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PROPRIEDADES MORFOLOGICAS E TENSIOMETRICAS COMPARADAS DE
CENTRO TENDINEO, PERICARDIO E PERITONIO DE BOVINOS A FRESCO E
CONSERVADOS EM GLICERINA

RESUMO - com este trabalho objetivou-se descrever o comportamento do
centro tendineo, pericardio e peritbnio bovinos, submetidos a ensaios mecanicos
de tracédo a fresco e conservados em glicerina a 98% durante 30, 60 e 90 dias,
bem como, analisar suas caracteristicas histolégicas, utilizando técnicas de
microscopia de luz e ultraestrutural. Utilizou-se para tanto dez bovinos com idade
entre 30 e 36 meses, mesticos, machos e fémeas, coletando-se de cada animal
fragmentos dessas membranas. Nao se observou diferengcas marcantes quanto a
integridade estrutural e ultraestrutural dos elementos que constituem tanto as
amostras do material a fresco quanto aqueles conservados em glicerina a 98%,
que exibiram células mesoteliais e fibras conjuntivas sem alteragdes intensas. O
centro tendineo e o peritbnio ndo sofreram alteracao significativa (p>0,05) para os
valores de tensdo quando comparados os testes de resisténcia a tracdo do
material a fresco com os conservados em glicerina. Entretanto, todos os tecidos
avaliados exibiram aumento significativo (p<0,05) para os valores de alongamento
quando conservados em glicerina 98% por até 90 dias. Verificou-se que o
pericardio € a membrana que suporta as maiores tensdes, ou seja, maior forca de
tracdo por area de seccdo. Assim, conclui-se que a glicerina € eficaz para
conservacao de membranas biologicas, além de alterar suas propriedades

mecanicas.

Palavras-Chave: Bovinos, Centro tendineo, Ensaios mecanicos, Pericardio,

Peritonio, Histologia.



COMPARED MORPHOLOGICAL AND TENSIOMETRICAL PROPERTIES OF
FRESH AND GLYCERIN CONSERVED BOVINES TENDINOUS CENTER,
PERICARDIUM AND PERITONEUM

ABSTRACT - with this study, it was objectified to describe the comportment
of fresh and 98% glycerin conserved for periods of 30, 60 and 90 days tendinous
center, pericardium and peritoneum of bovines submitted to mechanical tests of
traction as well as to analyze the histological characteristics, utilizing optical
microscopy and ultrastructural techniques. It was utilized ten bovines between 30
and 36 months of age, crossbreeds, males and females, collecting fragments of
this membranes in each animal. There was no significant difference as for
structural and ultrastrucutural integrity of the elements that constitutes the samples
of fresh and 98% glycerin conserved material, evidencing mesothelial cells and
connective tissue without intense alterations. The tendinous center and peritoneum
didn’t suffered significant modification (p>0.05) in the values of tension when
compared the resistance tests to traction in fresh with 98% glycerin conserved
membranes. However, all the evalueted tissues showed significant increase
(p<0.05) for the elongation values when conserved in 98% glycerin for until 90
days. It was observed that pericardium is the one which supports greaters
tensions. So, it can be concluded, that glycerin is efficient to the conservation of
biological membranes besides to modify its mechanical properties.

Keywords: Bovines, Tendinous center, Mechanical tests, Pericardium,
Peritoneum, Histology.



1 INTRODUCAO

A utilizacdo de membranas biolégicas como material de implante para a
reparacao de 6rgaos e tecidos, vem sendo praticada no Brasil desde a década de 1960,
e o trabalho pioneiro foi realizado por PIGOSSI (1964), ao utilizar dura-mater canina,
conservada em glicerina. O emprego de membranas bioldégicas deve-se,
principalmente, a facilidade em sua obtencdo, baixo custo, preparo simples,
esterilizacao viavel, facilidade na estocagem além de pouca ou nenhuma reacao
tecidual quando utilizada (ALVARENGA, 1992).

Grande parte dos trabalhos envolvendo membranas biol6gicas, obtidas de
diferentes espécies animais, busca avaliar a viabilidade desta estrutura em diversos
procedimentos cirlrgicos. Suas fungdes principais sao fornecer arcabouco para a
orientacdo e para o desenvolvimento de novos tecidos, mediante processos de
reparacao, que restabelecam a estrutura e a funcédo do 6rgao afetado (BATISTA et al.
1996).

Dentre as membranas biol6gicas mais estudadas destacam-se: centro tendineo,
dura-mater, fascia lata, pericardio e peritbnio, que possuem como caracteristica
principal, constituicdo quase que exclusivamente de colageno (ALVARENGA, 1992).

Para que percam a capacidade de rejeicdo, estas membranas devem
permanecer preservadas, por periodo minimo de 30 dias, em glicerina (COSTA NETO
et al. 1999; DALECK et al. 1992; PIGOSSI, 1964, 1967; PIGOSSI et al. 1971; SARTORI
FILHO et al. 1997), embora possam ser conservadas neste mesmo meio, por periodo

de até seis meses ou mais (PIGOSSI, 1967).



A substancia de conservacao mais utilizada para essas membranas € a glicerina
a 98%, mantida em temperatura ambiente, pois apresenta as seguintes vantagens:
baixo custo e propriedade anti-séptica (ALVARENGA, 1992; WELLS et al. 2006);
capacidade de reduzir a antigenicidade, preservar a textura do tecido e aumentar a
resisténcia a tracdo, sem alterar o grau de elasticidade (PIGOSSI, 1967); é
biologicamente inerte e aprovada pelo FDA na composicdo de cosméticos e
medicamentos de uso tépico (WELLS et al. 2006).

Desde os primeiros estudos realizados sobre a viabilidade do uso de membranas
biolégicas como agentes reparadores de 6rgaos e tecidos, poucos foram os trabalhos
que enfocaram ensaios biomecéanicos dessas membranas, no intuito de conhecer sua
resisténcia a tracao, bem como, a capacidade de distensao de suas fibras (BATISTA et
al. 1996).

Os estudos biomecanicos tém por objetivo determinar as propriedades
mecanicas de um material e dependendo de suas caracteristicas fisicas, pode-se
submeté-lo aos ensaios de tracao, tor¢cdo, compressao e flexdo (BATISTA et al. 1996).

Assim, com o presente trabalho objetivou-se descrever o comportamento do
centro tendineo, pericardio e peritbnio bovinos, submetidos a ensaios mecénicos de
tracdo a fresco e conservados em glicerina a 98% durante 30, 60 e 90 dias, bem como,
analisar suas caracteristicas histologicas, utilizando técnicas de microscopia de luz e

ultraestrutural.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Aplicabilidade das Biomembranas

Os tecidos ou membranas biolégicas tém sido pesquisados com o objetivo de
verificar a eficacia de sua utilizacdo no reparo de alteracdes anatbmicas congénitas
e/ou adquiridas, visando propor solucdes para afeccées que acometam tanto o homem
quanto os animais (ALVARENGA, 1992).

Entre as principais causas de comprometimento organico animal cita-se:
traumatismos, nédulos parasitarios, neoplasias e abscessos. Muitas vezes o
restabelecimento das funcdes normais é realizado por meio do tratamento cirlrgico,
onde, em virtude do tempo de duracdo da afecgdo, pode ocasionar perda tecidual,
retracdo muscular e fibrose, dificultando a aproximacdo das margens da ferida
(ABRAHAO et al. 1992).

Assim, CARPENTIER (1969) citado por POMERANTZEFF et al. (1997) propds a
designacao “biomateriais”, para descrever as valvulas manufaturadas com tecidos
bioldgicos modificados pelo glutaraldeido. As membranas podem ser de natureza
orgéanica ou inorgéanica (PIGOSSI et al. 1971), absorviveis ou ndo, de origem sintética
ou bioldgica, apresentando como principal caracteristica a capacidade de se incorporar
ao tecido receptor, e ai permanecendo tempordria ou permanentemente, sem causar
reacdes que promovam sua rejeicdo e consequiente eliminagcdo (ALVARENGA, 1992;
BASTOS et al. 2005).

