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ESTRUTURA E ULTRA-ESTRUTURA DE MEMBRANAS BIOLOGICAS
DE OVINOS DA RACA SANTA INES (OVIS ARIES, L., 1758) A FRESCO E
CONSERVADAS EM GLICERINA

RESUMO- Na reconstrucao dos defeitos teciduais recomenda-se a utilizacao
de implantes bioloégicos ou sintéticos; dentre os primeiros utilizam-se
comumente material de membranas obtidas de diferentes espécies animais.
Com isto o objetivo deste estudo foi verificar a morfologia estrutural e ultra-
estrutural do periténio, pericardio, tunica vaginal e fascia lata de 15 ovinos da
raca Santa Inés machos adultos, provenientes da Estancia Santa Barbara do
municipio de Poloni, Estado de S&o Paulo. Essas membranas foram colhidas
imediatamente apds o abate dos animais; convenientemente identificadas e
mantidas, individualmente em frascos com solucéo fisiolégica de NaCl a 0,9%
para seu transporte até o laboratério, onde foram processadas. Uma parte
dessas amostras denominada a fresco foi imediatamente submetida a técnica
histoldgica usual e a técnica para o preparo de material a ser observado ao
microscopio eletrdnico de varredura. A outra parte desse material foi subdivida
em fragmentos destinados a conservacdo em glicerina a 98% para seu
processamento em 15, 30, 60 e 90 dias, submetidas também a técnica usual
histoldgica; e pequenos fragmentos conservados em glicerina até os 30 dias
foram retirados e submetidos a técnica para o preparo para serem observados
ao microscépio eletrbnico de varredura. Ambas as amostras processadas
foram analisadas e os resultados comparados. Constatou-se para todas as
membranas analisadas, que tanto as amostras do material a fresco, quanto as
conservadas em glicerina, ao serem observadas ao microscopio de luz,
apresentaram a mesma constituicdo estrutural, embora, no caso do material
conservado em glicerina, algumas alteracbes como espagamento entre as
fibras de coldgeno, puderam ser evidenciadas. Com relagdo as amostras de
pericardio, de peritbnio, de tunica vaginal e de fascia lata a organizagéo
tecidual foi de uma camada de tecido conjuntivo denso ndo modelado com
fibras dispostas irregularmente, revestido por mesotélio. Mediante a analise
pela microscopia eletrbnica de varredura verificou-se a integridade da
organizagao tecidual das membranas estudadas tanto nas amostras a fresco
quanto nas conservadas em glicerina nos dias 30; ndo se constatou intensa
defibrilacdo e nem uma acentuada fragmentacao das fibras colagenas, apenas
um leve desarranjo.

Palavras-chave: glicerina, membranas biolégicas, ovinos
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STRUCTURE AND ULTRA-STRUCTURAI OF MEMBRANES BIOLOGICAL
OF OVINES OF THE RACE SAINT INES (Ovis aries, L., 1758) THE COOL
ONE AND CONSERVED IN GLYCERIN

ABSTRACT- In the reconstruction of the tissue defects use of biological
implantations sends regards to it or synthetic, amongst the biological
implantations they are used commontly material of gotten membranes of
different animal species, with this the objective of this study was to verify the
structural and ultra-structural morphology of the peritoneum, pericardium, tunica
vaginalis and fascia lata can of 15 ovines of the race male Saint Ines adult,
proceeding from the Ranch Saint Barbara of the city of Poloni, State of Sao
Paulo. These membranes had been harvested immediately after abate it of the
animals; conveniently identified, being kept, individually in bottles with
physiological solution of NaCl 0.9% for its transport until the laboratory, where
they had been processed. A part of these samples called the cool one
immediately was submitted to the usual histological technique and the
techniqgue for the material preparation to be observed to the electron
microscope of sweepings. To another part of this material it was you subdivide
in fragments destined to the conservation in glycerin 98% for its processing in
15, 30, 60 and 90 days, also submitted to the histological usual technique; e
small fragments conserved glycerin until the 30 days had been removed and
submitted the technique for the preparation to be observed to the electron
microscope of sweepings. Both the processed samples had been analyzed and
the comparative results. One evidenced that for all the analyzed membranes,
that as much the samples of the material the cool one, how much to the
conserved ones in glycerin, being observed to the light microscope, they had
presented the same structural constitution, even so, in the case of the material
conserved in glycerin, some alterations as espacing enters collagenous staple
fibres, could have been evidenced. With regard to the samples of pericardium,
of peritoneum, of tunica vaginales and fascia lata can the tissue organization
was of a layer the tissue conjunctive dense not shaped with staple fibres made
use irregularally, coated for a mesotélio layer. By means of the analysis for the
electronic microscopy of sweepings it was verified in such a way integrity of the
tissue organization of the membranes studied in the samples the cool one how
much in the conserved ones in glycerin in days 30; not intense defibrillation was
evidenced and nor one accented spalling of collagens staple fibres, only one
has taken disarrangement.

