; SUGIYAMA et al.,
1993; HAMAZAKI et al.,1993). Gusmman (2007) relatou que ele atua como fixador
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interagindo com os aminoacidos lisina e arginina. Que este por sua vez ndo provoca
precipitagdo de proteinas, ndo preserva gorduras livres, porém fixa lipideos complexos,
provoca leve precipitagdo de outros constituintes celulares e ndo é o fixador de elei¢éo
para carboidratos.

O formol € utilizado normalmente em solucdo aquosa na concentracao de 37% e
contém metanol como preservativo contra a polimerizagdo. Nessa forma ele é liquido e
incolor, possui massa molar de 30.03 g/mol, ponto de ebulicdo de - 19,5°C e ponto de
fusdo de -92°C. E incompativel com oxidantes fortes, alcalis, &cidos, fenois e uréia
(Tokuda et al, 1990; Greer, 1991). Jackson et al (1991) elucidaram que ele pode sofrer
degradacdo formando &cido férmico, sendo que este frequentemente interage com a
hemoglobina das pecas produzindo um pigmento acastanhado chamado de "pigmento de
formol" ou hematina. O uso de uma solucdo tampéo evita a sua acidificacdo, impedindo
0 aparecimento do pigmento de formol.

O formol tem como principal vantagem o baixo custo, entretanto, existem varios
fatores negativos em sua utilizacdo como: peso excessivo, escurecimento e rigidez

excessiva das pecas ap0s a conservacao.

1.3 Glicerina — Glicerinacgéo: Aspectos Gerais

O 1,2,3 propanotriol também conhecido por glicerina, ou glicerol é um liquido,
incolor, inodoro, viscoso e de sabor doce, sollvel em &gua e alcool em todas as
proporcOes, pouco solUvel em éter, acetato de etila e dioxano e insolivel em
hidrocarbonetos (Arruda et al., 2007; Lopes et al., 1999). Sua temperatura de fusdo é de
17,8°C, e decomposto aos 290°C (Pachauri & He, 2006).

Ela foi descoberta no ano de 1762 por Karl Wilhelm Sheele, sendo batizada de “o
doce principio das gorduras”, utilizada primeiramente para preservagdo de pegas
anatébmicas pelo anatomista Carlo Giacomini, cuja técnica leva seu nome (Silva, 2008).

A glicerina possui trés graus de pureza (baixa, média e alta), nos quais as variagdes
ocorrem devido as concentracdes de agua, glicerol, fésforo e metanol, sendo classificadas
pelo teor de glicerol como glicerina de baixa pureza (50 a 70% de glicerol), glicerina de
média pureza (80 a 90% de glicerol) e glicerina de alta pureza (acima de 99% de glicerol)
(Schroder & Stidekum, 1999).

A glicerina possui uma variedade de utilizagdo e é uma das alternativas de
substituicdo ao método de formolizacdo. Os protocolos de glicerinacdo se baseiam na

associacao de glicerina pura e alcool absoluto. Como a glicerina tem a capacidade de
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desidratacdo celular, atuando contra fungos e bactérias, a técnica de glicerinagédo
proporciona uma melhor preservacéo das pecas anatdmicas e possui diversas vantagens
em relacdo ao formol, entre elas: maior leveza e maleabilidade das pecas, a morfologia é
preservada mais proxima da forma original, a coloragdo é mais clara e menos opaca
facilitando a identificacdo de varias estruturas anatdmicas de dificil visualizagcdo, sem
odor desagradavel, baixa toxidade aos manipuladores, etc. (GIGEK et al.,2009; KRUG et
al., 2011; CURY et al., 2013).

A glicerina também apresenta propriedades antissépticas, atuando como
bactericida e fungicida (ALVARENGA, 1992; RANDI et al., 2002), além de reduzir a
antigenicidade (PIGOSSI, 1967). Além disso, ndo € considerada agressiva ao meio
ambiente, pois é de facil diluicdo quando em contato com a 4gua e é totalmente
biodegradavel (SILVA et al., 2008).

1.4 Alcool: Aspectos Gerais

O etanol, também conhecido como alcool, € um liquido claro com odor
caracteristico que tem utilizacdo na fabricacdo de varios produtos como bebidas
alcdolicas, desinfetantes, artigos de higiene pessoal, combustiveis, entre outros produtos.
Também participa da sintese de outras substancias quimicas. N&o é um produto téxico, e
sua inalacdo ndo causa maiores danos. Em contato com a pele pode produzir ressecamento
(DALLAGNOL et al., 2016).

O élcool é o conservante mais utilizado na conservacao de exemplares de peixes,
quando diluidos abaixo de 85% comporta-se como acido fraco e pode danificar as
estruturas das pecas (SANTOS et al., 2005).
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CAPITULO 2 - AVALIACAO FISICA DAS PECAS ANATOMICAS DE PEIXES
DA ESPECIE Oligosarcus pintoi E Cichlasoma paranaense EM DIFERENTES
CONSERVADAS - GLICERINA E FORMOL

2.1 INTRODUCAO

O estudo da anatomia faz parte da matriz curricular de cursos relacionados as
ciéncias bioldgicas e da saude (BRAZ, 2009). Um dos aspectos importantes desse estudo
¢ a anatomia comparada, a qual busca semelhancas estruturais e funcionais no processo
evolutivo dos seres vivos (DANGELO & FATTINI, 2010; KARDONG, 2011).

Os laboratorios de anatomia animal tém como objetivo o estudo de pecas
anatdmicas sintéticas e cadavéricas sendo indispensavel o manuseio das mesmas. As
pecas passam por processos como dissecacdo e reparacdo para depois serem estudadas,
sendo conservadas, na grande maioria, em solucdo de formol a 10% ou pela técnica de
glicerinagéo (Freitas et al. 2009).

H& uma variedade de técnicas anatdmicas, inimeras maneiras de executar uma
determinada técnica, alterando algumas etapas da metodologia, como algum detalhe
diferente no procedimento, substituicdo, reducdo ou acrescentando alguns materiais
utilizados podemos evidenciar algum sistema de maneira especifica isso vale também
para métodos de conservacdo. O uso dos protocolos de glicerinacao foi uma das principais
alternativas para a substituicdo do formol, diferentes protocolos foram e sdo utilizados na
tentativa de chegar ao maximo de confianca quanto a sua eficiéncia, sendo utilizado na
maioria das vezes a associac¢do do alcool absoluto com glicerina (Cury et al.,2013).

