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Resumo 
O estudo de zoologia em universidades consiste na apresentação teórico-prática de todos os grupos de animais, a partir disso, alunos tem acesso a peças fixadas em formol, em sua maioria. No entanto, esse método não é eficaz quando relacionado a visualização de estruturas osteológicas, por esse motivo o presente trabalho busca através da diafanização, técnica que se baseia na clarificação do corpo do animal e coloração dos ossos e cartilagens, uma alternativa economicamente viável sem deixar de lado a qualidade da peça. Além disso, o projeto visa a não utilização do reagente “xilol”, uma vez que o mesmo é um componente prejudicial tanto para o meio ambiente e seus componentes quanto para os que o trabalham em laboratório.  A partir da definição de um procedimento completo dentro dos objetivos propostos, serão confeccionados diferentes espécimes a fim de garantir uma padronização para futuros trabalhos na universidade.
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[bookmark: _Toc519335634]ABSTRACT 
The zoology studies in the universities is based on the theoretical-practical presentation of animal groups, from this most of the students have access to parts fixed in formalin. Nevertheless, this method is not effective when related to the visualization of osteological structures, because of that, this work seek throught diaphanization, technique that clarifies the animal body and color the bones and cartilage, an economicaly alternative that keeps the quality of the piece. Besides that this project aims the replacement of “xilol”, since it is a harmfull substance as much for the environment as the people who work with in laboratory. From the definition of a procedure that involves all the proposed objectives will be made different models to ensure a padronization for future university works. 

Keywords: Diaphanization; Zoological collection; Didactic collection.