Keywords: biological membranes, glycerin, ovine
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1. INTRODUCAO

Na reconstrucdo dos defeitos teciduais que advém de varios fatores,
sejam eles traumaticos, congénitos ou em decorréncia de enfermidades,
recomenda-se a utilizacdo de implantes biolégicos ou sintéticos, pois a
aproximagao por primeira intengdo pode ocasionar tensdo na linha de sutura e
consequente deiscéncia da ferida cirargica (EURIDES et al., 1994).

Dentre os implantes bioldgicos utilizam-se comumente material de
membranas obtidas de diferentes espécies animais, 0s quais, mediante
processos de reparacao, caracterizam-se por fornecer arcabouco, tanto para a
orientagao, quanto para o desenvolvimento de novos tecidos, restabelecendo a
estrutura e a funcéo do 6rgao afetado (BATISTA et al., 1996).

Em meio as membranas biolégicas comumente estudadas destacam-se,
entre outras, o centro tendineo, a dura-mater, a fascia lata, o pericardio e o
peritbnio que se caracterizam por serem constituidas, quase que
exclusivamente de colageno (ALVARENGA, 1992), fator fundamental uma vez
que as membranas utilizadas em implantes devam possuir a mesma
constituicao das estruturas do receptor.

As membranas biolégicas tém como meio de conservagcdo mais usual
glicerina a 98%, mantida em temperatura ambiente, substancia esta que
apresenta as seguintes vantagens: baixo custo, propriedade anti-séptica,
rapida acao desidratante e fixadora, manutencao da integridade celular e da
textura original dos tecidos. (ALVARENGA, 1992; WELLS, et al., 2006).

Quanto as espécies animais das quais se obtém membranas bioldgicas

para implantes, h4 pelo menos quatro décadas se tem investigado e utilizado



membranas provenientes de caes, equinos, suinos e bovinos preservados em
diferentes meios (PIGOSSI, 1964; PIGOSSI, 1967; INATOMI et al., 1980;
DALECK et al., 1987; DALECK et al., 1988; VAMHIDY et al., 1990;
ALVARENGA, 1992; DALECK et al.,, 1992; REYES, 1993; BATISTA et al.,
1996; SARTORI FILHO et al., 1997; COSTA NETO et al., 1999; MOTA et al.,
2002; NOLASCO et al., 2003).

Ensaios com membranas biolégicas de bovinos tém apresentado
resultados satisfatérios, como no caso do emprego da dura-mater conservada
em glicerina por periodo maior que seis meses, utilizada na reparagédo da
bainha do musculo reto do abdome de caes (INATOMI et al., 1980); ainda com
este mesmo conservante foi utilizado peritbnio nas seguintes situagdes:
substituicdo de retalho diafragmatico de cdes (DALECK et al.,, 1988), na
reparacao de hérnia perineal de caes (DALECK et al., 1992), tenoplastia do
tenddo calcanear comum em cdes (COSTA NETO et al, 1999) e na
esfincteroplastia do musculo esfincter anal externo em caes (RODASKI et al.,
2000). O pericardio bovino também foi utilizado na corregdo do parénquima
pulmonar de caes apds sua resseccao (VAUGHN et al.,, 1998) e ainda na
artroplastia acetabulo-femoral também de cao (RODASKI et al., 2002).

Em ratos testaram-se a viabilidade do emprego do peritdnio bovino como
alternativa para o uso de tela cirdrgica implantada na parede abdominal, pois
esta membrana bioldgica, apds colheita pode ser preparada da mesma forma
que o pericardio bovino e, além disso, fornece maior area de tecido
aproveitavel por ser adaptavel as diversas situagbes da pratica cirdrgica

(BASTOS et al., 2005).



Geralmente, grandes partes dos trabalhos que se referem as
membranas biolégicas buscam avaliar a viabilidade da sua utilizacao,
analisando na maioria dos casos sua aplicacdo em procedimentos cirurgicos,
de varias regides do organismo; desta forma, verifica-se que ha a necessidade
de estudos minuciosos sobre a morfologia dessas membranas, que aprimorem
o conhecimento de suas propriedades e, consequentemente, reforcem a
exequibilidade de sua utilizagao.

Sabendo-se que o0s ovinos constituem grupo de eleicdo na
experimentacao para o homem sendo utilizados como modelo experimental,
tanto no desenvolvimento de ensaios fisioldégicos, quanto nos procedimentos
cirurgicos e ortopédicos, pois apresentam algumas propriedades fisicas
semelhantes as dos seres humanos, entre as quais, o tamanho de alguns
orgaos (RAND, 2002), torna-se importante também a pesquisa relativa as
membranas biolégicas nesses animais.

Constata-se na ovinocultura brasileira que as racas deslanadas,
produtoras de carne, caracterizam-se por sua rusticidade e consequente
resisténcia, sendo adaptadas a quase todas as regides do pais; dentre elas, os
ovinos da Raca Santa Inés destacam-se por apresentar peso elevado e alta
prolificidade (MENDES, 2000). Embora, apesar de sua aptidao zootécnica,
poucos sao os relatos detalhados sobre sua morfologia na literatura
especializada.