O formol € o fixador e conservante amplamente utilizado em laboratdrio de
anatomia, devido ao baixo custo e a alta eficiéncia. Entretanto as pecas conservadas com
formol se mostram mais pesadas e perdem a sua coloragdo tornando-se mais escuras com
0 passar do tempo (MIES, 1994).

A principal caracteristica da glicerina é a capacidade de desidratacdo celular, essa
desidratacdo ndo altera a concentracdo iénica das células, o que mantém a integridade
celular, reduzindo assim, a antigenicidade dos tecidos conservados (PIGOSSI, 1964). A
glicerinacdo é menos agressiva as estruturas tratadas, deixando as pecas mais leves,
facilitando assim o manuseio e conservando a aparéncia mais semelhante a original.
(SILVA et al., 2008; KRUG et al, 2011).



Por ela ser inodora a preocupacao quanto a irritacdo das mucosas ndo existe, alem
do fato de ndo ser cancerigena e ter niveis de contaminagdo muito inferior ao do formol
(CURY et al.,2013).

O género Oligosarcus compreende cerca de 19 espécies, sdo peixes de pequeno a
médio porte, sdo carnivoros , variando de insetivoro a picsivora para algumas espécies.
As espécies sdo habitantes tipicos de riachos e ribeirdes, e ocasionalmente, rios de grande
porte. Diversos grupos dentro da familia Characidae, a filogenia e a taxonomia séo
importantes objetos de estudos. (MIRANDE, et al., 2011; HERMES-SILVA, et al.,2004).

O género Cichlasoma pertence a familia Cichidae, esta presente em todos 0s rios
e riachos do Brasil (BUCKUP, 1999), habita em bacias das regides semiarida sul-
americanas, possui grande diversidade de espécie. Desta forma a diversidade e o processo
de adaptacdo em ambientes extreméfilos, sdo particularidade interessantes desta espécie.
Cichlasoma paranaense ocorre naturalmente na bacia do alto rio Parana. (TURNER,
1999).



2.2 OBJETIVOS

2.2.1 Objetivos Gerais
Avaliar a possibilidade de se usar a glicerina como conservante de pecas
anatdmicas de peixes, em substituicdo do formol, tendo em vista um modelo de boa

visualizagdo, durabilidade, resisténcia e baixa toxidade.

2.2.2 Objetivos especificos
Realizar um estudo comparativo da agdo dos conservantes glicerina e formol sobre
as caracteristicas fisicas das amostras de peixes, e avaliar as caracteristicas fisicas das

pecas anatdmicas das amostras analisadas.

10



2.3 MATERIAIS E METODOS

2.3.1 Local de desenvolvimento do trabalho
O experimento foi desenvolvido no laboratorio de Biologia e de Quimica
Ambiental do Centro de Estudos em Recursos Naturais - CERNA/UEMS — Dourados.

2.3.2 Coleta e tratamento das amostras

Foram coletados exemplares de Oligosarcus pintoi e Cichlasoma paranaense na
lagoa localizada em frente ao Centro de Estudos em Recursos Naturais — CERNA da
UEMS, em Dourados. Para captura foi utilizada uma rede de nylon medindo 1,20 x 0,80
m (Figura 1), apds a captura os peixes foram acondicionados em sacolas plasticas com
agua e encaminhados para o laboratorio de Biologia do CERNA, onde foram

eutanasiados.

Figura 1 — Coleta dos peixes na lagoa da UEMS/Dourados

Foram coletados no total 21 exemplares de peixes, sendo 11 exemplares
Oligosarcus pintoi e 10 exemplares Cichlasoma paranaense, medindo entre 50 a 110
milimetros de comprimento. As amostras foram divididas, de acordo com os tratamentos
de conservacdo, em trés grupos experimentais (Figura 2): Gl — tratamento controle
utilizando método de conservacao tradicional (formol 4% em &gua), GIl — tratamento
utilizando conservacdo mista (formol 2% em glicerina), e GIlll — tratamento de
conservacao pura (glicerina pura). Os meios de conservacdo, glicerina e formol passaram
pelo processo de autoclavagdo, visando & total auséncia de formas viaveis capazes de
reproducéo.

Os peixes ficaram submersos em potes de vidro, conforme tratamentos acima
citado, durante quatro dias, no laboratério, em temperatura ambiente e estes foram

cobertos com papel filme para minimizar as possibilidades de contaminacdo. O
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experimento foi realizado em delineamento inteiramente casualidade, com trés

tratamentos e quatro repeticoes.

S il - - IBRE ST G L R

Figura 2 — Delineamento experimental com os trés meios de conservagdo: Grupos Gl, Gll e GlII.

2.3.3 Andlise fisica e observacéo das pecas

Os exemplares coletados passaram por medidas fisicas de comprimento padréo e
total (Figura 3), e avaliacdo de caracteristicas morfométricas (QUILANG et al., 2007).
As medidas de comprimento foram realizadas utilizando-se um paquimetro digital.
Posteriormente, foi realizado um exame macroscépico externo para a observacdo da
coloracdo e de qualquer sinal clinico que pudesse indicar foco de infeccao.

Apds o periodo de conservacgdo as caracteristicas morfométricas foram analisadas
novamente para comparagdo e confirmacgdo se os mesmos foram conservados e para

observar se houve alguma mudanga no comprimento das pegas.

Figura 3 — Determinacéo do comprimento dos peixes ap0s a coleta.

2.3.4 Anélise estatistica
A comparacdo do tamanho das pecas anatdmicas entre os diferentes tratamentos
foi feita utilizando-se o programa estatistico com aplicacdo do teste t de Student com nivel

de significancia de 5%.
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2.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

2.4.1 Andlise fisica e observacéo das pecas

A andlise fisica das pecas anatbmicas foi realizada logo apos a coleta, durante o
periodo de conservacdo e, imediatamente a retirada das pecas dos respectivos
conservantes, antes de serem transferidas para o conservante permanente: alcool etilico
70%.

Na figura 4 observamos as caracteristicas das pecas do tratamento Gl.

y‘y‘&w ‘1:/'!!'“ , ’.

108,80 mm ‘ o ' lO'?Sm‘
Figura 4 — Pecas anatdmicas referentes ao Tratamento Gl: A) logo apds a coleta. B) depois da conservagao.