Desse modo, os implantes biolégicos podem ser classificados em quatro tipos:

autégeno, homébgeno, iségeno e xendgeno, segundo a relagcdo doador-receptor. Por



autégeno, entende-se que o receptor €, ao mesmo tempo, o doador. Em implantes
homégenos, o receptor e 0 doador sdo da mesma espécie, porém nao compartilham
antigenos de histocompatibilidade. Os casos de isogénia ocorrem quando doador e
receptor possuem antigenos de histocompatibilidade, ja implantes classificados como
xenbégenos, ocorrem quando o receptor e o doador pertencem a diferentes espécies
(ALVARENGA, 1992).

Qualquer enxerto ndo autégeno deve satisfazer alguns critérios tais como nao
ser antigénico ou carcinogénico, ser facilmente incorporado pelo hospedeiro e funcionar
por toda a vida do receptor. Também deve estimular as propriedades mecanicas do
segmento original e ser facilmente armazenado e implantavel (VAMHIDY et al.1990).

A busca por implantes que possuam ao mesmo tempo baixa antigenicidade e
alta resisténcia € constante e membranas biol6gicas de caninos, bovinos, equinos e
suinos, preservadas em diferentes meios, sdo estudadas aproximadamente a quatro
décadas (ALVARENGA, 1992; BATISTA et al. 1996; COSTA NETO et al. 1999;
DALECK et al. 1987; DALECK et al. 1988; DALECK et al. 1992; INATOMI et al. 1980;
MOTA et al. 2002; NOLASCO et al. 2003; PIGOSSI, 1964; REYES, 1993; SARTORI
FILHO et al. 1997; VAMHIDY et al. 1990).

Membranas bioldgicas provenientes de bovinos tém sido utilizadas em estudos
experimentais, apresentando resultados satisfatorios. Assim, em caes, empregou-se
dura-mater conservada em glicerina por periodo maior que seis meses, na reparacao
da bainha do musculo reto do abdome (INATOMI et al. 1980). Utilizou-se periténio
conservado em glicerina na substituicdo de retalho diafragmatico (DALECK et al. 1988),

na reparacdo de hérnia perineal (DALECK et al. 1992), na tenoplastia do tendao



calcanear comum (COSTA NETO et al. 1999) e na esfincteroplastia do musculo
esfincter anal externo (RODASKI et al. 2000). Além de se empregar pericardio
conservado em glicerina na artroplastia acetabulo-femoral (RODASKI et al. 2002).

Em ratos testou-se a viabilidade do peritdnio bovino como alternativa para tela
cirdrgica implantada na parede abdominal, visto que ele pode ser captado e submetido
a mesma técnica de preparo consagrada para o pericardio bovino, além de fornecer
uma area maior de tecido aproveitavel e adaptavel as diversas situacoes da pratica
cirdrgica (BASTOS et al. 2005).

Embora o pericardio bovino seja utilizado como prétese biolégica, apresenta
certa limitacdo em sua extensdo (BASTOS et al. 2005). Entretanto, € amplamente
utilizado para confeccao de bioproteses valvares humanas, resultando em baixa
incidéncia de tromboembolismo na auséncia de anticoagulantes (COSTA et al. 2005;

FORTI et al. 2006; POMERANTZEFF et al. 1997).

2.2 Meios de Conservacao

Durante muitos séculos vem se procurando o melhor método para conservacao
de materiais bioldgicos, seja pelo crescente uso dos transplantes homdgenos e
xenbégenos em cirurgia restauradora, ou por suas vantagens sobre os demais (LEITE et
al. 1979).

A preservacao dos implantes ndo pressupde a manutengao da viabilidade celular
e, a eficiéncia da cirurgia reparadora, geralmente, esta associada a reacao biologica de
reparacao e nao a sobrevida dos elementos celulares presentes no implante, uma vez

que este funciona como um arcabougo ou suporte temporario a migracdo de



fibroblastos. Além disso, os agentes conservantes sdo substancias dotadas de acao
germicida ou germiostatica, as quais se destinam a evitar as alteracées provenientes de
proliferacao microbiana, que possam ocorrer em qualquer material conservado (PRISTA
et al. 1990).

Como caracteristicas principais, 0s meios de preservacao utilizados para manter
as membranas biolégicas devem possuir um alto poder estabilizador, impedindo a total
decomposicao dos tecidos e o0 crescimento de microorganismos, preservar ao maximo a
integridade celular, aumentar a resisténcia a tracdo e atuar por um periodo de tempo
prolongado (ALVARENGA, 1992; MOTA et al. 2002). Assim, os métodos de
conservacao para os diferentes tecidos animais podem ser classificados em duas
grandes categorias: 0s que mantém a vitalidade celular e os que ndo mantém (LEITE et
al. 1979). Neste ultimo grupo, encontra-se a glicerina a 98%, que atualmente, € um dos
meios mais utilizados, tanto em casos clinicos, quanto em estudos experimentais
(COSTA NETO et al. 1999; DALECK et al. 1992).

Uma das principais caracteristicas da glicerina é a capacidade de desidratacao
celular (ALVARENGA, 1992; DALECK et al. 1987; PIGOSSI, 1964, 1967) a qual se
atribui a sua agado anti-séptica, atuando contra fungos e bactérias gran-negativas e
gran-positivas, com excecado para as formas esporuladas (PIGOSSI, 1967). Cabe
ressaltar que a desidratacdo obtida com a glicerina nao altera a concentracao idnica
das células, fator que mantém a integridade celular (PIGOSSI, 1964).

A qglicerina também reduz a antigenicidade dos tecidos conservados,
dispensando a necessidade de utilizagdo de farmacos imunosupressores durante os

periodos trans e pds-operatdrios. Apds a implantacédo, os materiais biol6gicos mantidos



em glicerina atuam como uma estrutura de sustentacdo temporaria e orientam o
crescimento do tecido vivo no leito receptor (PIGOSSI, 1964, 1967).

As observacoes, provenientes dos estudos que vem sendo realizados, ainda néao
esclareceram suficientemente os aspectos inerentes a reversibilidade da glicerina, ou
seja, de seu mecanismo de acado junto aos tecidos. No entanto, sabe-se que esta
estabiliza os mondmeros de colageno, mas desestabiliza as fibrilas colagenas
precipitadas. Assim, quando um tecido é imerso nesta substancia, a agua é
osmoticamente retirada em proporcdo que depende da densidade da fibra, da
concentracdo da glicerina e da temperatura. Ap6s a reidratacdo, as membranas
recuperam suas pontes de agua e se comportam como tecidos naturais, sugerindo que
esse meio nao € reativo com a matriz extracelular, sendo um agente quimico
mecanicamente seguro para a reducao da degeneracao tecidual (WELLS et al. 2006).

Os tecidos preservados devem ser reidratados antes da realizagcdo dos enxertos
(ALVARENGA, 1992). O tempo de reidratacdo pode variar de acordo com a forma,
espessura e tamanho do material, podendo chegar a 24 horas. Segundo as indicagdes
de SARTORI FILHO et al. (1997), a hidratacdo deve ser de pelo menos 15 min para
tecidos conservados em glicerina.

Trabalhos foram desenvolvidos em busca de um meio alternativo de conservacéao
que apresentasse caracteristicas desidratantes, anti-sépticas e anti-imunogénicas
semelhantes ou superiores a glicerina. Para isso testaram-se solugédo hipersaturada de
acucar (MOTA et al. 2002), alcool absoluto, vaselina (ALVARENGA, 1992),
glutaraldeido (ALVARENGA, 1992; POMERANTZEFF et al. 1997; RABELO et al. 2004),

solucdo alcodlica de timerosal (1:1000), polivinil pirrolidona a 5% (ALVARENGA, 1992;



MOTA et al. 2002; NOLASCO et al. 2003), além do processo de congelamento
(REYES, 1993).

