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RESUMO

Para preparagdo de ossos existem diversos métodos, mas nem todos trazem boa
relagdo custo-beneficio ou o detalhamento adequado para sua correta execugao.
Assim, os objetivos deste trabalho foram testar a eficiéncia de trés métodos de
osteotécnica e estabelecer um protocolo simples e eficaz. Os métodos escolhidos
para ensaio diferiam na existéncia de etapa inicial de neutralizacdo em NaClO; no
uso de fervura com NaHCOj;, imersdo em NaOH ou em sabdo para a etapa de
remog¢do; € na imersao em H,0, em diferentes concentracdes na etapa de
macera¢do. Cada procedimento foi avaliado segundo facilidade de execucao,
necessidade de repeti¢do, tempo gasto e qualidade da peca obtida. Os
procedimentos com melhores resultados foram usados para formular um protocolo
detalhado, no qual ajustamos a concentracdo dos reagentes e o tempo de
exposicao. Nos trés métodos, os diversos procedimentos testados variaram em
eficiéncia. A fervura em soda-caustica foi ineficaz, exigindo repeti¢cdes para
resultados minimamente satisfatorios. A imersdo em sabdo foi o melhor
procedimento para deterioragdo da pele e da musculatura. A maceragdo em agua-
oxigenada nas concentragdes e tempo sugeridos nos métodos nao gerou a limpeza
e clareamento esperados. O protocolo que propomos, combinando os
procedimentos mais eficientes com o devido ajuste na concentracdo de reagentes e
no tempo de exposi¢do, foi testado e apresentou 6timos resultados, com reducdo
dos custos e possibilitando uma pratica laboratorial mais eficiente.
PALAVRAS-CHAVE: zoologia, colegao cientifica, estruturas anatomicas,
osteologia, preparacao de esqueletos.

ABSTRACT
There are several methods for preparing bones, but not all of them provide a good
cost-benefit ratio or adequate detailing for correct execution. Thus, the objectives
of this work were to test the efficiency of three osteotechnic methods and establish
a simple and effective protocol. The methods chosen for testing differed in the
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existence of an initial neutralization step in NaClO; when using boiling with
NaHCOj3, immersion in NaOH or soap for the removal stage; and immersion in
H,0; at different concentrations in the maceration stageEach method was assessed
based on its ease of execution, necessity for repetition, time requirements, and the
quality of the resulting specimen. The procedures with the best results were used
to formulate a detailed protocol, in which we adjusted the concentration of
reagents and exposure time. Across the three methods, the different procedures
tested varied in efficiency. Boiling in caustic soda was ineffective, requiring
repetitions for minimally satisfactory results. Immersion in soap was the best
procedure for deteriorating skin and muscles. Maceration in hydrogen peroxide at
the concentrations and time suggested in the methods did not generate the
expected cleaning and whitening. The protocol we propose, combining the most
efficient procedures with the appropriate adjustment in the concentration of
reagents and exposure time, was tested and presented excellent results, reducing
costs and enabling more efficient laboratory practice.

KEYWORDS: zoology, scientific collection, anatomy, osteology, skeletons
preparation.

INTRODUCAO

A elaboracdo de colegdes biologicas ¢ uma atividade caracteristica de
Museus de Historia Natural e de inimeras outras instituigdes de ensino e pesquisa.
A reunido de exemplares animais, inteiros ou em partes, constitui uma colecio
zooldgica. Armazenado, ordenado e devidamente preservado, este acervo
representa parte da diversidade animal f6ssil e atual, sendo uma fonte importante
de informagdes para biologistas, ambientalistas e outros pesquisadores(l'3) Além
dos dados usuais de morfologia e genética, estas colegdes sdo fontes importantes
de informagdes que permitem inferéncias, relativamente precisas, sobre a ecologia
e evolugdo das espécies, ajudando a elucidar os processos de surgimento,
desenvolvimento ¢ diversificacao dos animais™*®.