INTRODUÇÃO

A comunicação e interatividade professor/aluno é a principal fonte e meio de difusão do conhecimento, dentro ou fora da sala de aula. No entanto isso nem sempre funciona quando aplicado de modo isolado, uma vez que o método Ensino-Aprendizagem não é efetivo apenas por meio da comunicação entre educadores e educandos, principalmente após grande influência da tecnologia e mudanças na educação como um todo. Dessa maneira existe, sempre, a necessidade de inovação, principalmente, quando se trata de assuntos estritamente teóricos, os quais são, para muitos alunos, difíceis de serem idealizados. Na área de Ciências, seja no ensino de química, física ou biologia, professores precisam frequentemente pesquisar e desenvolver dinâmicas e experimentos que possam ser aplicados em sala de aula para despertar nos alunos o senso crítico e a vontade de aprender e entender conteúdos complexos, pois a construção e preservação de modelos didáticos melhoram a capacidade analítica e argumentativa, além da imaginação dos alunos durantes momentos de aprendizagem (TOMAYO et al., 2012) e de acordo com os Parâmetros Curriculares Nacionais de Ciências Naturais – MEC (1998) as atividades de experimentação e observação são partes integrantes essenciais para o ensino de ciências, uma vez que essas estejam sempre atreladas a questionamentos e construção de ideias. É importante salientar a necessidade dessas mesmas práticas na universidade, pois, dessa forma, as aulas se tornam mais atrativas para os graduandos, os quais podem aprender o assunto com uma visão mais ampla. 
O presente trabalho tratará especialmente dos métodos de aprendizagem na área de ciências biológicas durante a graduação, pois sabe-se que universidades que oferecem essa opção de formação possuem em seus laboratórios, acervos com peças reais de animais e seres humanos para que os alunos possam estudar e se aperfeiçoarem nas inúmeras especialidades possíveis dentro das grandes oportunidades oferecidas pelos cursos. Particularmente, quando se trata do estudo de vertebrados existem duas clássicas opções de preservação de peças: as fixadas em formol (a grande maioria) e as peças taxidermizadas, que pela dificuldade do processo apresenta um menor número de exemplares. A partir desses métodos de estocagem é perfeitamente possível estudar as estruturas anatômicas externas e a diferenciação de um táxon para outro. Todavia, a visualização das estruturas internas é feita, em sua maioria, por livros e com recursos virtuais devido à diminuição exponencial, de dissecações nas aulas. No entanto, existe uma alternativa de preservação em via úmida, que como o formol, possibilita uma perfeita análise das estruturas ósseas do animal: a diafanização.  Essa técnica com a evolução das pesquisas pode construir grandes conhecimentos anatômicos e fisiológicos (SILVA, 2017), dependendo do organismo que é empregado. Devido ao fato desse método ser amplamente utilizado para pesquisas e não existir muitos trabalhos relatados retratando o uso do mesmo em didáticas (TAMAYO, 2012) abre-se uma oportunidade de inovação para o presente estudo. 
Quando se trabalha com vertebrados é fundamental o cuidado pleno da peça para que não haja danificação em nenhum aspecto, e a técnica de diafanização garante resultados satisfatórios quanto a isso (SIMÕES et al., 2015), além de proporcionar a coloração dos ossos deixando-os em evidência e facilitando o estudo. Assim, o processo de diafanização também se caracteriza por tingir os ossos do animal a partir de reagentes químicos que além da coloração, causarão o clareamento da cartilagem. Esse método demora em média 30 dias, dependendo do tamanho da peça e da massa corpórea do espécime. Segundo Junqueira e Carneiro (2004), tanto nos procedimentos com vertebrados quanto em lâminas histológicas, o uso de xilol é fundamental para o clareamento dos tecidos. Trata-se de um reagente líquido incolor, solúvel em solventes orgânicos, nocivo e com odor característico, sendo que quando inalado pode causar náuseas, tonturas e confusões mentais (LABSYNTH, 2011). Desse modo, percebe-se que sua toxicidade o torna algo não muito vantajoso, sem dizer que é potencialmente prejudicial ao meio ambiente. De acordo com a CETESB a concentração letal mínima, em um intervalo de tempo equivalente a 96 horas, é de 10 ppm em um ambiente aquático acometendo desde protozoários até diversas espécies de peixes, e em ratos a dose letal mediana para via cutânea é de 5000 mg/kg, e em humanos os dados não estão disponíveis. Costa et al. (2007) relatam que em laboratórios de citologia e histologia em Pernambuco grande parte dos funcionários não utilizam os recursos corretos para manuseio do produto, bem como 76,7% relataram problemas de saúde ocupacional potencialmente correlacionas ao xilol. Outro grande problema relatado é o descarte, o qual muitas vezes é feito sem os cuidados prévios exigidos, como armazenamento para posterior incineração, o que faz com que a atenção para esse agente químico deve ser considerada antes da execução de algum procedimento.  
Dessa maneira, é de grande valia a substituição do xilol por outro produto menos contaminante e menos custoso, uma vez que muitas instituições carecem de um local correto para descarte, bem como de luvas e máscaras especiais para a manipulação dessa substância. Por esse motivo, escolheu-se trabalhar com o peróxido de hidrogênio já utilizado por Davis e Gore (1963), esse reagente é dado pela CETESB como não inflamável, tendo potencial risco de combustão somente em concentrações maiores ou igual a 40%. Quanto a toxicidade no ambiente aquático, tem-se informações de níveis tóxicos somente em um gênero, Salmo sp. (composto por 36 espécies) com concentração maior a 40 ppm, e em ratos por via cutânea equivalente 4.060 mg/kg. 
Por conseguinte, considerando a importância do desenvolvimento de novas técnicas de estudo para os alunos, o presente trabalho tem como objetivo desenvolver um método de diafanização que possa ser empregado como modelo de estudo didático de vertebrados em sala de aula, testando metodologias com o objetivo de redução de custo e substituição integral do uso de xilol por um reagente menos tóxico, sendo que a primeira técnica alternativa será com base na utilização do peróxido de hidrogênio.  