Ap0s 24 horas de conservacao as pecas apresentaram leve mudanca na coloracao
(levemente esbranquicado), o meio de conservagéo ficou pouco turvo, ndo foi observado
crescimento macroscopico de coldnias de bactérias. Durante o periodo de 48 a 72 horas
as pecas ndo apresentam mudanca significativa, porem observou-se uma leve rigidez das
mesmas. As caracteristicas permaneceram com aspecto préximo as originais, mostrando
que o grupo controle manteve-se nas condigdes desejadas, como esperado.

Na figura 5 observamos as pecas submetidas a conservacdo no tratamento Gll, a

imagem mostra as pecas apds a coleta e posteriormente apos o periodo de conservagéo.
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Figura 5 — Pecas anatdmicas referentes ao Tratamento Gll. A) logo ap6s a coleta. B) depois da
conservagao

No monitoramento observamos que apds 24 horas de conservacao as pe¢as nao
apresentaram mudanca de coloracdo, ndo houve crescimento macroscopico de col6nias
de bactérias, o conservante ficou levemente amarelado, porém sem turvacdo. De 48 a 72
horas o conservante testado apresentou somente uma leve turvacdo e rigidez nas pegas,
sem grandes alteragoes.

Na figura 6 observamos o tratamento GllII, antes e depois do periodo de

conservacao.

-. { 0\ /.*

P ' '  10899mm
Figura 6 — Pecas anatdémicas referentes ao Tratamento GlIlI. A) logo ap6s a coleta. B) depois da
conservacao
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Ap0s 24 horas de conservacgdo as pecas apresentaram leve escurecimento, porém,
as caracteristicas de coloracdo permaneceram bem evidentes, ndo houve crescimento
macroscopico de col6nias de bactérias, o conservante ficou levemente amarelado, mas
sem turvacdo. De 48 a 72 horas 0 conservante testado apresentou uma leve turvacéo e a
coloracdo levemente amarelada, as pecas nao apresentam mudanca de coloracédo e a
rigidez foi pouco observada.

As pecas conservadas em glicerina pura se mostraram mais maleéaveis e de
tonalidade menos opaca comparadas a pegas conservadas em formol, tornando-as mais
proximas de pecas frescas. Os materiais anatdmicos ndo demonstraram odor forte,
mantendo-se inodoros, diferente do evidenciado na utilizacdo de formol.

Gigek et al. (2009) descreveram que o processo de glicerinagdo permite melhor
identificacdo das estruturas anatdmicas, resultando maior clareza das pecas quando
comparadas a conservacdo em formol, o que facilita o estudo destas.

A glicerina conservou as pecas anatdmicas de maneira adequada, com uma boa
penetracado, fato este também observado por Silva et al. (2008).

Carvalho et. al (2013) ao fazer a técnica de glicerinacdo com glicerina
semipurificada tiveram resultados semelhantes aos apresentados nesse trabalho, pois as
pecas também tiveram diminuicdo de odor, flexibilidade, boa aparecia estética e
estruturas anatdbmicas intactas, apesar de usarem um protocolo diferente.

2.4.2 Analise estatistica

Os dados referentes as medidas de comprimento das amostras foram comparados
utilizando o Teste “t” de Student para amostras dependentes, o célculo da diferenca
minima significativa (CENTENO 1999), ao nivel de significAncia de 5%.

Verificaram-se diferenca significativa entre as amostras dos tratamentos Gl e Gll,
pois as mesmas apresentam p < 0.05. Esses valores relatam que houve diminuicdo no
tamanho das mesmas.

Apl6s a andlise estatistica os valores médios dos tamanhos das pecas nos
tratamentos GI, Gl e Gl apresentaram os respectivos valores, t= 3,5617 e p=0.0119
(Figura 7), t= 3,7239 e p=0.0098 (Figura 8) e t= 2,2615 e p=0.0643 (Figura 9).
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Figura 7 — Comprimento total das pegas antes e Figura § — Comprimento tntaludas pecas antes e
apos o petiodo de conservagio, tratamento GL apos o periodo de conservagio, tratamento GIL
T12000 1
g 1=22615p=00643 GIll
= 105,00 1
B
g 80,00 +
£
-
£ 75,00 1
E Astes Depos
U 60,00 +

Fizura & — Comprimento total das pegas antes e
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Para as amostras conservadas em glicerina pura (Gll1l), ndo se observou diferenga
significativa em relacdo ao tamanho das pecas. Esses resultados indicam que a
conservacdo em glicerina pura foi eficiente quanto a manutencdo das caracteristicas
fisicas das mesmas.

Os resultados obtidos se assemelham aos citados por Silva et al. (2008) Gigek et
al. (2009) e Cury et al (2013), os quais a glicerina conservou as pecas anatdmicas de
maneira adequada, com uma boa penetracdo, mostrando maior eficiéncia da glicerina em
relacdo ao formol devido a diminuicdo de peso, odor e também por apresentarem 6timo
aspecto estético, semelhante a morfologia original das pecas, podendo-se evidenciar com
clareza as estruturas das pecas em estudo.
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2.5 CONCLUSOES

Os trés tratamentos foram eficientes na conservacdo das pegas anatdmicas.

Entretanto, ocorreram diferencas importantes entre os tratamentos: as pecgas
anatdmicas colocadas nos conservantes contendo formol apresentaram odor
relativamente forte e coloracdo opaca, diferentemente das pecas conservadas com
glicerina, as quais ndo demonstraram odor forte, se mostraram mais maledveis e menos
opacas.

Outro parametro importante foi que a glicerina ndo alterou de forma significativa
o comprimento total das pecas anatdbmicas, mantendo a morfologia proxima ao seu

aspecto original.
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CAPITULO 3: ANALISE MICROBIOLOGICA DAS PECAS ANATOMICAS DE
PEIXES DAS ESPECIES Oligosarcus pintoi E Cichlasoma paranaense
CONSERVADAS EM GLICERINA E FORMOL

3.1 INTRODUCAO

A conservacao de pecas anatomicas de peixe apresenta diversos problemas, uma
vez que a decomposicao ocorre rapidamente em decorréncia dos métodos de captura que
provocam morte lenta, e dos danos mecénicos que podem ocorrer. Outro fato importante
refere-se a quantidade de microorganismos presentes na &gua, bem como a sua microbiota
natural, fatores que aceleram o inicio da deterioragdo (FARIAS; FREITAS, 2008;
MACHADO et al., 2010; MOL; TOSUN, 2011).