Recentemente, o 1,4 dioxano foi utilizado para preservar pericardio bovino,
resultando no aumento de sua biocompatibilidade e de suas propriedades mecanicas,
tais como melhor estabilidade térmica e diminuicdo na biodegradabilidade. No entanto,
as reacoes cruzadas promovidas pelo dioxano reduziram as propriedades naturais do
colageno, diminuiram a resposta imune, a toxicidade, assim como a habilidade de
promover a ligacao e o crescimento celular (FORTI et al. 2006).

DALECK et al. (1988), ao analisarem histologicamente o tecido proveniente de
implantes de peritbnio bovino conservado em glicerina a 98% por 60 dias, observaram
semelhanca as amostras do peritbnio a fresco. Somente algumas fibras apareceram
mais acidodfilas, retraidas e com nucleos condensados. Também foi observado por
DALECK et al. (1992), que o peritbnio bovino, sob as mesmas condi¢cdes de
conservacao exibia, apos 180 dias, células mesoteliais e fibras conjuntivas semelhantes
ao material processado a fresco. No entanto, apresentavam células mesoteliais com
nucleos ligeiramente retraidos e mais basofilos em relacédo ao peritdénio fresco.

MOTA et al. (2002) analisaram a ultraestrutura da tunica muscular do intestino
delgado de caes preservados em diferentes meios (solugdo supersaturada de agucar a
300%, glicerina a 98%, polivinil pirrolidona a 5% e solugdo alcodlica de timerosal
1:1000). Os autores concluiram que nenhuma das solugcbes estudadas foi capaz de
manter a integridade celular; porém, dos meios avaliados, tanto a solugéo
supersaturada de acucar a 300% quanto a glicerina a 98%, foram as que melhor

apresentaram resultados.



2.3 Ensaios Mecanicos

A mensuragao da resisténcia do material implantado em animais de laboratério
avalia a capacidade desses implantes em suportar tensdo caso venham a ser utilizados
clinicamente (BASTOS et al. 2005).

Experimentos tém sido realizados com intuito de se testar a resisténcia de
materiais implantados, e esta avaliagdo consiste na aplicacdo de ensaios uniaxiais
como pressdao de explosdo, forca de ruptura a tracdo e tensdo de ruptura. Estes
modelos analisam um ou dois atributos no momento critico de ruptura e, apesar de
serem muito empregados, os resultados obtidos por meio desses testes biomecanicos
representam, apenas parcialmente, o comportamento do tecido biol6gico sob imposicao
de uma forga externa e variavel com o tempo (WU et al. 2004).

Sao raros os estudos que avaliaram a resisténcia dessas membranas. PIGOSSI
(1964) analisou a resisténcia a tracdo e o alongamento, até a ruptura, da dura-mater
canina conservada em glicerina, constatando aumento da resisténcia a tragdo, sem
alteracao no grau de elasticidade.

ABRAHAO et al. (1992) analisaram a influéncia da glicerina nas propriedades
mecanicas do peritdbnio bovino. As dimensdes dos corpos de prova foram assim
padronizadas: largura de 20 mm; comprimentode 125 mm; espessura média de 0,4 mm;
area de seccdo de 8 mm?. A velocidade da carga foi de 6 mm/min, com a aplicacéo de
pré-carga de 5 N. Os exemplares foram submetidos aos ensaios sem que fossem
reidratados. Segundo estes autores, 0 aumento do tempo de conservagdo em glicerina

promove a diminui¢do da rigidez do material, aumentando sua elasticidade.
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REYES (1993) realizou testes fisicos comparativos entre membranas biolégicas
preservadas em glicerina, congeladas e a fresco. Conclui que o pericardio equino,
conservado em glicerina a 98% e a temperatura ambiente, por 30 ou 40 dias,
apresentava aumento significativo para os valores dos alongamentos até a ruptura, ao
comparar estes resultados com as preparacdes nao preservadas. Os mesmos achados
foram verificados na fascia lata de eqlino conservada em glicerina a 98% e congeladas
(- 16° C), durante o periodo de 30 e 40 dias.

BATISTA et al. (1996), ao compararem a resisténcia a tracdo, entre peritbnio
canino, bovino, eqiino e suino a fresco e conservados em glicerina a 98%,
padronizaram as dimensdes dos corpos de prova em 6 mm para largura e 50 mm para
comprimento. Quando analisados os alongamentos do material a fresco em funcéo das
cargas aplicadas, observaram comportamento heterogéneo e o ponto de ruptura das
membranas diferiu entre as espécies, demonstrando ser o peritbnio bovino o mais
resistente entre os espécimes analisados. Também foi constatada alteracdo da
resisténcia, das membranas conservadas, durante periodo de até 60 dias.

RABELO et al. (2004) testaram a resisténcia a tracdo e o alongamento até a
ruptura do centro tendineo bovino a fresco, conservado em glicerina a 98% e em
glutaraldeido a 4%, por 30 dias. Os autores encontraram os seguintes valores médios
para a forca maxima de tracdo das amostras: a fresco (4,61 + 0,97 N), em glicerina
(4,28 £ 0,79 N) e em glutaraldeido (5,58 £ 1,25 N), indicando que o material conservado
em glutaraldeido apresenta incremento significativo em sua resisténcia quando

comparado ao material preservado em glicerina a 98%.
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COSTA et al. (2005) utilizaram amostras de pericardio bovino convencional com
parametros de aprovacao para confeccao de bioprétese (grupo 1) e pericardio bovino
descelularizado (grupo 2). Os corpos de prova foram padronizados em 6 x 20 mm. Nao
observaram diferencas significativas, entre os grupos, quanto as variaveis espessura e
alongamento (20,0 £ 5% para o grupo 1 e 22,0 = 7% para o grupo 2). Entretanto, as
amostras de pericardio convencional apresentaram os seguintes valores médios: 3,0 *
0,6 Kg/mm? para tensdo de ruptura e 28 + 6 N para o indice de tenacidade (energia
necessaria para romper o tecido), valores estes, significativamente maiores, do que
aqueles observados para o pericardio descelularizado (1,0 + 0,3 Kg/mm? e 10 + 6 N).

FORTI et al. (2006) avaliaram as propriedades mecéanicas do pericardio bovino a
fresco. Os corpos de prova foram padronizados em 6 mm para a largura e 30 mm para
0 comprimento, espessura média de 0,41 £ 0,04 mm, sendo submetidos a velocidade
de 50 mm/min. Assim, verificaram média de 0,84 + 0,21 Kg/mm?, para forca de tenséo e
de 23,52 mm  1,7%, para o alongamento.

NOORTH et al. (1981) citados por WELLS et al. (2006) constataram que a
propriedade mecanica da dura-mater humana nao se modificou apds sua imersdao em
glicerina e, subsequente reidratacao.

Independentemente do método aplicado, todos os testes sdo passiveis de erros.
Sendo assim, uma das caracteristicas primordiais durante o desenvolvimento de um
modelo experimental é tentar minimizar as varidveis que possam interferir na obtengao
de resultados mais precisos e completos (WU et al. 2004).

A unidade de expresséao da resisténcia ténsil € variavel na literatura biomédica. A

forma de expressdo mais fidedigna é o valor da forca de carga aplicada sobre um valor
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de area. Contudo, para que esta unidade expresse a real forca ténsil, ha necessidade
do estabelecimento das seguintes condicdes: o formato dos corpos de prova deve
direcionar o centro da forca aplicada e, sua area, neste centro, deve ser conhecida e/ou

padronizada (BASTOS et al. 2005).