METODOLOGIA 
1. 
2. 
2.1 Material

As peças selecionadas já compõem o acervo da coleção didática-científica do Laboratório de Biologia I do Centro Universitário Teresa D’Ávila (UNIFATEA). Foram selecionados 7 vertebrados, sendo 5 anfíbios (Amphibia, Anura) e 2 peixes (Osteichthyes, Actinopterigii).
Foram utilizados os reagentes hidróxido de potássio, xilol, peróxido de hidrogênio, álcool, glicerina e corante alizarina.
2.2 Método controle utilizando xilol

Cada amostra foi lavada para retirada do excesso da solução – formol – e, posteriormente iniciou-se o processo de diafanização. Antes de iniciar a adição de reagentes, o animal foi eviscerado por meio de uma incisão no abdome para a penetração completa de todas as soluções. No laboratório de Microbiologia do UNIFATEA foi preparada a solução de KOH 1%, na qual a peça permanecerá, completamente, imersa por dez dias, ao fim dos dias programados a mostra é retirada da solução inicial sendo lavada em água destilada novamente para retirar o excesso do líquido, depois será imersa em xilol 100% por mais dez dias. Passados dez dias, a peça é lavada em água destilada – esse processo deve ser feito em toda troca de reagente/solução – e colocada em álcool 100% por uma hora para que após esse tempo seja mergulhado em solução de KOH 1% diluído, diretamente, em glicerina por quatro dias. Após esses quatro dias a amostra será imersa em uma solução de Alizarina 1% por 24 horas e passará por mais uma lavagem em água destilada. Por último, o espécime será imerso em soluções gradativas de KOH 1% (em água) + Glicerina pura, ficando 48 horas em cada banho até chegar à imersão somente em glicerina, como especificado na tabela 1. 

Tabela 1: Concentrações de regentes utilizados nos espécimes.
	

	 
	KOH 1% : Glicerina

	Solução I
	              1:3

	Solução II
	              1:2

	Solução III
	              1:1

	Solução IV
	              3:1

	Solução V
	Glicerina Pura


Fonte: Autores (2019).

[bookmark: _GoBack]A metodologia descrita foi adaptada do procedimento proposto por Taylor e Van Dike (1985) alterando, a concentração de KOH de 0,5% para 1%, além da não utilização de tripsina.
2.3 Método utilizando peróxido de hidrogênio

Antes de iniciar a adição de reagentes, o animal foi eviscerado por meio de uma incisão no abdome para a penetração completa de todas as soluções. No laboratório de Microbiologia do UNIFATEA foi preparada a solução de KOH 2%, na qual a peça permaneceu por 15 dias sendo que, após esse período, foi lavada e imersa em peróxido de hidrogênio (água oxigenada 40 volumes). Logo em seguida foi colocada sequencialmente em solução de corante Alizarina 0,1%, em corante junto com glicerina e mistura de KOH 2% (em água) mais glicerina, sendo que desde a imersão em peróxido até esse último passo o espécime ficou imerso por, somente, 24 horas em cada um. Para finalizar, a peça foi colocada em KOH 2% sem adição de nenhum outro reagente, e após cinco dias foi lavada e colocada em glicerina pura para armazenamento. 
2.4 Métodos de coloração 

Quanto às opções de coloração das peças, a literatura sugere, em praticamente todas as metodologias, o uso de Alcian Blue e Alzarin Red S, corantes responsáveis em tingir as estruturas ósseas e cartilaginosas, respectivamente, de vermelho e azul (FORLANI, 2010). No entanto, tais reagentes não constavam no estoque do Laboratório do Centro Universitário Teresa D’Ávila, justamente, por terem como característica um alto custo de adesão. Optou-se, portanto, a utilização do corante Alizarina, o qual já integrava o grupo de reagentes do laboratório, e também por ser cerca de 80% mais barato que o descrito na literatura. 
3. rESULTADOS E DISCUSSÕES