Diante de tais fatos, fazem-se necessarias abordagens morfolégicas
mais abrangentes para estes animais, inclusive relativo as suas membranas
bioldgicas, conferindo-lhe mais este atributo, isto é, o de doadores de material

biolégico.



Assim, objetivou-se o] estudo estrutural e ultra-estrutural (a
microscopia eletrbnica de varredura), comparativo, do pericardio parietal,
peritdnio parietal, tinica vaginal parietal e fascia lata de ovinos da raca Santa
Inés, a fresco (considerado controle) e conservadas em glicerina a 98%,
durante diferentes periodos. A morfologia macroscopica destas membranas

pode ser evidenciadas na figura 1.
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Figura 1- Fotografias das membranas utilizadas. Em A- fotografia do membro pélvico

de um bovino, onde se observa a fascia lata (*). Em B- fotografia da
cavidade toracica de equino, onde se observa o pericadio parietal (*). Em
C- fotografia da cavidade abdominal de cdo, onde se observa o peritdnio
parietal (*). Em D - fotografia do testiculo de bovino onde se pode
observar a tunica vaainal parietal (setas superiores).



2. REVISAO DA LITERATURA

As membranas serosas sao formadas por epitélio simples pavimentoso,
o mesotélio, associado ao tecido conjuntivo. Elas revestem as cavidades
celométicas sendo umedecidas pelos fluidos contidos nestas cavidades. Os
envoltérios serosos dos 6érgaos contribuem sobremaneira para o processo de
reparacdo das visceras. A deposicdo de fibrina no tecido conjuntivo
submesotelial e subseroso promove a diminuicdo do extravasamento no
processo da reparacao, vedando a ferida; a formacéao de aderéncias tem como
base a atividade dos fibroblastos e a deposicdo de colageno nestas regides
(BANKS, 1992).

O tecido conjuntivo caracteriza-se por possuir certa quantidade de
substancia intersticial ou matriz intercelular, composta por substancia
fundamental amorfa e fibras. O tecido conjuntivo propriamente dito, nos
vertebrados de um modo geral, distribui-se por todo o organismo, exceto no
interior do sistema nervoso central, transportando vasos e 0s nervos,
integrando a estrutura intima dos érgaos e, na maioria das vezes, separa um
6rgao do outro, quer envolvendo-o e delimitando-o, por intermédio de uma
estrutura mais flacida de preenchimento (GEORGE & CASTRO, 1998).

A presenca de fibras colagenas permite classificar o tecido conjuntivo.
Pequenas quantidades de fibras colagenas de permeio a substancia
fundamental, permite-nos falar em tecido conjuntivo frouxo, como é o caso da
maioria dos tecidos de preenchimento. Quantidade maior dessas fibras
colagenas permite classifica-lo em tecido conjuntivo denso, que por sua vez

quando suas fibras ou feixes de colagenos se dispdem paralelos entre si, o



tecido é considerado denso modelado, como os tenddes, estruturas que ligam
0S musculos aos 0ssos; ainda se suas fibras ou feixes de colagenos estao
dispostos de modo desordenado, o tecido conjuntivo denomina-se denso nao
modelado, como € o caso da derme (GEORGE & CASTRO, 1998). As fibras ou
feixes colagenos a fresco s&o brancas, conferindo essa cor aos tecidos nos
quais predominam, e em laminas tratadas pela hematoxilina e eosina coram-se
em réseo (GEORGE & CASTRO, 1998; JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2004).

O tecido conjuntivo frouxo suporta estruturas normalmente sujeitas a
pressao e pequenos atritos, € um tecido conjuntivo muito comum que preenche
espacos entre grupos de células musculares, suporta células epiteliais e forma
camadas em torno dos vasos sanguineos. Encontra-se também nas papilas da
derme, na hipoderme, nas membranas serosas que revestem as cavidades
peritoneais, pleuras e nas glandulas; nas membranas mucosas o tecido
conjuntivo frouxo € chamado de lamina prépria ou corion. O tecido conjuntivo
frouxo contém todos os elementos estruturais tipicos do tecido conjuntivo
propriamente dito, ndo havendo, entretanto, nenhuma predominancia de
qualquer dos componentes e as células mais numerosas sao os fibroblastos e
macréfagos, mas todos os outros tipos celulares do tecido conjuntivo também
estdo presentes, além de fibras colagenas e elasticas; este tecido tem
consisténcia delicada, é flexivel, bem vascularizado e ndo muito resistente a
tracdes (GARTNER & HIATT, 1999; JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2004).

O tecido conjuntivo denso ndo modelado recebe este nome porque suas
fibras colagenas se agrupam em feixes que se entrelagcam e seguem nas mais
variadas dire¢des para formar uma intricada rede tridimensional. Em algumas

localizagbes, as fibras colagenas se misturam com algumas poucas fibras



elasticas. As células se encontram em meio a uma escassa substancia
fundamental que € altamente hidratada de moléculas amoénicas (
glicosaminoglicanas e proteinas) e glicoproteinas multiadesivas, e tratam-se
de fibroblastos, cujos citoplasmas sédo dificeis de distinguir; este tecido é
encontrado na derme, no pericéndrio, no peridstio, no epineuro, na dura-mater
e na capsula de varios 6rgdaos como o figado, o baco e os testiculos (HIB,
2003; JUNQUERA & CARNEIRO, 2004).