A microbiota natural do peixe ndo varia muito, segue de acordo com o habitat da
espécie, grau de contaminacéo e profundidade das aguas e maior ou menor proximidade
da costa e, principalmente, a temperatura. No entanto, essas variagdes ndo se mantém
uniformes e apresentam grandes diferencas em termos de predominéncia relativa do que
em géneros presentes no pescado (FELDHUSEN,2000; MURATORI et al., 2004).

Silveira (2005) descreve que ndo ha diferenca entre os microbiota do peixe de
agua doce e de agua salgada. Entretanto, as dguas costeiras por serem mais rasas tém
maior probabilidade de contaminagdo em relacdo as aguas mais profundas. Nos peixes 0s
microorganismos sdo encontrados apenas na superficie, guelras e trato gastrointestinal,
porem apds o abate suas defesas naturais deixam de existir e a microbiota superficial
comeca a invadir o interior dos tecidos, iniciando o processo de deterioracéo.

Prista et al., (1990) descreve que os conservantes sdo substancias dotadas de a¢ao
germicida ou germiostatica, as quais tém a funcdo de evitar as alteracfes que possam
ocorrer em qualquer conservado, proveniente de proliferacdo microbiana.

Spicher e Peters (1976) realizaram um experimento onde verificaram a resisténcia
de diferentes microorganismos para o formol, foram analisados bactérias gram-negativas
e gram-positivas. Os microorganismos foram expostos as mesmas condi¢es ambientais,
com temperatura constante a 20°C e pH 7.0, num periodo de duas horas de exposicao.
Dentre as bactérias avaliadas, Pseudomonas, Klebsiella e Salmonela mostraram ser mais
suscetiveis ao formol que o Stafilococos.

O metodo de glicerinagdo reduz a antigenicidade, preserva a textura das pecas. A
glicerina apresenta poder antisséptico com amplo espectro de acdo, excetuando-se as

formas bacterianas esporuladas. A glicerina a 98% tem sido utilizada na esterilizagdo e
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conservacdo das membranas biologicas, como demonstrado por PIGOSSI (1964),
INATOMI et al. (1980), DALECK et al. (1992), COSTA NETO et al. (1999) e DALECK
et al. (2000).
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3.2 OBJETIVOS

3.2.1 Objetivos Gerais

Avaliar a possibilidade de se usar a glicerina como conservante de pecas
anatomicas de peixes, em lugar do formol, tendo em vista um modelo de boa visualizacéo,
durabilidade, resisténcia e baixa toxidade, os quais poderdo ser utilizados como material

didatico em aulas praticas.

3.2.2 Objetivos Especificos

Isolar, caracterizar macroscopicamente e identificar a microbiota presente nas

pecas anatdmicas de exemplares de Oligosarcus pintoi e Cichlasoma paranaense.
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3.3 MATERIAIS E METODOS

3.3.1 Local de desenvolvimento do trabalho

O experimento foi desenvolvido no laboratério de Biologia e Quimica Ambiental
do CERNA/ UEMS - Dourados, no laboratério de Microbiologia do Centro Universitario
da Grande Dourados — UNIGRAN e no Hospital Universitario Federal da Grande
Dourados - HU.

3.3.2 Estudos microbiologicos

Este estudo é a continuidade do capitulo anterior. Conforme exposto
anteriormente, os peixes ficaram submersos em potes de vidro cobertos com papel filme
sob a tampa, para evitar qualquer tipo de contaminacéo, durante quatro dias, a temperatura
ambiente. Todos os meios de conservacdo foram submetidos a analise microbioldgica
antes de serem utilizados. O experimento foi realizado em delineamento inteiramente
casualidade, com trés tratamentos e quatro repeticdes. Posteriormente as pecas foram
transferidas para recipientes contendo alcool etilico. Essas pecas ficaram em temperatura
ambiente e, foram monitoradas visualmente e por testes microbiologicos.

Apos o periodo de conservacéo, foram realizadas as anélises microbiol6gicas dos
meios bem como das pecas anatdmicas. As analises foram divididas em trés grupos: Al
—analise microbiologia realizada ap6s o periodo de fixacdo (4dias), A2 — monitoramento
microbioldgico realizado nas pecas e no conservante final (alcool etilico) apds 4 meses
de conservagdo e A3 — monitoramento final realizado 10 meses ap0s as pegas estarem em
processo de conservagao.

A observacdo diaria das pecas foi realizada a fim de verificar, de forma
macroscopica, indicativos de formacdo de col6nias provenientes de crescimento

microbiano.

3.3.3 Meios de Cultura

Os meios de cultura escolhidos para se verificar uma possivel presenca de
microorganismos nas pegas e nos conservantes foram: Agar Sangue, Agar Sabouraud 2%
Dextrose com cloranfenicol e caldo BHI (brain heart infusion).

O Agar Sabouraud Dextrose com Cloranfenicol é um meio ndo seletivo que
apresenta pH &cido de 5,6 e é pobre em nutrintes, condi¢cdo essencial para inibir o

crescimento de bactérias, mas permite o crescimento de fungos oportunistas e
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patogénicos. O meio proporciona também um aumento de esporulacdo e uma morfologia
colonial mais cacteristica, facilitanto o estudo (KERN; BLEVINS, 1999).
A preparagdo do meio:

e Destrose.......c.ccovevueenn. 409
o AQar .o, 159
o Neopeptona.................. 10g

e Dissolveu-se 100 mg de cloranfenicol em 10 mL de alcool 95 °C.

Adicionou-se em um litro de Agar Sabouraud Dextrose antes da esterilizacao.
Todos os componentes foram adicionados em agua destilada, em Erlenmeyer e o volume
completatado para 1000 mL; em seguir, foi esterilizado em autoclave a 121°C por 15
minutos. O meio ficou 24 horas na estufa a 37°C para controle, antes da distribui¢do nas
placas de Petri.

O Caldo BHI (Brain Heart Infusion) € um meio enriquecido, derivado de
nutrientes de cérebro e coracdo, peptona e dextrose. A peptona e a infusdo sdo fontes de
nitrogénio, carbono, enxofre e vitaminas, ja a dextrose € um carboidrato que o0s
microrganismos utilizam para fermentacdo. Sua constituicdo possibilita 0 metabolismo
de microrganismos com diferentes exigéncias nutritivas (JUNIOR et al., 2008).