2.4 Anatomia (s) Macro e Microscopica

Descricdes detalhadas desses tecidos em livros, tratados ou atlas de anatomia e
histologia ndo sdo comuns. Entretanto, estes sdo considerados membranas serosas,
formadas por uma camada de mesotélio (epitélio simples pavimentoso) com tecido
conjuntivo frouxo associado. Elas revestem as cavidades celémicas e sdo umedecidas
pelos fluidos contidos nestas cavidades (FRANDSON et al. 2005; KONIG & LIEBICH,
2004).

A tunica serosa se apdia sobre uma camada de tecido conjuntivo frouxo, a tela
subserosa. Esta inclui vasos sanglineos e linfaticos, bem como tecido adiposo. Uma
fina rede subepitelial de plexos nervosos sensoriais contribui, decididamente, na
percepcdo de estimulos tateis, mecanicos, térmicos e quimicos (KONIG & LIEBICH,
2004).

Quanto a localizacao, o pericardio é encontrado na cavidade toracica revestindo
0 coracao, e o peritbnio na cavidade abdominal, revestindo sua parede, bem como
grande parte dos érgaos nela alojados. Entre essas duas cavidades e separando-as,
esta o musculo diafragma, constituido por musculo estriado esquelético (periférico) e
uma porcao tendinea (central), denominada de centro tendineo (FRANDSON et al.

2005; KONIG & LIEBICH, 2004).
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O pericardio é formado por duas camadas distintas. A lamina interna esta
intimamente aderida a superficie externa do coracdo, sendo denominada lamina
visceral do pericardio seroso ou epicardio. A lamina externa ou lamina parietal do
pericardio seroso é continua com a lamina visceral na base do coracao e é reforcada
por uma lamina fibrosa superficial, o pericardio fibroso, que é revestido por uma lamina
de pleura mediastinica, a pleura pericardica, formando juntos o saco pericardico
(FRANDSON et al. 2005; KONIG & LIEBICH, 2004).

O periténio, assim como o pericardio, diferencia-se em visceral e parietal, o
primeiro relaciona-se diretamente com os 6rgdos e o segundo, reveste a parede da
cavidade abdominal. Os dois sdo continuos por meio de reflexdes da serosa que fixam
0s Orgaos as paredes da cavidade abdominal, os mesos e os ligamentos (FRANDSON
et al. 2005).

O periténio é formado por uma camada superficial de mesotélio e uma camada
mais profunda de tecido conjuntivo frouxo, que contém fibras elésticas e colagenas,

células adiposas, células reticulares e macrofagos (CRUZ, 2002).
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3 MATERIAL E METODOS

Utilizou-se dez bovinos com idade entre 30 e 36 meses, mesticos, machos e
fémeas, obtendo-se, de cada um, trés membranas, quais sejam, centro tendineo,
pericardio e peritdnio, colhidos ap6s abate, no Frigorifico Barra Mansa Comércio de
Carnes e Derivados Ltda., Sertaozinho - SP.

A colheita foi realizada retirando-se fragmentos de cada membrana, sempre de
uma mesma regido anatdbmica na carcaca de cada animal, procurando-se manter a
homogeneidade entre as amostras.

As amostras foram devidamente lavadas em agua corrente para retirada de
residuos e acondicionadas em recipientes plasticos contendo solugéo fisiolégica de

NaCl 0,9%.

3.1 Ensaio Mecanico de Tracao

Realizado no Laboratério de Bioengenharia da Faculdade de Medicina de
Ribeirdo Preto, USP. O material foi novamente lavado e imerso em solucéo fisioldgica
de NaCl 0,9%, retirando-se toda a gordura e aderéncias. Em seguida colocado sob
guilhotina (Figura 1), obtendo-se quatro corpos de prova em série. A guilhotina foi
desenvolvida tentando-se obter amostras padronizadas nas dimensdes de 20 mm de
largura por 200 mm de comprimento.

Apés o corte do material, cada corpo de prova foi devidamente enumerado para
sua correta identificagdo e comparacao.

Dez corpos de prova a fresco de cada membrana foram avaliados (Figura 2A e

B). Os demais foram acondicionados em recipientes contendo glicerina a 98% numa
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proporcao de 20:1 (glicerina/membrana), mantidos em temperatura ambiente e

identificados (nome do material, data de colheita e meio de preservagao).

Figura 1. Fotografia do instrumento de corte
desenvolvido para obtencdo dos
corpos de prova.

Figura 2. Fotografias dos corpos de prova de centro tendineo (A) e periténio (B)
bovino a fresco, durante a realizagéo dos testes na maquina universal
de ensaio de tragéo.

Os ensaios de tracao, subsequentes ao do material a fresco, foram realizados
nos dias 30, 60 e 90 pos-colheita, totalizando 120 testes, 40 avaliacbes para cada
membrana.

Anteriormente a realizacdo dos ensaios mecanicos, os corpos de prova foram

reidratados em solucédo fisiologica de NaCl 0,9%, por pelo menos 20 min, nao
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excedendo os 90 min, para representar as condicdes que sdo submetidos nos periodos
pré e trans-operatorio.

Os testes foram realizados em méaquina universal de ensaio EMIC® (modelo DL
10000). A maquina possui interface direta a um microcomputador, com o software
Tesc®, capaz de gerar graficos da carga versus alongamento para cada ensaio.

Para fixacao dos corpos de prova na maquina, foi utilizado acessério que contém
ranhuras em sua superficie, as quais auxiliam nesse processo, mediante compressao
realizada pelo ajuste de um parafuso, evitando o escorregamento do material durante o
ensaio.

No momento dos ensaios, os corpos de prova foram acoplados a maquina e,
conforme metodologia estabelecida pelo Laboratério de Bioengenharia, ou seja, foi
aplicada pré-carga de 200 gramas (2 N) durante 30 segundos, com intuito de promover
acomodacao do sistema, evitando-se possiveis folgas no conjunto maquina, acessorio e
modelo ensaiado. Todo material foi mensurado com paquimetro Mytutoyo®,
anteriormente a realizacdo dos testes, aferindo-se suas medidas de largura e
espessura.

Apés a pré-carga o ensaio prosseguiu, em média, por 5 min, com velocidade pré-
estabelecida em 10 mm/min. A carga aplicada foi registrada pelo software em intervalos
regulares de alongamento até o momento da ruptura das membranas.

A partir dos gréficos carga “versus” alongamento de cada ensaio, foram obtidas e
analisadas as seguintes propriedades mecéanicas: forca maxima, tensdo maxima e

alongamento.
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A forca maxima é definida como aquela suportada antes do inicio da ruptura
completa de um tecido ou parede, sem considerar suas dimensdes, calculadas em N. A
tensdo é medida em termos de quantidade de forca suportada por unidade de area de
seccdo, ou seja, é dependente das dimensdes do tecido, sendo calculada em N/mm?.
Ela permite comparacdes mais adequadas entre corpos de prova de diferentes
membranas. Assim, faz-se necessario o calculo da area de seccao transversal inicial da
estrutura avaliada, e qualguer que seja a area inicial, o valor da tensao nao se altera. O
alongamento é calculado em mm e é dado pela distensdo do material registrado no

ponto de aplicacao da carga maxima (SCHAUM & VAN DER MERWE, 1973).

3.2 Estudo Histolégico

3.2.1 Microscopia de Luz

Em seguida a lavagem do material em agua corrente para retirada de residuos,
ainda no frigorifico, foram coletados fragmentos de cada membrana, fixados em solucao
de Bouin, sendo encaminhados ao Setor de Técnicas Morfolégicas do Laboratério de
Anatomia da FCAV/UNESP, Campus de Jaboticabal, para processamento e analise.