Dada a sua relevancia, a preparagao de colecdes zooldgicas ¢ uma
atividade antiga, existindo inimeras e diferentes técnicas aplicaveis para diversos
fins, tanto para pecas derivadas de animais invertebrados quanto para vertebrados.
Em geral, os métodos utilizados para preparacdo das estruturas esqueléticas e
articulares de vertebrados sdo denominados de osteotécnicas"”. Na literatura
especializada pode se encontrar diferentes métodos, mas que seguem mais ou

menos as mesmas etapas: neutralizacdo, remog¢do dos tecidos superficiais,
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maceracdo dos tecidos aderidos aos o0ssos, coc¢do e finalizagdo. As maiores
divergéncias existentes entre os métodos ocorrem nas etapas de remogdo e
maceracdo, nas quais podem ser utilizados diferentes processos quimicos,
biologicos ou mecanicos, aplicados isoladamente ou combinados®'”. A escolha
do método adotado vai depender dos recursos financeiros e do espaco disponivel.

Os protocolos de osteotécnica que combinam procedimentos e reagentes
de baixo custo podem reduzir o tempo de preparagdo e possibilitar o
desenvolvimento da atividade em laboratérios multifuncionais (ensino/pesquisa).
Os métodos mais simples e menos dispendiosos para preparagdo de pecas Osseas
empregam a remocdo mecanica dos tecidos superficiais com instrumentos
cirirgicos e a maceragdo, propriamente dita, em dgua pura ou combinada com
substancias quimicas com capacidade de dissolver elementos nao 6sseos.
Contudo, mesmo estas técnicas podem trazer certos problemas que restringem o
seu uso em determinadas situagdes. Como exemplo, a remog¢do € maceragao em
dgua pura demandam muitas semanas e gera grande liberagdo de odores
desagradaveis, ndo devendo ser realizadas em recintos fechados ou em
laboratdrios de uso coletivo.

Mesmo os diversos métodos e protocolos relacionados ao uso de reagentes
sdo imprecisos ou inconsistentes, poucas vezes trazendo informacgdes sobre a
concentragio a ser utilizada e o tempo de exposi¢io das pegas '°'¥) Tal
imprecisao dificulta a execucao dos métodos e pode comprometer a qualidade dos
resultados, principalmente quando se considera a variacdo que pode existir no
material osteologico a ser processado em fungdo do tipo da pega e das dimensdes
do animal, além dos recursos e do tempo disponivel para preparacdo. Com isso,
torna-se necessario certo periodo de adequacdo do protocolo adotado a realidade
do laboratério. Tudo isso transforma a pratica da osteotécnica — relativamente
simples quando comparada a outros procedimentos — em uma atividade dificil e
desagradavel para o ambiente laboratorial.

Os multiplos usos impostos aos laboratorios das instituigdes de pesquisa e

ensino exigem a adog¢do de praticas laboratoriais eficazes ¢ que mantenham
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salubres as condigdes do ambiente de trabalho. Portanto, o aprimoramento dos
métodos para preparagdo de material osteologico, com a disponibilizacdo de
protocolos mais bem descritos, pode facilitar a formagdo de cole¢des zoologicas.
Neste contexto, os objetivos do presente trabalho foram (i) testar a eficiéncia de
trés métodos de osteotécnica para a preparacdo de cranios de mamiferos de
pequeno e médio porte e (ii) estabelecer, com base nos resultados, um protocolo
simples e adequado ao ambiente laboratorial, que otimize o uso de reagentes € o

tempo gasto na preparacdo das pecas.