A preparagdo do meio:

e Brain Heartagar ..........c.ccccoouenne. 3749
e Aguadestilada.............c.coo.e.. 1000 mL

Todos os componentes foram adicionados em Erlenmeyer, a seguir, foi
esterilizado em autoclave a 121°C por 15 minutos. O meio ficou 24 horas na estufa a
37°C para controle, antes de distribuir o BHI caldo estéril nos tubos. Os tubos de ensaio
também passaram pelo processo de esterilizacdo em autoclave a 121 °C por 15 minutos.

O Agar Sangue é um meio enriquecido primario nio seletivo, que permite o
crescimento da maioria dos microorganismos gram-positivos e gram-negativos e
atividade hemolitica (OPLUSTIL et al., 2004). O é&gar sangue de carneiro 5%
desfibrinado estéril foi adquirido comercialmente.

3.3.4 Processamento das amostras.
Para cultura e processamento das amostras foram utilizadas placas de Petri 90 x15
mm, descartaveis com 2 compartimentos, por terem a vantagem de economizar material

e facilitar a visualizacéo.
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A distribuicdo do meio de cultura foi realizada em ambiente estéril no fluxo
laminar. Toda superficie da area de trabalho do fluxo laminar foi limpa com alcool a 70%,
a lampada germicida foi usada por 30 minutos antes da distribuicdo do meio de cultura
nas placas. Esse procedimento é muito importante, pois proporciona um ambiente estéril,
removendo as particulas do ar originadas na area de trabalho e proteger contra a
contaminagdo do ambiente, evitando a contaminagdo com outros processos ou produtos.

As placas foram vedadas com parafilm para evitar a desidratacdo do meio e

ficaram por 24 horas em estufa a 37°C para controle antes da inoculacdo das amostras.

3.3.5 Inoculagéo

Em fluxo laminar previamente esterilizado, foi semeado a microbiota presente em
cada peca anatdmica e nos conservantes, com auxilio do swab estéril as amostras foram
semeadas, em triplicata e incubada a 37 °C durante 24 a 48 horas, em seguida, as placas
que ndo apresentaram crescimento microbiolégico foram mantidas em temperatura
ambiente por 30 dias. Apds o periodo de incubacgdo, procedeu-se a caracterizacdo das

estirpes isoladas por meio da morfologia das col6nias.

3.3.6 Isolamento

Ap0s o crescimento das colnias foram realizados repiques e novas distribui¢des
em caldo BHI, preparados conforme descrito anteriormente, visando o isolamento das
colénias. Os repiques foram realizados em intervalos de sete dias, até que o isolamento
total das col6nias fosse confirmado, apds isolamento as col6nias foram replicadas em

Agar Sangue, para posterior identificagio por meio de provas bioquimicas.

3.3.7 Analise macroscopica e microscopica

A anélise macroscopica das col6nias foi feita mediante a observacdo direta, sendo
analisados: o crescimento no isolamento das col6nias, o diametro da colbnia, a cor, as
elevacOes e a textura. Todos os detalhes foram registrados em fotos, servindo apenas
como orientacdo e ndo como critério absoluto na identificagéo.

Para analise microscopica foi realizada a coloragdo de Gram, esta metodologia é
utilizada para classificar as bactérias com base na morfologia e na reacdo a coloragéo,
pois classifica as bactérias em dois grandes grupos: gram-positivas e gram-negativas

(TORTORA et al., 2003). Este e um método de coloracdo diferencial, com largo espectro
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de coloracdo, as bactérias Gram (+) apresentam uma coloracao roxa enquanto as Gram (-
) adquirem coloracdo vermelha. (MARTINEZ; TADEI, 2005).

3.3.8 Andlise bioquimica

Apos o isolamento das col6nias elas foram submetidas a testes bioquimicos para
a identificacdo de género e espécie. Foram realizados os seguintes testes: teste da catalase,
agar bile esculina, coagulase, teste da oxidase, citrato, glicose, hemdlise, indol, uréia.

O teste da catalase tem como objetivo verificar a presenca da enzima catalase que
decompde peroxido de hidrogénio em agua e oxigénio, diferenciando assim o género
Staphylococcus do Streptococcus. (OPLUSTIL, 2000)

O teste da glicose permite determinar o uso da via oxidativa ou fermentativa da
glicose. E considerado método simples e eficaz para identificacio de bactérias que
utilizam a glicose em presenca ou na auséncia de oxigénio, e baseia-se na producédo de
acido quando a glicose € metabolizada (Oliveira, 2000).

O 4gar bile esculina é recomendado para a diferenciacdo de Enterococos e do
grupo Streptococcus de outros estreptococos. Os Enterococos e certos estreptococos
hidrolisam a esculina produzindo esculetina e glicose. A esculetina reage com o citrato
férrico da férmula formando um complexo marrom escuro ou negro (KONEMAN et al.,
2001)

O teste da coagulase tem a finalidade de verificar a habilidade do organismo em
coagular o plasma pela acdo da enzima coagulase. A enzima coagulase esta presente em
duas formas: na forma livre e na forma ligada a célula. Na coagulase ligada a célula, a
célula e detectada pelo método da lamina e a livre pelo método do tubo, no presente estudo
realizamos o método do tubo (OPLUSTIL, 2004).

O teste da oxidase verifica se a bactéria é produtora da enzima oxidase.
(KONEMAN et al., 2001)

O teste da uréia tem a finalidade de classificar as bactérias quanto a producéo da
enzima urease (OPLUSTIL, 2004).

Teste da producdo de indol, resultante da degradagcdo do aminoéacido triptofano
pela enzima triptofanase. A prova é realizada inoculando-se 0 meio contendo excesso de
triptofano (SANTOS FILHO, 2006).

O teste do citrato tem como finalidade verificar se 0 microorganismo tem a

capacidade de utilizar o citrato de sédio como Unica fonte de carbono (OPLUSTIL, 2004).
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Pelo teste da hemdlise observa as caracteristicas hemoliticas, de acordo com o tipo
de hemolise. Nesse sentido verificam-se trés tipos de hemdlise: alfa, beta e gama. A alfa
hemolise apresenta zonas de hemdlise parciais, com hemacias integras na parte mais
interna (junto a colonia) e hemolise maior na parte mais externa. Na beta hemélise ocorreu
uma zona de hemdlise total, ndo se observando hemaécias integras. E por fim, na gama
hemolise ndo hé producdo de hemdlise (OPLUSTIL, 2000).