O tecido conjuntivo denso modelado apresenta feixes de colagenos
paralelos entre si, e alinhados com os fibroblastos, trata-se de um conjuntivo
que formou suas fibras colagenas em resposta as forcas de tracdo exercidas
num determinado sentido. Neste caso, os fibroblastos; em resposta a forcas
gue normalmente atuam sobre os tecidos, orientam as fibras que produzem de
modo a oferecer o maximo de resisténcia a estas forgas; este tipo de tecido é
encontrado em tenddes, aponeuroses e nos ligamentos (HIB, 2003;
JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2004).

A eficiéncia da cirurgia reparadora, geralmente, esta associada a reacao
biolégica de reparacado e ndo a sobrevida dos elementos celulares presentes
no implante; a preservacao dos implantes nao pressupde a manutencao da
viabilidade celular uma vez que este funciona como um arcaboug¢o ou suporte
temporario a migragcédo de fibroblastos. Além disso, os agentes conservantes
sao substancias dotadas de acdo germicida ou germiostatica, as quais se
destinam a evitar as alteracbes que possam ocorrer em qualquer tecido
conservado, proveniente de proliferacao microbiana (PRISTA et al., 1990;

BATISTA et al., 1996).



Os diferentes tecidos animais mantém-se integros mediante utilizagdo
de métodos de conservagdao que podem ser classificados em duas grandes
categorias: os que mantém a vitalidade celular e os que nao mantém (LEITE et
al., 1979). Neste ultimo grupo, encontra-se a glicerina a 98%, que atualmente é
um dos meios mais amplamente utilizados, tanto em casos clinicos cirurgicos
quanto em estudos experimentais (DALECK et al., 1992; COSTA NETO et al.,
1999; OLIVEIRA et al., 1999; BRUN et al., 2000; CONTESINI et al., 2001;
RAISER et al., 2001).

Como caracteristicas principais, os meios de preservacao utilizados para
manter as membranas biolégicas devem possuir um alto poder estabilizador,
impedindo a total decomposicdo dos tecidos e o0 crescimento de
microorganismos; preservar ao maximo a integridade celular, aumentar a
resisténcia a tracdo dos tecidos e atuar por um periodo de tempo prolongado
(ALVARENGA, 1992; MOTA et al., 2002).

Na preservagcdo ou conservagao de implantes biologicos a glicerina a
98% a temperatura ambiente facilita muito seu emprego em muitas situacoes,
pois dispensa meios de conservacdao de custo elevado, além de possuir
propriedade antisséptica (ALVARENGA, 1992). Uma das principais
caracteristicas da glicerina é a capacidade de desidratagéao celular (PIGOSSI,
1964; PIGOSSI, 1967; DALECK et al.,, 1987; ALVARENGA, 1992) que sem
alterar a concentragdo i6nica das células, mantém sua integridade (PIGOSSI,
1964). Apds reidratacdo as membranas se comportam como tecidos naturais,
sugerindo que esse meio nao € reativo com a matriz extracelular, tratando-se
de um agente quimico mecanicamente seguro para reducdo da degeneracéo

tecidual (WELLS et al., 2006).



MOTA et al. (2002) analisaram a ultra-estrutura da tunica muscular do
intestino delgado de cées preservados em diferentes meios (solucao
supersaturada de acgucar a 300%, glicerina a 98%, polivinil pirrolidona a 5% e
solucdo alcodlica de timerosal 1:1000), concluindo que nenhuma das solucées
estudadas € capaz de manter a integridade celular; porém, dentre os meios
avaliados, as solugbes supersaturadas de agucar a 300% e a glicerina a 98%
foram as que melhor apresentaram resultados.

Os estudos ainda nao estao claros quanto ao seu mecanismo de agao
junto aos tecidos; no entanto, sabe-se que ela estabiliza os monémeros de
colageno, mas desestabiliza as fibrilas colagenas precipitadas. Assim, quando
um tecido é imerso nesta substancia, a agua € osmoticamente retirada numa
proporcdo dependente da densidade da fibra, da concentracdo da glicerina e
da temperatura. Apds reidratacdo as membranas recuperam suas pontes de
agua e se comportam como tecidos naturais, desta forma esse meio néao é
reativo com a matriz extracelular, sendo um agente quimico mecanicamente
seguro para reducao da degeneracao tecidual (WELLS et al., 2006).

Para PIGOSSI et al., (1971) a glicerina apresenta acentuada hidrofilia,
devido a sua polaridade, que ao tornar-se livre é capaz de atrair &tomos 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 fenédmeno fisico-quimico de atracao
mutua, que promove a condensagcdo do volume, caracterizando uma acgao
desidratante, que a rigor, consiste em uma diminuicdo de volume exercida pela
glicerina nas preparagbes que nela forem conservadas, propriedades esta,

fundamental para explicar tanto a ocorréncia da delaminacdo, ou seja, do



deslocamento das camadas do colageno, quanto o evento da retracdo dos
nucleos celulares.