Das amostras imersas em recipientes contendo glicerina a 98% também foram
retirados fragmentos antes da realizacdo dos ensaios mecanicos, os quais foram
processados para o estudo histolégico aos 30, 60 e 90 dias pos-coleta.

Os tecidos conservados em glicerina a 98% foram reidratados em solucéo
fisioldgica de NaCl 0,9% antes de entrarem na rotina histoldgica por pelo menos 20 min

e fixados em solugéo de Bouin.



18

O material permaneceu em solugao de Bouin por 24 horas. Ap6s esse periodo,
este foi lavado em alcool a 70% para retirada do excesso de fixador. Em seguida, os
fragmentos foram submetidos a desidratacdo, em concentracées crescentes de alcool
(70 a 100%), durante quatro horas. A seguir, realizou-se a diafanizagdo com xilol, por

rion r
aproximadamente 90 min, e ap6s este procedimento, embebeu- rete

eatn < ne %) iabr
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3.3 Estatistica

Os dados foram agrupados e descritos pela estatistica descritiva por meio de
valores médios, erro padrao e desvio padrao. Os grupos de centro tendineo, pericardio
e peritbnio foram comparados pela analise de variancia e as comparagées multiplas
foram realizadas pelo teste de Tukey, com nivel de significancia igual a 0,05, adotado

em todas as comparacoes (TRIOLA, 2005).
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4 RESULTADOS

4.1 Ensaios Mecénicos de Tracao

As rupturas dos corpos de prova ocorreram, quase que na sua totalidade, em
regiao central, embora em alguns exemplares de centro tendineo, estas ocorreram junto
a sua intersecgdo com a pleura mediastinica, deslocando o ponto de ruptura para as
extremidades do segmento avaliado.

Analisando-se o grafico referente a forca “versus” alongamento, obtidos por meio
do software Tesc®, foi possivel determinar algumas propriedades mecanicas dos corpos
de prova estudados. Essas propriedades incluem mensuragdes da forca de tracéao,
tensdo e alongamento, que foram agrupadas e expressas nas Tabelas de 1 a 5.

Das observacdes referentes aos testes fisicos realizados com o centro tendineo
(Tabela 1), constatou-se que tanto nas amostras a fresco (6,5 N/mm?) quanto naquelas
conservadas em glicerina a 98%, durante 30 (6,1 N/mm?), 60 (5,7 N/mm?) e 90 dias (6,0
N/mm?), ndo houve alteracdo significativa na tensdo (p>0,05). Entretanto, no material
conservado em glicerina a 98% por 30 (33,22 mm), 60 (34,48 mm) e 90 dias (37,00
mm), verificou-se aumento significativo para os valores de alongamento (p<0,05),
quando comparou-se os dados com o do material a fresco (26,38 mm).

Verificou-se discreto aumento da forca maxima aplicada nos grupos conservados
em glicerina, durante 30 (220,80 N) e 90 dias (203,91 N) em relacdo aos grupos a
fresco (191,9 N) e conservado por 60 dias (181,65 N), valores estes, nao significativos

(p>0,05).
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Tabela 1. Valores referentes a avaliacdo do centro tendineo bovino, submetido ao
ensaio mecanico de tracao, a fresco (dia 0) e conservado em glicerina 98%,
nos periodos de 30, 60 e 90 dias, expressos pela média * desvio padrao.

Dias Espessura Largura Area Forca Maxima Tenséao Alongamento
(mm) (mm) (mm?) (N) (N/'mm?) (mm)

0 1,65+0,382 18,64 £0,552 30,77 £7,442 191,94 +45462 6,56 +2,24® 26,38 + 4,112
30 228 +0,74° 181+1512 41,34+14,28 220,8+71,872 6,14 +3,172 33,22 +6,93"
60 1,71+0,30° 18,9+1,13®° 3224+598% 181,65+5283% 573+173% 3448+737

90 1,69+0,42¢ 19,35+0,81° 32,49+7,832 203,92+86,55 6,04+1,83 3699 +8,86°

Valores na mesma coluna seguidos de letras distintas diferem entre si (p<0,05).

Mediante os valores para a tensado, obtidos da analise das amostras de
pericardio (Tabela 2), observou-se que tanto no material a fresco (10,15 N/mm?), quanto
naquele conservado em glicerina a 98%, durante 30 (14,31 N/mm?) e 60 dias (12,95
N/mm?) ndo houve alteracdo significativa (p>0,05), entretanto, os valores obtidos sobre
os espécimes a fresco diferiram significativamente (p<0,05) daqueles observados sobre
os preservados por 90 dias (16,55 N/mm?).

Quanto ao alongamento, os valores referentes ao material a fresco (16,43 mm) e
ao conservado em glicerina a 98% por 30 dias (17,65 mm) foram significativamente
(p<0,05), inferiores ao preservado por periodo de 60 (19,69 mm) e 90 dias (20,78 mm).
Verificou-se leve tendéncia a diminuicdo da forca maxima aplicada nos grupos
conservados em glicerina a 98% quando comparado ao valor encontrado para o

material a fresco.
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Tabela 2. Valores referentes a avaliacdo do pericardio bovino, submetido ao ensaio
mecanico de tracao, a fresco (dia 0) e conservado em glicerina 98%, nos

periodos de 30, 60 e 90 dias, expressos pela média + desvio padrao.

Dias Espessura Largura Area Forca Maxima Tenséao Alongamento
(mm) (mm) (mm?) (N) (N/'mm?) (mm)

0 0,72+0,08 17,65+0,39°8 12,68+ 1,442 123,85+30,42% 10,15+4,14® 16,43 +1,332
30 0,52+0,10° 17,3+1,302 8,99+1,90° 124,15+33,862 14,31 +4,80®°® 17,65+ 1,782
60 052+0,11° 17,82+0,942 925+1,97° 113,83+30,422 12,95+4,75®® 19,69 +2,13°

90 0,4+0,08° 17,72+1,05% 7,07+1,39° 113,5+34,66® 16,55+5,76° 20,78 +2,75"

Valores na mesma coluna seguidos de letras distintas diferem entre si (p<0,05).

No atinente a avaliagdo dos valores referentes as amostras de peritonio testadas
(Tabela 3), observou-se que nédo houve diferenca significativa (p>0,05) entre a tenséo
do material avaliado, a fresco (3,73 N/mm?), e preservado em glicerina a 98%, nos
periodos de 30 (5,61 N/mm?), 60 (4,21 N/mm?) e 90 dias (4,93 N/mm?).

Com relacdo ao alongamento, notou-se tendéncia de aumento nos valores
relativos aos materiais conservados em glicerina, verificando-se diferenca significativa
(p<0,05) entre os valores das amostras a fresco (18,43 mm) e os das preservadas por
periodo de 30 (25,03 mm) e 60 dias (26,49 mm). Entretanto, ndo se observou diferenca
quanto aos valores daquelas acondicionadas por 90 dias (24,3 mm), indicando que a
glicerina aumenta a elasticidade desta membrana. Comparando-se a forca maxima
aplicada ao peritdnio, evidenciou-se discreto aumento nos valores para o material

conservado em glicerina a 98%, porém estes ndo eram significativos (p>0,05).
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Tabela 3. Valores referentes a avaliagdo do peritbnio bovino, submetido ao ensaio
mecanico de tragao, a fresco (dia 0) e conservado em glicerina 98%, nos

periodos de 30, 60 e 90 dias, expressos pela média + desvio padrao.