Concernente a microbiologia, através destas analises, foi possivel identificar com
precisdo trés géneros de bactérias: Bacillus, Staphylococcus e Lactococcus e algumas
possiveis espécies desses géneros. Observamos também todas as morfologias, coloracfes
microscopicas e morfologia das col6nias. As provas bioquimicas ajudaram a eliminar
varios possiveis géneros e espécies de bactérias, entretanto, ndo foram suficientes para
identificar, com precisdo, todos 0s possiveis microorganismos presentes nas amostras de
peixes e conservantes.

Sendo assim, consideramos necessario a utilizacdo de um aparelho automatizado
de analises em microbiologia sendo utilizado o aparelno BD Phoenix Automated
Microbiology System (BD Diagnostic Systems), o qual garantiu alta precisdo na

identificacdo das bactérias encontradas.
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3.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Ap0s os quatro dias de fixagdo, foi observado crescimento microbiolégico em
todos 0s grupos de conservacgdo, tanto nos meios quanto nas pecas anatbmicas, 0 Agar
Sangue foi 0 meio que apresentou esse crescimento, ja no Agar Sabouraud 2% Dextrose
com Cloranfenicol néo foi verificado o crescimento de colbnias de fungos, por fim, o
caldo BHI foi utilizado para crescimento de colonias puro e as mesmas apresentaram
crescimento como previsto.

Na figura 1 encontra-se os resultados do grupo Al, as caracteristicas
macroscopicas, microscopicas, identificacdo dos microorganismos realizados pelo
equipamento Phoenix Automated Microbiology System e valor de confianca da

identificacéo.

Caracteristica Caracteristica Morfologia das Identificacéo
Macroscopica Microscépica coldnias e coloracéo Phoenix
de Gram

Colo6nias secas e Bacillus

aderentes a superficie | licheniformis

do agar. Valor de
confianca:

Bacilos Gram Positivo | 99%

Colbnias redondas, Cupriavidus

lisas, convexas, pauculus

ligeiramente Umidas e | Valor de

viscosas, nao confianca:

pigmentado. 97%

Bacilos Gram

Negativo

Colbnias circulares, Staphylococcu

convexas, com S

margens lisas. kloosii
Valor de

Cocos de cadeias confianga:

curtas Gram Positivo. | 99%
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Colobnias circulares Lactococcus
lisas, ndo gravieae
pigmentaveis. Valor de

confianca:
Cocos cadeias curtas 98%

Gram Positivo

Colonias opacas,

Staphylococcu

convexas, cremosa e | S capitis ssp.
brilhante. ureolyticus
Valor de
Cocos em cachos, confianca:
cadeias curtas Gram 98%

Positivo.

Figura 1 — Observacfes macroscopicas, microscopicas e identificagdo dos microorganismos através do
equipamento Phoenix Automated Microbiology System.

Os resultados das andlises bioquimicas realizados manualmente do grupo A
(Tabela 1).

Tabela 1 — Resultados das analises bioquimicas realizados manualmente, grupo A.

Staphylococcus

Teste da catalase — positivo, gar bile esculina — negativo, teste da oxidase

kloosii: — negativo, teste da coagulase — negativo, teste do citrato — negativo, teste
da glicose — positivo, presenca de hemolise — ausente, teste do indol —
negativo e teste da ureia — positivo

Cupriavidus Teste da catalase — positivo, agar bile esculina — negativo, teste da

pauculus coagulase — negativo, teste da oxidase — positivo, teste do citrato —
negativo, teste da glicose — negativo, presenca de hemolise — ausente, teste
do indol — negativo e teste da ureia — positivo.

Bacillus Teste da catalase — positivo, agar bile esculina — negativo, teste da

licheniformis coagulase — negativo, teste da oxidase — positivo, teste do citrato —

negativo, teste da glicose — negativo, presenca de hemdlise — beta

hemolitico, teste do indol — negativo e teste da ureia — negativo.

Staphylococcus
capitis Ssp.

ureolyticus

Teste da catalase — negativo, &gar bile esculina — negativo, teste da
coagulase — negativo, teste da oxidase — negativo, teste do citrato —
negativo, teste da glicose — positivo, presenca de hemolise — ausente, teste
do indol — negativo e teste da ureia — positivo.
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Lactococcus

garvieae

Teste da catalase — negativo, agar bile esculina — negativo, teste da
coagulase — negativo, teste da oxidase — negativo, teste do citrato —
negativo, teste da glicose — positivo, presenca de hemolise — ausente, teste

do indol — negativo e teste da ureia — positivo.

Na tabela 2 observamos os resultados para 0os microorganismos identificados nos

meios de conservacao formol em agua 4% (Gl), formol 2% em glicerina (GlI) e glicerina

pura (GIII), para o grupo Al (analise realizada ap6s o periodo de fixacdo de 4 dias).

Tabela 2 — Identificacdo das bactérias encontradas em cada meio de conservacdo, pelo equipamento
Phoenix Automated Microbiology System

Bacterias Identificadas Tratamento
Bacillus licheniformis Gl, GlI, Gl

Cupriavidus pauculus Gl, GlII, Gl

Lactococcus garvieae Gl, GlI, Gl
Staphylococcus capitis ssp. ureolyticus Glll

Staphylococcus kloosii Glll

Os resultados das anlises microbioldgicas dos grupos A2 e A3 (Figura 2 e 3)

apresentaram resultados diferentes do grupo Al, pois ndo houve crescimento bacteriano

nem flngico em nenhum dos tratamentos testados. Mesmo apds dez meses de

conservacdo (grupo A3) ndo houve desenvolvimento de formas vegetativas bacterianas,

comprovando assim a eficiéncia da acdo antisséptica dos tratamentos avaliados.

227 I
Figura 2 - Grupo A2, meios de cultura Agar sangue e Agar Sabouraud 2% Dextrose com Cloranfenicol.
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Figura 3 — Grupo Aé, meios de cultura Agar sangue e Agar Sabouraud 2% Dextrose com Cloranfenicol.

Quando a patogenicidade e riscos a saude das pessoas expostas, Cupriavidus
pauculus (carater ndo patogénico) sdo organismos ambientais ubiquos que sdo
encontrados principalmente no solo, na agua, e em plantas (YABUUCHI et al., 1995).

Bacillus licheniformis (carater ndo patogénico), bactéria amplamente encontrada
na natureza, sendo uma bactéria do solo, encontrada principalmente associada com
plantas e materiais de plantas, facilmente disseminadas com a poeira (VEITH et al.,2004).

Staphylococcus kloosii (ndo patogénico) isolado a partir da pele de roedores,
animais selvagens, cées e porcos (SCHLEIFER et al., 1985).