Uma vez que o objetivo do trabalho é analisar as diferentes metodologias propostas pela literatura, testes foram feitos e analisados quanto sua qualidade a partir dos seguintes aspectos (1) estética, (2) funcionalidade e (3) custo. Constatou-se, portanto, que as metodologias que utilizavam xilol resultavam em peças mais resistentes ao manejo cotidiano, no entanto, o cuidado quanto ao tempo de imersão nessa substância é fundamental para garantir o procedimento completo. Esse fato foi constatado a partir da perda de dois espécimes deixados 15 dias imersos em xilol, fator que justifica a redução para 10 dias como descrito na metodologia (Figura 1). Já em relação à solução de KOH, notou-se que o uso de concentrações maiores que 3% levaram a degradação completa do animal e ainda que não ocorra a perda de todas as estruturas, a qualidade da peça final pode ficar comprometida (Figura 2). Outro aspecto avaliado como essencial no resultado é o modo de imersão do corante, analisou-se que o período essencial foi de, no máximo, 24 horas permitindo a coração completa dos ossos sem tingimento definitivo do restante do corpo. 
Figura 2: Peça após imersão em KOH 5%.
Figura 1: Peça após imersão de 15 dias em xilol.
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   Fonte: Autores (2019).				   Fonte: Autores (2019).
Desse modo, os resultados ficam de acordo com Roesler (2017), quando afirma que a técnica com xilol garantiu a integridade da cartilagem e dos ossos proporcionando uma coloração bem definida, e de forma comparativa nota-se a técnica com peróxido, também, muito eficaz. Sabe-se, portanto, que quanto a qualidade das peças ambas as técnicas podem ser ditas satisfatórias, ainda que na metodologia de xilol o espécime fique mais rígido, fato que didaticamente não tem grande influência, pois as peças não serão manuseadas por nenhum aluno durante aulas ou visitas (Imagens 1 e 2). 


Figura 3: Peça diafanizada com xilol.
Figura 4: Peça diafanizada com Peróxido de Hidrogênio.
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Fonte: Autores (2019).			           	  Fonte: Autores (2019).

No entanto, a diferença nas colorações é nítida, presume-se quanto a isso que exista relação direta com o pH da peça sendo que cada qual foi feito a partir de um reagente (Xilol/Peróxido). Outro ponto importante é a não utilização do corante Alcian Blue fazendo com que a peça fique somente de uma cor e não haja mescla no tingimento de ossos e cartilagens. 
Todavia, o método alternativo a base de peróxido proporciona a não existência de riscos de toxicidade, uma vez que quando em baixas concentrações o peróxido é um produto não prejudicial à saúde ou ao meio ambiente chegando, até mesmo, a ser utilizado no tratamento de efluentes devido sua potencial ação oxidativa, gerando oxigênio e água durante a decomposição sendo, de acordo com Alves (2006) ambientalmente compatível. Quanto à comparação de tempo de execução das técnicas tem-se que a metodologia que trabalha com peróxido de hidrogênio tem menor duração contabilizando cerca de 10 dias a menos do que a metodologia com base no xilol, fator de extrema importância a ser considerado nesse trabalho devido à intenção de criar uma coleção de animais diafanizados. 


                          
cONSIDERAÇÕES FINAIS 

É possível perceber, portanto, que até o momento a metodologia com peróxido de hidrogênio foi a mais eficaz mesmo sem o uso da tripsina e do corante Alcian Blue, a respeito da comparação das técnicas apresentadas ainda estão sendo estudados os custos e as relações custo/benefício. No entanto, ainda existe todo um caminho a ser trilhado buscando melhorias continuas e sinergias entre técnicas que proporcionem viabilidade econômica para que seja possível a elaboração de uma coleção de vertebrados diafanizados, sem dizer que é fundamental a busca por novos produtos menos prejudiciais ao meio ambiente, bem como para a saúde humana e animal, que é o caso do xilol utilizado em pequenas quantidades, mas se substituído por um reagente com a mesma eficiência será de grande valia, dessa maneira, espera-se como resultados futuros amostras cada vez com mais qualidade. 
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