METODOLOGIA

Para realizacdo do presente estudo foram utilizadas carcacas de 13
espécies de mamiferos de pequeno e médio porte disponiveis no Laboratorio
Integrado de Zoologia, Ecologia e Botanica (LIZEB) da Universidade Federal de
Goias (UFQG), localizada em Cataldo, Goias, Brasil. As carcagas — provenientes de
animais mortos por atropelamento — foram doadas ao LIZEB entre marco e
dezembro de 2014 pelo Centro de Triagem de Animais Silvestres da Secretaria
Municipal de Meio Ambiente de Cataldo e pela empresa administradora de
rodovias MGO-Rodovias. Os espécimes utilizados foram das espécies bugio-preto
Alouatta caraya (Humboldt, 1812), cachorro-do-mato Cerdocyon thous
(Linnaeus, 1766), ourigo-cacheiro Coendou prehensilis (Linnaeus, 1758), gamba-
de-orelha-branca Didelphis albiventris (Lund, 1840), tatu-peba FEuphractus
sexcinctus (Linnaeus, 1758), furdo-pequeno Galictis cuja (Molina, 1782),
capivara  Hydrochoerus  hydrochaeris  (Linnaeus,1766), raposa-do-campo
Lycalopex vetulus (Lund, 1842), veado-mateiro Mazama americana (Erxleben,
1777), veado-catingueiro Mazama gouazoubira (Fisher, 1814), tamandua-
bandeira Mymercophaga tridactyla (Linnaeus, 1758), quati Nasua nasua
(Linnaeus, 1766) e tamandua-mirim Tamandua tetradactyla (Linnaeus, 1758).
Nos ensaios foram usados apenas os cranios dos espécimes, que apos processados,

foram adicionados a cole¢do zoologica do LIZEB.
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Doze cranios foram processados seguindo os trés diferentes métodos de
osteotécnica selecionados (Tabela 1), que divergiam principalmente na
metodologia utilizada para remogao dos tecidos (pele e musculatura) aderidos aos
ossos ¢ do material encefalico.

Tabela 1. Métodos selecionados para preparagdo de 12 cranios de mamiferos no
Laboratorio Integrado de Ecologia, Zoologia e Botanica da
Universidade Federal de Goids — Regional Cataldo. Os métodos foram
comparados em termos de eficiéncia de execugdo, tempo total gasto e
qualidade da peca obtida. NaClO: hipoclorito de sédio; NaOH:
hidroxido de sodio; H,0,: peréxido de hidrogénio; NaHCOs;:
bicarbonato de sédio. Concentragdo dos reagentes indicada entre

parénteses.
Etapa Método I’ Método 11 * Método IIT *
Neutralizagdo 1. Imersdoem NaClO™~ 1. Sem 1. Sem procedimento
2. Imersdo em é&lcool procedimento
(70%) ™
Remogio 3. Trés imersbes em 2. Imersdoemégua 2. Imersdo em agua
NaOH (10%) ™~ morna e sabo fervente e NaHCO; ~
4. Intercalar imersdes por 24 h por 10-60 min
com remocdo dos 3. Retirar tecidos 3. Retirar tecidos com
tecidos com pinca e com pinga e pinga e bisturi
bisturi bisturi
Maceragdo 5. Trés imersdes em 4. ImersGesem 4. Quatro imersoes:
e coc¢io H,0, "™ H,0, (12%) por NaClO ™™, 4gua,
24 h H,0, (6-9%)
5. Raspagem com agua
espéatula
Finalizagdo 6. Secar 6. Secar 5. Secar
7. Aplicar vernizincolor 7. Aplicar verniz 6. Aplicar verniz

incolor incolor
1. Pauli (2013)™; 2. Vieira (2009)™, 3. Benedito-Cecilio (2005)™7;
*sem concentragdo especificada;
**sem intervalo de tempo especificado.

Em cada método foram processados quatro cranios de diferentes espécies,
sendo atribuida uma nota (nota -1 = ruim, nota 0 = regular e nota 1 = bom) para o
resultado obtido em cada etapa do método. A nota atribuida levou em conta a
facilidade de execucdo, a necessidade de repeti¢do do procedimento, o tempo total
gasto ¢ a qualidade da peca obtida. A partir dos resultados do teste dos trés
métodos, foi formulado um pré-protocolo com as etapas e os procedimentos que

apresentaram os melhores resultados. A eficiéncia deste foi testada utilizando-se
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nove cranios. Na realiza¢do da etapa de maceracao e cocg¢@o do novo protocolo, os
cranios foram igualmente divididos e imersos em trés concentragdes crescentes de
peroxido de hidrogénio (0,5 — 1,0 — 1,5%) para determinagdo da menor
concentragcdo necessaria para clareamento da peca. Também foram testados trés
intervalos de imersdo da peca (12 — 24 — 48h) em cada concentracdo, com a
retirada dos cranios ao final de cada intervalo de 12h para avaliacdo do grau de
maceracao alcangado e determinacdo do menor tempo necessario para limpeza
total e clareamento. Ao final dos testes, um protocolo detalhado foi formulado

com as concentracdes de reagentes mais adequadas.