Dias Espessura Largura Area Forca Maxima Tensao Alongamento
(mm) (mm) (mm?) (N) (N/mm?) (mm)
0 0,61+0,162 17,710,912 10,74+2,9% 38,17 +12,07% 3,73+1,24® 18,43 + 3,662

30 0,49 £0,24%° 1927 +1,19° 9,53+504% 44,94 +1330° 561+3,102 2503 +4,90°
60 0,53+0,13%° 19,73+1,39° 10,5+3,1728 41,95+6,35° 421+1,06% 26,49 + 6,26

90 0,46 +0,07° 20,22+1,08° 927 +1,25% 44,68+12,172 4,93+154® 243+8,86%

Valores na mesma coluna seguidos de letras distintas diferem entre si (p<0,05).

No estudo comparativo das membranas, constatou-se que o pericardio, tanto a
fresco quanto conservado em glicerina, suporta as maiores tensdes, independentemente
do periodo avaliado. Nas comparacoes realizadas entre os valores observados para o
centro tendineo e o peritdnio, nao houve diferenca significativa para os dias 30 e 60. No
entanto, o centro tendineo se apresentou mais resistente quando avaliado a fresco e

conservado por 90 dias (Tabela 4 e Figura 5).
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Tabela 4. Valores referentes a tensdo sofrida pelo centro tendineo, pericardio e
peritdnio bovino, submetidos ao ensaio mecéanico de tracao, a fresco (dia 0)
e conservados em glicerina 98% durante 30, 60 e 90 dias, média + desvio

padrado e coeficiente de variagéo.

Dias Tensdo (N/mm®)
Centro Tendineo  CV (%) Pericardio CV (%) Periténio CV (%)
0 6,56 + 2,242 0,34 10,15 + 4,14° 0,41 3,73 £1,24° 0,33
30 6,14 £ 3,172 0,52 14,31 + 4,80° 0,34 5,61 £ 3,102 0,55
60 5,73 +1,732 0,30 12,95 + 4,75 0,37 4,21 +1,06° 0,25
90 6,04 + 1,832 0,30 16,55 + 5,76" 0,35 4,93 + 1,542 0,31

Valores na mesma linha seguidos de letras distintas diferem entre si (p<0,05).
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Figura 3. Representagéo grafica dos valores da tensdo média e erro
padrao dos corpos de prova de centro tendineo, pericardio e
peritbnio bovinos, submetidos ao ensaio mecéanico de tracao
a fresco (dia 0) e conservados em glicerina a 98%, durante
30, 60 e 90 dias.

Quando confrontados os valores referentes aos alongamentos verificados nos

tecidos em estudo, evidenciou-se que o0 centro tendineo, diferentemente das
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observacbes atinentes a tensdo, apresentava-se como o material mais elastico,

independentemente do periodo avaliado, seguido pelo peritbnio e pericardio (Tabela 5 e

Figura 6).

Tabela 5. Valores referentes ao alongamento apresentado pelo centro tendineo,
pericardio e peritdnio bovino, submetidos ao ensaio mecéanico de tragao, a

fresco (dia 0) e conservados em glicerina 98% durante 30, 60 e 90 dias,

média + desvio padréo e coeficiente de variagao.

Dias Alongamento (mm)
Centro Tendineo  CV (%) Pericardio CV (%) Periténio CV (%)
0 26,38 + 4,112 0,16 16,43 + 1,33° 0,08 18,43 + 3,66" 0,20
30 33,22 £ 6,932 0,21 17,65 +1,78° 0,10 25,03 +4,90° 0,20
60 34,48 £ 7,372 0,21 19,69 +2,13° 0,11 26,49 + 6,26° 0,24
90 36,99 * 8,862 0,24 20,78 +2,75° 0,13 24,3 + 8,86" 0,36

Valores na mesma linha seguidos de letras distintas diferem entre si (p<0,05).
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Figura 4. Representacao grafica dos valores de alongamento médio e
erro padrao dos corpos de prova de centro tendineo,
pericardio e peritbnio bovinos, submetidos ao ensaio
mecanico de tracdo, a fresco (dia 0) e conservados em
glicerina a 98%, durante 30, 60 e 90 dias.
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4.2 Microscopia

Constatou-se para todas as membranas analisadas, tanto nas amostras a fresco,
quanto nas conservadas em glicerina a 98%, nos dias 30, 60 e 90, a mesma
constituicdo estrutural. No material conservado em glicerina, foram evidenciadas
algumas alteracoes referentes a sua menor afinidade para a coloracdo a eosina, e
maior para a hematoxilina, além da ocorréncia de espacamento entre as fibras do
colageno tecidual.

As amostras de centro tendineo bovino, a fresco, apresentaram o seguinte
arranjo: mesotélio revestindo uma camada de tecido conjuntivo frouxo, na qual se
observou presenca de vasos pouco calibrosos. Em seqliéncia constatou-se tecido
conjuntivo denso modelado, cujas fibras, dispunham-se longitudinalmente, mostrando-
se acentuadamente acidéfilas com muitos ndcleos basoéfilos. Sua porcdo média
constituia-se de tecido adiposo contendo vasos sangtiineos mais calibrosos em relacéao
aos ja descritos. Em seguida a esta camada verificava-se novamente a ocorréncia de
tecido conjuntivo denso, tecido conjuntivo frouxo e mesotélio. Esta ultima camada
caracterizava a presenca de dupla serosa, ou seja, em uma face pleura parietal e, na
outra, peritbnio parietal (Figura 5A).

As amostras de centro tendineo conservadas em glicerina a 98% exibiam uma
desorganizacao tecidual mais acentuada aos 60 dias, e em todos os periodos notou-se

menor afinidade para a coloracéo a eosina (Figuras 5B, 6A e 6B).
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Figura 5. Fotomicrografias de amostras de centro tendineo bovino a fresco
(A, 200X) e conservada em glicerina a 98% durante 30 dias (B,
100X), verificando sua constituicdo, mediante a presengca de
mesotélio (seta), em ambas as margens, revestindo tecido
conjuntivo frouxo (CF) com vasos sanglineos (V), e que se
continuam em tecido conjuntivo denso modelado (CD) disposto
longitudinalmente, além de tecido adiposo (AD) em posigéo
média com vasos (V). HE.
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Figura 6. Fotomicrografias de amostras de centro tendineo bovino
conservadas em glicerina a 98% durante 60 (A) e 90 dias (B):
mesotélio (seta); tecido conjuntivo frouxo (CF); tecido
conjuntivo denso modelado (CD); tecido adiposo (AD). Notar a
diferenciagédo na organizagao tecidual (seta vasada), 100X. HE.

Na avaliacdo do pericardio a fresco constatou-se a presenca de fina camada de
células epiteliais (mesotélio) repousando sobre uma delgada camada de tecido
conjuntivo frouxo, a qual mostrava fibras pouco acidéfilas dispostas irregularmente, bem
condensadas, com nucleos acentuadamente baséfilos, seguido por tecido conjuntivo

denso ndo modelado (Figura 7A).
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No atinente as amostras de pericardio conservadas em glicerina a 98%,
observou-se uma desorganizacao tecidual mais acentuada naquelas de 60 e 90 dias, e
em todo o material conservado, independente do periodo avaliado, notou-se menor

afinidade para a coloracao a eosina (Figuras 7B, 8A e 8B).
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Figura 7. Fotomicrografias de amostras de pericardio bovino a fresco (A) e
conservada em glicerina a 98% durante 30 dias (B), na qual se
observa o mesotélio (seta), tecido conjuntivo frouxo (CF),
conjuntivo denso ndo modelado (DN), com fibras dispostas
irregularmente  (V), vasos sangiineos (V), e nucleos
acentuadamente basdéfilos ( X E



|

\Y%
q:
\v )
!
\
)
DN ’
Y \
A ‘
. \\
\/, ] 1 \::_:51
e )e A0 v
AR ' & DN \
i
“\\\h 4 (]
‘\V V
A
¥ )
& ' 4 ==
7 I ES
B i (9 >

Figura 8. Fotomicrografias de amostras de pericardio bovino conservadas
em glicerina a 98% durante 60 (A) e 90 dias (B): mesotélio (seta);
tecido conjuntivo frouxo (CF); conjuntivo denso ndo modelado
(DN), com fibras dispostas irregularmente (V); vasos sangliineos
(V). Notar a diferenciacao na organizagao tecidual (seta vasada),

200X. HE.
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Com relacédo ao peritbnio a fresco, observou-se presenca de tecido conjuntivo

denso modelado, cujas fibras mostraram-se acidéfilas, dispostas longitudinalmente e

justapostas, apresentando fibroblastos com nucleos levemente basoéfilos. Em seqiéncia
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verificou-se delgada camada de tecido conjuntivo frouxo, rico em vasos sangliineos,
revestidas por células mesoteliais (Figura 9A).