Lactococcus garvieae (ndo patogénico) é um dos principais patogénico para
peixes. E considerado um problema sério no cultivo de peixes marinhos e de 4gua doce
(ELDAR et al., 1999), anteriormente denominado Enterococcus seriolocida. Sabe-se que
esta espécie infecta viveiros de peixes principalmente durante o verdo, quando a
temperatura da dgua é superior a 20°C (TSAl et al., 2013).

Staphylococcus capitis ssp. ureolyticus (patogénico oportunista) o ser humano é a
principal fonte e veiculo de transmissdo de S. capitis (HIRA et al., 2010) e sua emergéncia
como patdgeno oportunista foi relatado em neonatos internados em unidades de terapia
intensiva (RASIGADE et al., 2012).
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3.5 CONCLUSOES

O uso da glicerina pura foi tdo eficiente quanto o formol ou a mistura dos dois na
conservacdo das pecas anatbmicas. Ambos impossibilitaram o crescimento de
microorganismos, mas nao eliminam completamente as bactérias durante o periodo
inicial do processo de conservacéo.

Os testes com Agar Sangue mostraram que nos 4 dias iniciais as bactérias estdo
presentes, havendo a necessidade de monitoramento microbiolégico e cuidados com o
manuseio e armazenamento das pecas.

Pelas analises microbioldgicas verificou-se que os microorganismos encontrados
no inicio do experimento ndo permaneceram vivos nos meios de conservacao, mostrando

a eficiéncia da glicerina e do formol como antissépticos bactericidas e fungicidas.
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CAPITULO 4 - AVALIACAO FISICA DAS PECAS ANATOMICAS DE PEIXES
DAS ESPECIES Oligosarcus pintoi E Cichlasoma paranaense CONSERVADAS EM
GLICERINA E FORMOL APOS 12 MESES DE CONSERVACAO

4.1 INTRODUCAO

O questionario € um instrumento caracteristico para 0 método de pesquisa
descritivo, que tem como objetivo observar, registrar, analisar, descrever e correlacionar
fatos, fendbmenos ou comportamentos sem manipuld-los (MATTOS et al., 2004;
RABACOW et al., 2006).

Morrow et al., (2003) descrevem que a validade de um questionario é definida
pelo grau de autenticidade e precisdo, e dependente da reprodutibilidade e da relevancia,
ou seja, refere-se ao quanto o teste mede aquilo que se propde ou foi designado a medir.

Questionarios de boa qualidade sdo pré-requisitos para a validade das conclusdes
dos estudos. Perguntas a respeito de assuntos objetivos ou sobre conceitos abstratos, que
podem ser operacionalizados por meio de gréficos, somente sdo recuperadas por meio do
questionario. Dessa forma, € possivel conhecer de percepcdo do participante sobre o
assunto pesquisado (CHOR et al., 2013, BJORNER et al., 2010).

Nesta parte do trabalho, as amostras de peixes foram analisadas apds um ano
conservadas em alcool etilico. Além da analise por parte do pesquisador, foi aplicado
também um questionario, muito simples, a observadores externos a pesquisa para se
avaliar as caracteristicas fisicas das amostras como resisténcia a manipulacdo e

durabilidade dos caracteres bioldgicos de cada espécie.
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4.2 OBJETIVO
4.2.1 Objetivos Gerais
Avaliar o grau de conservacgao das pecas anatbmicas de peixes apds o periodo de

conservacao de 12 meses.

4.2.2 Objetivos especificos
Utilizar a técnica de observadores treinados e ndo treinados para verificar o grau
de conservacgdo e aspectos visuais das pecas conservadas em glicerina e formol durante

12 meses.
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4.3 MATERIAIS E METODOS

4.3.1 Local de desenvolvimento do trabalho
O experimento foi desenvolvido no laboratorio de Biologia e Quimica Ambiental
do CERNA/ UEMS — Dourados.

4.3.2 Avaliacéo das pecas anatdémicas pelo pesquisador

Este estudo é a continuidade do capitulo anterior.

Ap0s o periodo de fixacdo nos meios de conservacao, as pecas ficaram submersas
em alcool etilico, em temperatura ambiente durante 12 meses sendo monitoradas
visualmente. Todos os detalhes foram registrados em fotos, para comparacao entre 0s

tratamentos.

4.3.3 Avaliacéo das pecas anatdmicas por observadores externos.
Esta avaliacdo foi feita através da andlise das respostas registradas num questionario.

Um questionario foi aplicado para 84 observadores, sendo 0 mesmo para todos o0s
participantes. Entretanto, a analise das respostas foi dividida em dois grupos: Grupo Q1
(14 participantes): formado por pesquisadores que ja trabalham com pecas anatdmicas de
peixes e com o formol; Grupo Q2 (70 participantes): formado por alunos de cursos de
graduacdo e leigos ao assunto. A idade dos participantes foi de 19 a 50 anos.

Durante a aplicacdo do questionario, as pecas anatdmicas ficaram expostas na
bancada do laboratério de biologia (Figura 1) sem qualquer identificacdo sobre a
metodologia de conservacéo, sabiam apenas que havia trés tratamentos distintos e que
eles deveriam observar a aparéncia fisica das pecas, levando em consideracgéo o estado de
conservacao das mesmas.

A primeira pergunta foi: “Em qual dos trés tratamentos, as amostras estdo com
melhor aparéncia de conservacgao?”

Respostas a serem assinaladas:

1 — N&o observei diferenca entre os tratamentos.

2 — Tratamento |

3 — Tratamento Il

4 — Tratamento 111

A segunda pergunta: “De forma comparativa, qual dos trés tratamentos voce

considera inferior?”.
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Respostas a serem assinaladas:

1 — N&o observei diferenca entre os tratamentos.

2 — Tratamento |

3 — Tratamento 11

4 — Tratamento |11

Cabe ressaltar que os termos usados nas respostas: Tratamento | - corresponde ao
“tratamento GI”; Tratamento II corresponde ao “tratamento GII” e o Tratamento III
corresponde ao “tratamento GIII".

Em complementacdo as duas perguntas foi solicitado aos participantes que
manifestassem, por escrito, suas observacoes, justificativas e opinides. A finalidade dessa
parte escrita foi obter informacdes mais detalhadas sobre as observacdes e impressdes dos
mesmaos. Estas informac@es foram importantes para fundamentar a discussao dessa etapa

do trabalho e também para a obtencdo de pardmetros para eventuais alteracfes e/ou

adequacdes a serem adotadas em estudos futuras.