Os tecidos conservados em glicerina a 98% devem ser reidratados antes
da realizacdo dos enxertos ( ALVARENGA, 1992; SMITH et al., 1996). O tempo
de reidratacdo para tecidos pequenos segundo as indicagdes de SARTORI
FILHO et al., (1997) deve ser de pelo menos 15 minutos. Porém esse tempo
pode variar de acordo com a forma, espessura e tamanho do material, pois,
enxertos de formas arredondados e de dimensdées aumentadas podem a
reidratacao durar até 24 horas (SMITH et al., 1996).

Em associacdo a preservacao destes materiais, faz-se necessaria a
avaliagao de alteracOes na estrutura de sustentacao dos tecidos, considerada
de grande importancia. Dessa forma, alguns estudos foram realizados neste
ambito (DALECK et al. 1987; DALECK et al. 1988; DALECK et al. 1992; MOTA
et al. 2002; NOLASCO et al. 2003).

No que se refere as descricoes sobre a histologia das membranas ora
estudadas, nos tratados, atlas e estudos cientificos, estes descrevem que a
funcéo principal do peritbnio e de outras membranas serosas é a de reduzir a
friccao entre 0 movimento dos 6rgaos; a membrana serosa peritoneal consiste
de uma camada de células planas e uma camada de tecido conjuntivo de
espessura e estrutura variaveis, contendo células, vasos sanguineos, vasos
linfaticos e fibras nervosas imersos em matriz do conjuntivo. Sob o microscépio
de luz, as células mesotelias sdo planas com nudcleos que se salienta do
citoplasma para dentro da cavidade peritoneal (THE PERITONEUM..., 2000;

DYCE et al., 2004; JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2004).
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O aspecto das células mesoteliais e das fibras conjuntivas do periténio
autélogo ou homoélogo em cao, conservado em glicerina, durante 30, 90 ou 240
dias nao sofreram alteracoes, embora as fibras se mostraram mais acidofilas
em relacao ao material a fresco (DALECK et al., 1987).

Em outro estudo, DALECK et al., (1988) observaram que o peritdnio
bovino conservado em glicerina a 98 % por 60 dias apresentava-se semelhante
ao peritbnio a fresco, somente algumas fibras apareceram mais acidéfilas,
retraidas e com ndcleos condensados. Também DALECK et al., (1992)
notaram que o peritdnio bovino sob as mesmas condi¢cées de conservacao,
exibiu, apds 180 dias, células mesoteliais e fibras conjuntivas semelhantes ao
material processado a fresco, diferindo do estudo anterior, nos ndcleos das
células que se apresentavam ligeiramente retraidos e mais basdfilos.

Internamente ao mediastino, 0 coragédo e os grandes vasos sanguineos
estdo incluidos em um saco seroso fibrocolageno compacto frouxo,
denominado de pericardio, este saco protetor é composto de duas camadas,
separadas por um espago chamado de cavidade pericardica. A camada
exterior € denominada de pericardio parietal, e a interna de pericardio visceral
(STEVENS & LOWE, 1992; ROSS, 1999).

O pericardio parietal consiste na uniao de duas camadas teciduais, uma
camada exterior, compacta, formada de tecido conjuntivo fibroso e uma
camada serosa interna. A camada serosa € composta por tecido conjuntivo
frouxo e tecido epitelial simples pavimentoso, o mesotélio, que secreta uma
pequena quantidade de liquido. Esta camada fluida lubrifica as superficies para
permitir a friccdo causada pelo movimento livre do coragdo dentro do pericardio

durante contragbes musculares. A camada fibrosa do pericardio parietal é
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unida ao diafragma e funde-se com a parede exterior dos grandes vasos
sanguineos que saem do coracdo (ROSS, 1999; JUNQUEIRA & CARNEIRO,
2004).

Assim, o pericardio parietal d4 forma a um saco forte para a protegédo do
coracéao e o pericardio visceral reveste o exterior desse 6rgao e apresenta uma
camada externa de células mesotelias planas, que encontram-se sobre um
estroma do tecido fibrocolageno de sustentacdo que contem fibras elasticas, tal
qual as grandes artérias que fornecem sangue a parede cardiaca, e as grandes
veias que drenam dessa regido. As grandes artérias (artéria coronaria) e as
grandes veias (veias cardiacas) sao cercadas pelo tecido adiposo, que se
expande para o epicardio (ROSS, 1999; JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2004).

A fascia lata é a continuacao distal da fascia glutea que cobre os
musculos laterais da coxa, estendendo-se desde o musculo semitendinoso ao
musculo biceps femoral, recobrindo frouxamente o quadriceps femoral
(NICKEL et al., 1985). As massas musculares sao estruturas distintas
separadas pelo tecido conjuntivo denso chamado de fascia, considerada a
capsula do érgao, sendo chamadas de epimisio pelos histologistas. As fibras
individuais dos feixes ou fasciculos estdo separadas por uma trama delicada de
tecido conjuntivo frouxo, o endomisio (BANKS, 1992).