As amostras de peritbnio conservadas em glicerina a 98% exibiram uma
desorganizacao tecidual mais acentuada aos 60 e 90 dias e, em todos os periodos

pode-se observar menor afinidade para a coloragdo a eosina (Figuras 9B, 10A e 10B).
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Figura 10. Fotomicrografias de amostras de periténio bovino conservadas
em glicerina a 98% durante 60 (A) e 90 dias (B): tecido
conjuntivo denso modelado (CD), com fibras acidéfilas e
oconders d s asps, s ong, dn ~ene A 0glio
(seta); tecido conjuntivo frouxo (CF). Notar leve diferenciacao
na organizacgao (seta vasada), 100X. HE.

Dos tecidos estudados, o periténio foi o que exibiu maior proporcdo de fibras
elasticas em sua constituicdo, cuja quantidade assemelhava-se as das fibras

colagenas. O pericardio exibiu menor proporcado dessas fibras em relacao ao peritdnio;
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que se apresentaram acompanhando o sentido das fibras colagenas, encontrando-se
mais concentradas junto ao tecido conjuntivo denso modelado, e menos ao tecido
conjuntivo frouxo e a transi¢cédo deste com o epitélio. J4, no centro tendineo, as fibras

elasticas sao quase que imperceptiveis (Figura 11).

Figura 11. Fotomicrografias de amostras de centro tendineo (A),
pericardio (B) e peritonio (C) bovino a fresco, nas
quais se observa a diferenciacdo entre fibras
elasticas, evidenciadas pela cor negra (setas) e fibras
colagenas em verde (seta vasada), 100X. VH.
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O estudo realizado mediante o emprego do microscépio eletrdnico de varredura
propiciou melhor evidenciacdo da estrutura das membranas ora avaliadas. Tanto o
material a fresco, quanto o conservado em glicerina a 98%, apresentavam integridade e
organizagdo tecidual semelhantes, ndo se verificando no material preservado,
defibrilagdo e fragmentacéo intensa das fibras coladgenas. Um desarranjo minimo foi
verificado nas fibras das amostras de centro tendineo e de pericardio e, um pouco mais

acentuadas nas de periténio (Figuras 12, 13 e 14).
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Figura 12. Fotomicrografias de microscopia eletrénica de varredura do centro tendineo bovino,
em A) material a fresco, evidenciando-se disposicdo longitudinal das fibras
colagenas, 750X; em B) membrana conservada em glicerina durante 60 dias,
exibindo fibras colagenas desorganizadas, 750X; em C) corte transversal aos 60
dias, notando-se boa preservagao das fibras colagenas (seta), 150X; em D) corte
transversal aos 90 dias evidenciando-se retracao tecidual (seta vasada), 150X.



Figura 13. Fotomicrografias de microscopia eletrénica de varredura de pericardio
bovino, em A) material conservado durante 30 dias, evidenciando-se
leve desassociagédo das fibras colagenas ( e sSe deprend eno
(seta), 150X; em B) detalhe das fibras colagenas aos 30 dias, exibindo
desorganizacdo em sua disposicdo, 750X; em C) tecido conservado
durante 90 dias, notando-se boa preservacdo das fibras colagenas
(seta) com leve desprendimento na extremidade do pericardio fibroso
(seta vasada), 150X.
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Figura 14. Fotomicrografias de microscopia eletrénica de varredura de peritbnio bovino, em A)
material conservado por periodo de 30 dias em glicerina, notar retracdo das fibras
colagenas (seta vasada); em B) aos 90 dias de preservacao, evidenciando-se também
desassociagao das fibras colagenas (seta), 150X.
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5 DISCUSSAO
Estudos relativos a morfologia microscépica e ultraestrutural acrescidos dos

testes de resisténcia a tracdo sobre membranas bioldgicas, tais quais o centro tendineo,
o pericardio e o peritdbnio bovinos, e que ora efetuou-se, revestem-se de importancia
pelo fato de que estas estruturas apresentam ampla aplicacdo como material de
implante (PIGOSSI, 1964; ALVARENGA, 1992; DALECK et al. 1992), tanto em
experimentos com animais de laboratério (BASTOS et al., 2005) quanto na pratica da
clinica cirargica veterinaria (INATOMI et al. 1980; DALECK et al. 1988; DALECK et al.
1992; COSTA NETO et al. 1999; RODASKI et al. 2002). Além disso faltam informacoes
sobre ensaios mecanicos que envolvam membranas biolégicas (BATISTA et al. 1996).

Avaliando as membranas em questdo, constatou-se que estas se enquadram na
classe de materiais com propriedade viscoelastica nao-linear, conforme descreveu DAL
FABRO (1979) citado por WU et al. (2004).

No que se refere aos corpos de prova, estes, ao serem submetidos a imposicao
de uma forca axial externa de tracao, da qual origina-se um fenémeno denominado
“fenbmeno de constriccao”, ou seja, tanto a area de secgdo do segmento, quanto a
parede da regido média dos espécimes sofrem estreitamento, e consequente alteracao
no valor da area, em cada instante de aplicagao da forca (WU, 2003, citado por WU et
al. 2004). Tais observacoes também foram constatadas nos corpos de prova do
presente estudo, exceto em alguns exemplares de centro tendineo, que tiveram seu
ponto de ruptura deslocado para a extremidade do espécime da amostra, dada a

fragilidade que a pleura mediastinica conferiu a regiao.
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Desse modo, as colocacbes de WU et al. (2004), de que a constante de
elasticidade dos corpos de prova modificam-se com a acdo da forga axial, em
decorréncia das micro-rupturas que ocorrem a cada momento da tragdo, com
consequente alteracdo da disposicao celular e fibrilar do tecido; comprovado nesta
oportunidade, a semelhanca destes autores, mediante a avaliacdo histolégica das
amostras apds a realizacdo dos testes mecanicos, evidenciando-se a presenca de
espacamentos difusos, 0s quais promovem o afastamento das fibras colagenas,
ocasionando perda de resisténcia e conseqguiente ruptura.

Os valores registrados na literatura consultada referentes a area de seccao dos
corpos de prova nao coincidem com 0s encontrados no presente estudo. Tal fato se
deve provavelmente, a padronizacao dos corpos de prova, que é realizada mediante o
tipo de maquina utilizada nos ensaios. Assim, embora se tenha observado nesta
pesquisa, diferenca marcante no valor da largura das amostras, o valor da espessura
dessas estruturas era bem préximo aos valores da espessura do peritbnio bovino
relatado por ABRAHAO et al. (1992) e do pericardio bovino registrado por FORTI et al.
(2006).