Figura 1 — Exposi¢do das pecas anatdmicas de peixes das espécies Oligosarcus pintoi e Cichlasoma
paranaense e aplicacdo do questionario avaliativo, no laboratério de Biologia - CERNA - UEMS.
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4.4 RESULTADOS E DISCUSSOES

Na Figura 2 tem-se o resultado dos questionarios aplicados ao grupo Q1. Com
relacdo a pergunta 1 (Fig. 2) observa-se que dos 14 participantes, 10 (72%) consideraram
que as pecas conservadas em formol apresentavam melhor aparéncia estética, 3 (21%)
responderam que a glicerina pura mostrou melhor aparéncia, apenas 1 (7%) considerou
que a mistura de glicerina e formol demonstrou melhor aparéncia estética, e todos

relataram diferenca entre os tratamentos utilizados.

Pergunta 1 -Grupe Q1 Pergunta 2 - Grupo Q1

ml nl

H2 u2

10;72%

4 n4

Figura 2 : Grupo Q1- Respostas referentes a pergunta 1 e 2 do questionario.

Com relacdo a pergunta 2 (Fig 2), 5 participantes (36%), consideraram que as
pecas do tratamentos Gl1I apresentaram aparéncia estética inferior em relacdo aos outros
grupos, porém, 4 (29%) anotaram que o tratamento GlI foi o tratamento de conservagéo
inferior e 3 (21%) relataram que 0 grupo gque menos conservou a aparéncia original foi o
Gl e 2 (14%) acreditam que ndo houve diferenca entre os tratamentos. Analisando as
respostas a essa pergunta verifica-se que ndo hd uma diferenciacdo concreta entre os
tratamentos.

Analisando as anotaces feitas nos questionarios, verifica-se que o fato que mais
influenciou na consideracdo do tratamento GI como sendo o melhor, foi a melhor
aparéncia dos olhos. Alguns também relataram diferencas de coloracdo e sinais de
decomposic¢do nos tratamentos Gll e Glll. Os sinais de uma provavel decomposicéo, na
maioria dos casos, ndo foi fundamentada, alguns anotaram estarem relacionados a
aparéncia dos olhos (mais profundos).

Na Figura 3 tem-se o resultado dos questionarios aplicados ao grupo Q2. Com
relacdo a pergunta 1 (Fig. 3) observa-se que dos 70 participantes, 31 (44%) relataram que

o tratamento Gl apresentou melhor aparéncia das pecas, 24 (34%) observou que 0
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tratamento GII foi o melhor, 10 (15%) acharam que o GIII foi quem manteve a peca

melhor conservada e 5 (7%) ndo observaram diferenga entre os tratamentos.
Pergunta 1 - Grupo Q2 Pergunta 2 - Grupo Q2

5:7%

10;15%
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2 2
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Figura 3 : Grupo Q2- Respostas referentes a pergunta 1 e 2 do questionario.

Com relacdo a pergunta 2 (Fig. 3) observa-se que 33,47% dos participantes
consideraram que tratamento GIII foi inferior aos demais; 24,34% consideraram o
tratamento Gl inferior; 7,10% consideraram o tratamento GII inferior e 6,9% néo
observaram diferencas entre os tratamentos.

Com relacdo ao tratamento Glll, a maioria das alegacGes de inferioridade também
foi fundamentada na aparéncia dos olhos e ndo do peixe como um todo. Com relacdo ao
tratamento Gl, a maioria das alegac6es de inferioridade foi fundamentada na coloragéo
do peixe, a qual consideraram estar mais desbotada ou esbranquicada que os demais
tratamentos.

Com relacdo as nossas observacGes foi possivel verificar que a glicerina
conservou as pecas anatdmicas de maneira adequada, com uma boa penetracédo fato este
também observado por Silva et al. (2008) e por Hammer et al. (2011).

O processo de glicerinacdo utilizado permitiu clareza na observacao das pecas,
resultando em uma boa identificacdo das estruturas quando comparadas com conservante
formol, fato este também observado por Gigek et al. (2009).

A glicerina manteve a integridade, coloracdo e flexibilidade das pecas anatdmicas,
ndo havendo contaminacdo fungica e bacterina do meio de conservacéo.

Aparentemente ndo houve sinais de decomposi¢cdo externa. Apenas um
ressecamento dos olhos, fato este relatado pelos observadores como sinal de
decomposicgdo e aparéncia estética inferior.

Vale ressaltar que este estudo foi realizado com pecas anatdmicas pequenas, de
50 a 110 milimetros, e um tempo curto de conservacéo (4 dias). Entretanto, alguns autores
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relatam a necessidade de injecdo de conservante nas pecas anatbmicas e também de um

tempo maior de conservacao para pegas maiores (Karam et al., 2016, Gigek et al., 2009).
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4.5 CONCLUSOES

As trés técnicas de conservacdo estudadas mostraram ser eficientes quanto a
conservacgao das pecas anatdmicas, tanto em relacdo a conservagdo bioldgica quanto a
aparéncia fisica. Mesmo ap6s um ano em alcool, os peixes mantiveram sua integridade
estrutural, boa aparéncia e perfeita visibilidade de suas partes anatbmicas. A aparéncia e
0 estado de conservagdo em que se encontraram favorecem, com seguranga, 0 uso das
pecas em laboratérios didaticos.

Além da capacidade de conservacao, deve-se levar em consideracdo o baixo custo,
um menor impacto ambiental e a baixa toxidade da glicerina. Sendo assim, sua utilizacéo

torna-se mais interessante que a do formol, sendo perfeitamente viavel.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Com este estudo, pdde-se concluir que a glicerinacdo € uma técnica tdo eficiente
quanto o formolizagdo, na conservacédo de pecas anatdmicas, sendo viavel a sua utilizagéo
para conservacao de pecas anatdmicas.

Com a execucao desse trabalho espera-se que mais estudo sejam realizados a fim
de verificar a eficiéncia desse protocolo em mais espécies de peixes, viabilizando dessa
forma, o uso da glicerinagdo como prética de rotina nos laboratorios de anatomia, visando
eliminar e/ou diminuir o uso de formol. Isso ira propicia melhoria nas condi¢cdes de
trabalho, menor agressao a saude de professores, técnicos e alunos e ainda diminuir o0s

impactos ambientais.
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