SILVA et al., (2000) em um experimento semelhante ao de BACON et al.
(1984), relatam que o auto-enxerto de fascia lata utilizado na reparacao do
ligamento cruzado rompido experimentalmente em caes, mantém a
estabilidade da articulagdo do joelho, apresentando-se macroscopicamente
espesso, com didmetro superior ao do ligamento normal. A microscopia, exibe

intensa presenca de tecido conjuntivo, contendo colageno envolvido por tecido
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conjuntivo frouxo, que ao longo do tempo organiza-se em feixes paralelos e
com fibras onduladas.

RODASKI et al., (2000) utilizaram experimentalmente na mioplastia do
esfincter anal externo em cées a fascia lata autéloga, e concluiram que tanto
as caracteristicas desta membrana, tais como elasticidade e resisténcia, além
do fato de se constituir um material autdlogo, e, portanto com antigenicidade
nula, permitiu a realizacao deste experimento sem ocorréncia de complicagdes
pbs-operatdrias como estenose anal, rejeicao e desprendimento do enxerto.

O testiculo é revestido por uma tlanica serosa, constituida de mesotélio e
lamina prépria, ela recebe o nome de tunica vaginal, que apresenta uma lamina
parietal, o peri-6rquio, e uma lamina visceral, o epi-6rquio. A lamina parietal
pode conter fibras musculares lisas, pertencentes ao musculo cremaster (DI
DIO, 1999).

No que se refere a tunica vaginal, esta estrutura € um saco seroso que
envolve cada testiculo, sendo derivado do peritonio. Esta tunica consiste de
duas camadas: uma parietal exterior e uma visceral interna, que recobre a
tunica albuginea nas porcdes anterior e lateral de cada testiculo (JUNQUEIRA
& CARNEIRO, 2004).

A lamina visceral recobre a maior parte do testiculo e epididimo,
conectando o epididimo ao testiculo por meio de uma dobra distinta. Da borda
posterior do testiculo reflete-se sobre a superficie interna do escroto. A lamina
parietal é mais extensa do que a visceral, estendendo-se tanto na parte
dianteira, medial e abaixo do testiculo. A superficie interna da tunica vaginal é

lisa, e coberta por uma camada de células mesoteliais. O intervalo entre a
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lamina visceral e parietal constitui a cavidade da tunica vaginal (JUNQUEIRA &
CARNEIRO, 2004; TUNICA VAGINALIS, 2006).

GALERA, (1999) utilizou com éxito a lamina parietal da tunica vaginal
autégena a fresco, em ceratoplastias lamelares experimentais em caes, e
concluiu que o emprego desta membrana € eficaz e de baixo custo e que as
cérneas que as receberam evoluiram dentro dos padrbes classicos de
reparacao tecidual, com poucas sequelas cicatriciais.

NORONHA et al., (2001) relatam que o funiculo espermatico do jumento
(Equus asinus, L. 1758) da raca Péga mostra-se envolvido por uma delgada
capsula de tecido conjuntivo denso, revestido por epitélio simples pavimentoso,
o mesotélio, caracterizando a lamina visceral da tunica vaginal. Estas
descricoes também séo relatadas por CARVALHAL et al., (2000) em estudos

realizados em ovinos da raca Corriedale (Ovis aries, L. 1758).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 - Animais

Foram utilizados no presente estudo 15 ovinos da raga Santa Inés,
adultos machos, fornecidos pela Estancia Santa Barbara do municipio de
Poloni no Estado de Sao Paulo, os quais foram destinados ao abate em
decorréncia de outros experimentos, cujas abordagens nao interferiram nas
estruturas analisadas neste trabalho. O abate ocorreu no setor de
caprinocultura da FCAV, Campus de Jaboticabal e foi realizado mediante
normas de abate de animais destinados ao consumo, pois parte da carne foi

conduzida para esta finalidade.
3.2 - Colheita do material

Foram colhidos ap6s o abate, quatro tipos de membranas: o pericardio
parietal,o peritbnio parietal, a tunica vaginal parietal e a fascia lata. Apds este
procedimento, as amostras foram devidamente lavadas em &gua corrente para
a retirada de residuos.

Parte das amostras, denominadas a fresco, foram acondicionadas em
recipientes de boca larga, submersas em solucgéao fisiolégica de NaCl a 0,9%. A
outra parte das amostras foi colocada em recipientes contendo glicerina a 98%,
conservada em temperatura ambiente; a proporcao glicerina/membrana foi

superior a 20:1.
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3.3 - Processamento do Material

Ap6s a colheita, as amostras conservadas em solucao fisiolégica de
NaCl a 0,9%, denominadas a fresco e consideradas do grupo controle, foram
divididas em duas partes: uma delas encaminhada ao Setor de Técnicas
Morfolégicas do Laboratério de Anatomia, para o processamento e andlise a
microscopia de luz; a outra levada ao Laborato6rio de Microscopia Eletronica da
Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias — FCAV/Unesp - Campus de
Jaboticabal, para preparacao e analise ultra-estrutural.