RESULTADOS

Os trés métodos de osteotécnica testados, em suas diferentes etapas,
apresentaram grande variagdo na facilidade de execugdo e na necessidade de
repeticao de procedimentos, que refletiram no tempo total gasto e na qualidade da
peca obtida. A etapa de neutralizagdo, presente no método I, proporcionou relativo
conforto na preparacdo e execugdo das etapas seguintes. Isto ocorreu porque a
imersdo da peca em solucdo de hipoclorito de sodio (1%) por 15min reduziu
muito a liberagdo de odores desagradaveis. Contudo, o procedimento seguinte, de
imersdo em alcool ndo eliminou o cheiro de hipoclorito de sédio da peca, como
proposto. No método II, com inicio direto na etapa de remocao, foi necessaria a
adicao de hipoclorito de sodio (1%) a solucao de sabao, para reducao dos odores
liberados pela peca durante as 24h de duragdo do procedimento. A fervura em
solugdo de bicarbonato de sddio, primeiro procedimento executado no método III,
excluiu a necessidade da etapa de neutralizagao.

Na etapa de remocdo, a imersdo das pecas em solu¢do de hidroxido de
sodio ou a fervura em solucao de bicarbonato de sddio (procedimentos executados
nos métodos 1 e III, respectivamente) foram consideradas ineficientes. A
realizacdo de trés imersdes de 10 min dos cranios em solugdo de hidroxido de
sodio facilitou apenas a remog¢ao da pele e outros tecidos mais superficiais. Além

disso, este procedimento tornou o tecido muscular “quebradi¢o” e de dificil
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retirada com pinga e bisturi. Mesmo apds ser repetido por um tempo maior (15
min), o resultado obtido foi o mesmo. A fervura com bicarbonato de sddio
facilitou a remocgao dos tecidos moles, mas também foi necessaria a repeticao do
procedimento mais uma vez para a total retirada da musculatura. A imersao em
solugdo de sabdo (método II) foi o procedimento mais eficiente para remogao.
Apbs o periodo de 24 h na solucdo, a pele e a musculatura foram facilmente
removidas dos ossos, sendo gastos cerca de 10 min para limpeza de cada cranio
com instrumentos cirtrgicos. Contudo, foi necessaria a adi¢do de hipoclorito de
sodio (1%) a solug¢do de sabao para neutralizar os odores produzidos durante o
periodo de imersdo das pegas.

O procedimento de imersdes alternadas em hipoclorito de sodio, peroxido
de hidrogénio e dgua limpa (método III), por 10 min cada, ndo foi suficiente para
maceragdo e clareamento dos cranios. As trés imersdes rapidas, também por 10
min cada, apenas em peroxido de hidrogénio (método I) também nao foi eficaz. Ja
a imersdo prolongada (24 h) em perdxido de hidrogénio (método II) possibilitou
total maceracdo dos ligamentos e fragmentos de musculatura ainda aderidos
diretamente aos 0ssos. Ao final desse procedimento, os cranios também estavam
suficientemente clareados, podendo ser lavados e finalizados. Nos trés métodos
foram realizados os mesmos procedimentos para finalizagdo das pegas,
consistindo na secagem e aplicagdo de verniz incolor. A secagem completa em
laboratorio a temperatura ambiente demandou um longo periodo, cinco dias ou
mais, que variou bastante em funcao do tamanho da peca.