Constatou-se no presente estudo que o centro tendineo suporta a maior carga
para forca maxima de tracao (220,8 + 71,87 N), seguido pelo pericardio (124,15 + 33,86
N) e pelo peritonio (44,94 + 13,30 N), todos conservados por 30 dias em glicerina. Estas
observacdes estdo de acordo com as informacdes de ABRAHAO et al. (1992) para o
peritdnio bovino a fresco (51,53 £ 4,05 N) e para o conservado em glicerina por 30 dias

(58,61 5,01 N).
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Quanto aos valores ora encontrados para a forca maxima de tracdo, estes
diferem dos descritos por RABELO et al. (2004), que observaram para o centro
tendineo bovino a fresco valor de 4,61 + 0,97 N, para o centro tendineo conservado em
glicerina por 30 dias, 4,28 =+ 0,79 N, e para o conservado em glutaraldeido por 30 dias
valor de 5,58 + 1,25 N. Diferem também das observacoes de COSTA et al. (2005), que
registraram para o pericardio bovino a fresco valor de 28 + 6 N e para o pericardio
bovino descelularizado valor de 10 + 6 N, fatos estes que podem ser atribuidos a menor
area de seccao do material analisado por estes autores quando comparados a area de
seccao das amostras estudadas nesta ocasido.

De acordo com PIGOSSI (1964) e NOORTH et al. (1981) citados por WELLS et
al. (2006), ao analisarem a dura-mater canina e humana, respectivamente, apos
conservacao em glicerina, observaram aumento na resisténcia dessas membranas
quando tracionadas. Estas informacdes assemelham-se, em parte, as encontradas
neste estudo, onde notou-se aumento da forca maxima de tracdo quando esta era
aplicada nos materiais conservados por até 90 dias em glicerina, porém, estes valores,
nao foram significativos.

Quanto a tensao que é suportada pelas membranas bioldgicas, para o pericardio
bovino a fresco sdo descritos valores em torno de 0,84 + 0,21 Kg/mm? (FORTI et al.
2006) e de 3,0 + 0,6 Kg/mm? (COSTA et al. 2005), para o pericardio bovino
descelularizado, valor de 1,0 + 0,3 Kg/mm? (COSTA et al. 2005) e para o pericardio
bovino tratado em glutaraldeido 0,05% por 2 horas, valor de 1,06 + 0,34 Kg/mm?

(FORTI et al. 2006). Valores estes que se aproximam dos encontrados neste estudo
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para o pericardio bovino, tanto a fresco (1,0 Kg/mm?), quanto conservado em glicerina
por 30 (1,4 Kg/mm?), 60 (1,3 Kg/mm?) e 90 dias (1,7 Kg/mm?).

O valor da tensao para o pericardio bovino a fresco, registrado por COSTA et al.
(2005), difere das demais observacoes, sugerindo que a selecdo das amostras para a
realizacdo dos ensaios mecanicos interferiu nos valores da tensdo, uma vez que 0s
autores utilizaram apenas amostras padronizadas para a confeccao de biopréteses
valvares.

Embora se tenha observado maiores valores para as forcas de tracao aplicadas
aos corpos de prova de centro tendineo bovino, avaliados neste estudo, constatou-se
para tensdo desta estrutura, valores entre 0,57 e 0,65 Kg/mm?, sendo estes, inferiores
aos encontrados para o pericardio, porém, maiores do que os apresentados pelo
peritbnio, que dentre os tecidos avaliados, foi o que exibiu menores valores para a
tensdo (0,37 a 0,56 Kg/mm?).

Verificou-se para todas as membranas estudadas, que o aumento no tempo de
conservacao em glicerina, promovia diminuicdo em sua rigidez. Tal situagcdo foi
evidenciada pela diferenca nos valores de alongamento apresentados tanto pelas
amostras analisadas a fresco, quanto naquelas conservadas em glicerina por até 90
dias. Estas informacdes se assemelham as observacdes de ABRAHAO et al. (1992), ao
relatarem diferencas significativas para o alongamento do peritbnio bovino a fresco
(16,58 = 0,58 mm) e conservado em glicerina por 60 dias (28,93 + 1,54 mm).

De acordo com COSTA et al. (2005), o pericardio bovino a fresco, quando
submetido a tracao, distende-se por cerca de 20% de seu comprimento inicial, valor que

se aproxima do descrito para este mesmo tecido a fresco (23,5%) e tratado em
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glutaraldeido 0,05% por 2 horas (27,2%), segundo os relatos de FORTI et al. (2006), e
também estdo préximos aos valores observados neste estudo, no qual o pericardio a
fresco apresentou alongamento em torno de 30% e o conservado em glicerina por 90
dias, alongamento de 43%. Estes achados sao atribuidos a agéo da glicerina no tecido,
tal qual descreveu REYES (1993) para o pericardio e para a facia lata de equinos
conservados em glicerina, por 30 ou 40 dias. Entretanto, PIGOSSI (1964) nao constatou
alteracdo no grau de elasticidade da dura-mater canina conservada em glicerina, da
mesma forma que NOORTH et al. (1981) citados por WELLS (2006), quando
analisaram a dura-mater humana apds imersdo em glicerina e, subseqlente
reidratacao.

Quanto a integridade morfologica e estrutural dos elementos que constituem as
amostras colhidas das membranas avaliadas, tanto a fresco quanto aquelas
conservadas em glicerina a 98%, por periodo de 30, 60 e 90 dias, verificadas nesta
oportunidade, assemelham-se aos relatos de DALECK et al. (1987), que néo
observaram alteracées no aspecto das células mesoteliais e das fibras conjuntivas de
peritbnio canino autégeno ou homdgeno conservado em glicerina, durante 30, 90 ou
240 dias, implantados em cées. Também estdo em concordancia com as constatagoes
de DALECK et al. (1988), ao observarem, em outra oportunidade, que o peritdnio
bovino conservado em glicerina a 98% por 60 dias apresentava-se semelhante ao
periténio a fresco.

As comparacOes entre todas as preparagdes das membranas conservadas em
glicerina nos distintos periodos, com as do material a fresco correspondente (centro

tendineo, pericardio e peritbnio), demonstraram um esmaecimento na coloracao geral e
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uma melhor evidenciacdo dos nucleos no material conservado em glicerina. Tais
caracteristicas, provavelmente, devem-se ao fato de que a glicerina, tratando-se de um
alcool triidrico de formula molecular C3zHgO3 (LEITE et al. 1979), reage com o
citoplasma da célula diminuindo a afinidade tintorial para a eosina e aumentando para a
hematoxilina.

Com relacao a retracao observada entre as fibras de colageno das preparacdes
oriundas das membranas conservadas em glicerina a 98%, que nao foram verificadas
nas amostras provenientes do material a fresco, deve-se considerar o fato da glicerina
apresentar acentuada hidrofilia, devido a sua polaridade, que ao tornar-se livre é capaz
de atrair atomos de hidrogénio das moléculas vizinhas, sem, contudo, promover uma
reacao quimica, preservando a arquitetura tecidual. Entretanto, tanto a glicerina quanto
a agua, moléculas polares, apresentam o fendmeno fisico-quimico de atragcdo mutua,
que promove a condensacgao do volume, caracterizando uma acao desidratante, que a
rigor, consiste em uma diminui¢cdo de volume exercida pela glicerina nas preparacoes
que nela forem conservadas. Propriedade esta, fundamental para explicar tanto a
ocorréncia da delaminacédo, ou seja, do deslocamento das camadas do colageno,
quanto ao evento da retracdo dos nucleos (PIGOSSI et al., 1971).

Assim, o sucesso da implantacdo de qualquer uma dessas membranas
dependera, em grande parte, da reagdo bioldégica no processo de reparacao e
regeneracao tecidual, sugerindo a necessidade de investigacbes mais especificas sobre

esses eventos, principalmente, aguelas envolvendo experimentagdes “in vivo”.
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6 CONCLUSOES
— Nao houveram modificagdes significativas na integridade tecidual das

membranas ora estudadas quando submetidas a acao da glicerina;

— O pericardio se mostrou como a membrana mais resistente dentre as trés
avaliadas;

— A glicerina diminuiu a rigidez dos tecidos testados, sem interferir na resisténcia

dos mesmos.
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