As amostras destinadas a conservacdao em glicerina a 98% foram
divididas e processadas para a analise histolégica aos 15, 30, 60 e 90 dias.

A analise ultra-estrutural foi realizada nas amostras conservadas em
glicerina a 98% por 30 dias, tempo este considerado o minimo para a
conservacdo da membrana nesta substdncia, antes da sua utilizacdo em

cirurgias.

3.3.1 — Microscopia de Luz

Os tecidos conservados em glicerina foram inicialmente reidratados por
20 minutos, procedimento semelhante ao que sdo submetidos nos periodos pré
e trans-operatério e, em seguida, processados mediante rotina histoldgica.

Para o processamento histolégico de cada amostra, tanto a fresco
quanto conservada em glicerina, um fragmento foi coletado e fixado em formol
tamponado a 10%, sendo posteriormente incluido em Histosec® (Merck).

Para inclusdo em Histosec®, o material foi lavado em &lcool a 70% para
retirar o excesso do fixador. Em seguida, os fragmentos foram submetidos a
desidratacdo, mediante imersdo consecutiva em alcool 70 %, 80%, 90% e 100

%, durante trés horas e, posteriormente, realizou-se a diafanizagdo com xilol
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por 90 minutos. Apds este procedimento, o material foi embebido em Histosec®
por 90 minutos, em estufa a temperatura de 56 °C e, na seqliéncia procedeu-se
a incluséo.

A microtomia do material foi realizada em micrétomo automatico (Leica,
RM 2155), obtendo-se cortes de 5 um com auxilio de navalhas descartaveis, os
quais foram submetidos a coloracao por hematoxilina e eosina (HE), de acordo
com as técnicas descritas por TOLOSA et al., (2003). Algumas preparacoes

foram fotodocumentadas em microscépio de luz BX-50 (Olympus®).

3. 3. 2 - Avaliacao ultra-estrutural

Seguindo metodologia estabelecida pelo Laboratério de Microscopia
Eletrénica da FCAV/UNESP, as amostras do material foram fixadas em solucao
de glutaraldeido a 2,5% em tampao fosfato (0,1 M, pH 7,4) por 48 horas,
lavadas em tampéo fosfato, tratadas com tetréxido de 6smio a 1%, lavadas
novamente em tampéao fosfato, desidratadas em série crescentes de alcool
(30% a 100%), durante 20 minutos cada etapa, secadas ao ponto critico no
aparelho EMS 850°, metalizadas com ions de ouro em um aparelho DESK II®
(DETON VACUUM) examinadas e fotografadas ao microscopio eletrénico de
varredura JEOL® (JSM 5410), operando com feixe de elétrons de 15 keV. As

observagdes relativas as diferentes amostras foram comparadas.
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4. RESULTADOS

Constatou-se para todas as membranas analisadas, que tanto as
amostras do material a fresco, quanto as conservadas em glicerina a 98%, nos
dias 15, 30, 60 e 90, ao serem observadas ao microscéopio de luz,
apresentaram a mesma constituicdo estrutural, embora, no caso do material
conservado em glicerina, algumas alteragbes como espagamento entre as

fibras de colageno, puderam ser evidenciadas.

Quanto ao saco pericardico parietal, a fresco observou-se a presenca de
um epitélio simples pavimentoso (mesotélio), repousando sobre uma camada
de tecido conjuntivo frouxo, seguida por outra camada fibrocolagena compacta
denominada de tecido conjuntivo denso ndo modelado, com fibras pouco
aciddfilas dispostas irregularmente, préximas entre si, e com nudcleos de células
(fibrobrécitos) acentuadamente basoéfilos; pode-se observar também vasos
sanglineos que muitas vezes sado circundados por tecido adiposo, e em
algumas preparacdes evidencia-se uma imagem negativa da substancia

fundamental amorfa (Fig. 2).

Nas amostras de pericardio parietal conservadas em glicerina a 98%, nos
dias 15, 30, 60 e 90, foi verificada uma desorganizacao tecidual, mais