Com os procedimentos que apresentaram os melhores resultados foi
elaborado um protocolo detalhado de osteotécnica, com o minimo uso de
reagentes, para laboratérios multifuncionais (Tabela 2). Neste protocolo foi
incluida a neutralizagdo como primeira etapa, que além de reduzir de imediato os
odores desagradaveis, permitiu a limpeza e desinfec¢do das pecas para o
manuseio; o hipoclorito de sodio (1%) foi adicionado a solugdo de sabdo utilizada
no primeiro procedimento da etapa de remocao também para redugdo de odores. O

tempo de imersao em solugdo de sabao, adequado para a deterioragdao da pele e
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musculatura para a remog¢ao variou entre 24-48 h, dependendo da espessura dos
tecidos aderidos aos 0ssos. A maceragdo foi iniciada com a imersdo da peca em
solug¢do de perdxido de hidrogénio em baixa concentracdo (0,5%) para forcar o
desprendimento dos restos maiores e mais resistentes de tecidos musculares,
seguindo-se de uma limpeza mais minuciosa. No terceiro procedimento da
maceragdo, a solucdo de perdxido de hidrogénio em concentracdo de 1,5%
apresentou o melhor resultado, entre as concentragdes testadas. O tempo ideal de
imersdao da peca nesta solugdo para a adequada limpeza e clareamento das
estruturas oOsseas variou entre 24-48 h, dependendo do tamanho da peca ¢ da
quantidade de tecido ainda aderido. Todas as solugdes, tanto para a limpeza
quanto para dissolucao os tecidos, foram filtradas com peneira apds sua a
utilizacdo, para recuperar pequenos ossos desprendidos e para separar o material
solido para correto descarte, evitando-se o entupimento e a producdo de odores no

encanamento do laboratorio.

Tabela 2. Proposta de protocolo de osteotécnica, formulado com procedimentos
simples e eficazes, para preparagdo de pegas Osseas em laboratorios
multifuncionais. NaClO: hipoclorito de sédio; H,O,: perdxido de
hidrogénio. Concentragdo dos reagentes indicada entre parénteses.

Etapa Descri¢do do procedimento

Neutralizacao . Imersdo em hipoclorito de sédio (1%) por 15 min para reducéo de odores *

. Imerséo por 24-48 h em solugéo de sabdo ~
. Adic¢do de hipoclorito de sédio (1%) a cada 24 h para reducao de odores
. Imerséo em agua limpa para remocéo do sabao por 10 min *

1
Remocao 2
3
4
5. Remocdo do material aderido aos 0ssos com pinca e bisturi
6
7
8
9

Maceragdo e
cocgao

. Imerséo H,0, (0,5%) por 3-4 h
. Filtrar solucdo das imersdes para recuperar 0ssos desprendidos (ex. dentes)
. Remoc&o do restante do material aderido aos 0ssos com pinga e bisturi
. Imerséo em H,0, (1,5%) por 24-48 h
10. Filtrar a soluco para recuperar 0ssos desprendidos ~

Finalizagio 11. Secar em estufa a 40° C por 24-48 h ™
12. Aplicar verniz incolor

* Descartar filtrado sélido no lixo para evitar entupimentos e odores desagradaveis na tubulagdo do
laboratério;

** Secar ossos articulados na sua posicdo original para ndo dificultar a sua montagem devido as pequenas
deformagdes que podem advir da secagem.
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DISCUSSAO

Historicamente, poucas sao as espécies de vertebrados existentes que tém a
sua anatomia completamente conhecida'®. As colecdes zooldgicas representam
uma ferramenta importante e necessaria para ampliacdo dos estudos e aquisi¢ao
deste conhecimento. No que concerne a preparagdo de pecas Osseas para colecdes,
existem diversos métodos de osteotécnica, mas nem todos trazem uma boa relacao
custo-beneficio. Além disso, a escassez de detalhes na descricao dos métodos
exige um laborioso processo de adequagdo dos procedimentos aos recursos e
espaco disponivel. Entre os trés métodos testados (Tabela 1) para a preparagdo de
cranios, dois apresentaram diversos procedimentos com resultados insatisfatorios,
exigindo-se inumeras repeticdes a fim de se alcangar um melhor resultado. O
protocolo proposto, combinando os procedimentos testados mais eficazes, com a
adicao de certos processos e os devidos ajustes na concentracdo de reagentes € no
tempo de exposicdo das pecas, possibilitou uma pratica laboratorial mais rapida e
econdmica, de facil execucdo e com 6timos resultados.

Independente dos procedimentos escolhidos para remog¢do e maceracao
dos tecidos moles, recomendamos a ado¢ao da etapa de neutralizacao para iniciar
o preparo das pecas. Espécies silvestres podem ser reservatorio e portadores de

zoonoses' ¥, §

endo assim, as carcagas destes animais podem oferecer certo
risco de contaminacao por estas doengas, além de outras relacionadas com matéria
animal em decomposi¢do, durante o processo de preparag:ﬁo(7). A imersao em
hipoclorito de sodio, além de cortar quase totalmente a emissdo de odores
desagradaveis durante o preparo das etapas iniciais de osteotécnica, possibilita
relativa desinfeccdo da pega. Este procedimento, combinado com o uso de
equipamentos de protecao e os processos adequados de limpeza, pode contribuir
para reducao do risco de contaminacao do técnico e do laboratorio .

Para a etapa de remocdo, os procedimentos que empregam fervura ou
imersdo em agua — com ou sem adicdo de reagentes de facil aquisicdo no

comércio — sdo indubitavelmente métodos simples. O uso de substancias
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€specials, como €nzimas dlgestlvas( 2

ou processos bioldgicos, como larva de
insetos“? podem ser dispendiosos e de dificil acesso. Contudo, a fervura em
solucdo de bicarbonato de sddio ou a imersao em hidroxido de so6dio nao tiveram
o resultado esperado. A simples imersdo da peca em solucdo de sabdo e
hipoclorito de sédio (1%) resultou no maior desprendimento da tela subcutanea e
dos musculos aderidos aos ossos, facilitando o descarne com os instrumentos
cirargicos. O uso deste procedimento com marcas de sabdo com a¢do de limpeza
intensa, principalmente por trabalharem com pH mais baixo, pode melhorar a
etapa de remogdo, sem elevar significativamente os custos".

Além de eficiente na remog¢ao, a imersao continuada em agua por longo
periodo (20 dias ou mais) possibilitaria a completa deterioracao dos tecidos moles

9,22 ~ . .
©22) " Contudo, a maceragdo realizada com solucdo de

e limpeza dos ossos
reagentes com capacidade de dissolver elementos ndo 6sseos oferece melhor
relagdo custo-beneficio por reduzir o tempo de preparo. A imersdo da peca em
solucdo de peroxido de hidrogénio, como no protocolo proposto, permitiu a rapida
dissolucdo dos ligamentos e musculos e o clareamento dos ossos. Este
procedimento pode apresentar um custo elevado, quando se usa uma alta
concentragao de reagente (6-12%), conforme sugerido na literatura para acelerar o
processo(9’11’23). A imersdao em solugdes de baixa concentragdo de perdxido de
hidrogénio (0,5 e 1,5%) intercaladas com a remocao final do excesso de tecido
aderido, como realizada no protocolo proposto, substituiu o uso de altas

concentragdes e resultou na completa limpeza e clareamento dos ossos. Além da

reducao dos custos, as concentracdes mais baixas utilizadas evitam a corrosao das

pecas.
CONCLUSAO

Em geral, as instituicoes de ensino e pesquisa possuem recursos
financeiros e espaco limitados, sendo necessario controlar os gastos e aperfeigoar

o uso de seus laboratorios. Para tanto, a ado¢cdao de métodos eficientes ¢ de baixo
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custo sdo necessarios. Neste contexto, nosso protocolo de osteotécnica pode
facilitar, ou mesmo viabilizar, a pratica de preparacdo de ossos para colecdes
zooldgicas com fins didaticos e cientificos. Primeiro, porque congrega técnicas
simples e eficientes, entre diversas opcdes testadas e devidamente comparadas.
Segundo, descreve em detalhes os passos, com a concentracdo dos reagentes € o
tempo de exposicdo das pecas aos mesmos. Tal detalhamento ¢ relevante porque
exclui a necessidade do teste e adequagao dos seus procedimentos, sendo esta uma
atividade inerente na adog¢do de algum outro protocolo disponivel na literatura
para a pratica de osteotécnica. Além de facilitar a pratica, reduzindo custos e o
tempo de execucdo, as estruturas Osseas produzidas com esse protocolo
apresentaram qualidade semelhante ou superior aquela alcangada com outros

métodos.
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