acentuada aos 15 dias (Figs. 3, 4, 5 e 6).
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Figura 2 - Fotomicrografia de amostra de pericardio parietal a fresco (grupo
controle) de ovinos da raga Santa Inés, no qual se observa o
mesotélio (seta); tecido conjuntivo denso ndo modelado (CNM);
fibras colagenas dispostas irregularmente (seta vasada); nucleo
de fibrécitos (»); vasos sanguineos (v) entremeados tecido
conjuntivo frouxo (CF); imagem negativa da substancia
fundamental amorfa (circulo). HE, 200x.
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Figura 3 - Fotomicrografia de amostra de pericardio parietal conservada
em glicerina 98%, aos 15 dias, de ovinos da raga Santa Inés,
no qual se observa uma desorganizacdo tecidual mais
acentuada do que nas amostras a fresco; verifica-se a
presenga de mesotélio (seta); tecido conjuntivo denso nao
modelado (CNM); fibras colagenas dispostas irregularmente
(seta vasada); nucleo de fibrécitos (P ); vasos sanguineos (v)
entremeados em tecido adiposo (AD); imagem negativa da
substancia amorfa (circulo). HE, 200x.
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Figura 4 -Fotomicrografia de amostra de pericardio parietal conservada em
glicerina 98%, aos 30 dias, de ovinos da raga Santa Inés, no qual se
observa uma desorganizacao tecidual mais acentuada do que nas
amostras a fresco; verifica-se a presenca de mesotélio (seta); tecido
conjuntivo denso ndao modelado (CNM); fibras colagenas dispostas
irregularmente (seta vasada); nucleo de fibrobrécitos (»), imagem
negativa da substancia amorfa (circulo). HE, 400x.
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Figura 5 - Fotomicrografia de amostra de pericardio parietal conservada em
glicerina 98%, aos 60 dias, de ovinos da raca Santa Inés, no qual
se observa uma desorganizagao tecidual mais acentuada do que
nas amostras a fresco; verifica-se a presenga de mesotélio (seta);
tecido conjuntivo denso ndo modelado (CNM); fibras colagenas
dispostas irregularmente (seta vasada); tecido conjuntivo frouxo
(CF); nacleo de fibrobrocitos (»); vasos sanguineos (V); imagem
negativa da substancia amorfa (circulo). HE, 400x.
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Figura 6 -

Fotomicrografia de amostra de pericardio parietal aconservada
em glicerina 98%, aos 90 dias, de ovinos da raca Santa Inés,
no qual se observa uma desorganizagdo tecidual mais
acentuada do que nas amostras a fresco; verifica-se a
presengca de mesotélio (seta); tecido conjuntivo denso nao
modelado (CNM); fibras colagenas dispostas irregularmente
(seta vasada); nucleo de fibrobrécitos (»); imagem negativa
da substancia fundamental amorfa (circulo). HE, 400x.
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Com relagao a amostra de peritdnio parietal a fresco, observa-se a
disposicao irregular de tecido fibrocoldgeno chamado de tecido conjuntivo
denso nao modelado, revestido por um epitélio simples pavimentoso
(mesotélio), apresentando nucleo de célula (fibrobrécitos) baséfilos, presenca
de vasos sanguineos entremeado em tecido conjuntivo frouxo; evidencia-se
também, em algumas regides, uma imagem negativa da substancia
fundamental amorfa (Fig. 7).

Quanto as amostras de peritonio parietal conservadas em glicerina 98%
nos dias 15, 30, 60 e 90 dias, evidenciou-se maior desorganiza¢ao do tecido
conjuntivo denso nao modelado aos 15 dias, embora, aos 30 dias sua
organizagdo assemelha-se novamente as amostras a fresco (Figs. 8, 9, 10 e

11).

e
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Figura 7 - Fotomicrografia de amostra de peritbnio parietal a fresco (grupo
controle) de ovinos da raga Santa Inés, no qual se observa o
mesotélio (seta); tecido conjuntivo denso ndo modelado (CNM);
fibras colagenas dispostas irregularmente (seta vasada); ndcleo
basdfilos de fibrocitos (P ); vasos sanguineos (v) entremeados em
tecido conjuntivo frouxo evidente (CF); imagem negativa da
substancia fundamental amorfa (circulo). HE, 200x.
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Figura 8 - Fotomicrografia de amostra de periténio parietal conservada em
glicerina 98%, aos 15 dias, de ovinos da raga Santa Inés, no
qual se observa uma desorganizagéo tecidual mais acentuada
neste tempo em relagdo as amostras a fresco; verifica-se
também a presenca de mesotélio (seta); tecido conjuntivo denso
nao modelado (CNM); fibras colagenas dispostas irregularmente
(seta vasada); nucleos basoéfilos de fibrobrécitos (P); vasos
sanguineos (v) entremeados no tecido conjuntivo frouxo (CF);
imagem negativa da substancia fundamental amorfa (circulo).
HE, 400x
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Figura 9 - Fotomicrografia de amostra de peritdnio parietal a conservada em
glicerina 98%, aos 30 dias, de ovinos da raca Santa Inés, no qual
se observa uma organizacao tecidual semelhante as amostras a
fresco; verifica-se a presengca de mesotélio (seta); tecido
conjuntivo denso ndao modelado (CNM); fibras colagenas dispostas
irregularmente (seta vasada); de nucleo basoéfilos de fibrocitos (P );
vasos sanguineos (v) entremeados no tecido conjuntivo frouxo;
imagem negativa da substancia fundamental amorfa (circulo). HE,
200x
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Figura 10 - Fotomicrografia de amostra de peritdnio parietal conservada em

glicerina 98%, aos 60 dias, de ovinos da raga Santa Inés, no
qual se observa uma desorganizacao tecidual semelhante as
amostras a fresco; verifica-se a presenca de mesotélio (seta);
tecido conjuntivo denso ndo modelado (CNM); fibras colagenas
dispostas irregularmente (seta vasada); nucleos basoéfilos de
fibrobrécitos (P); imagem negativa da substéncia fundamental
amorfa (circulo) notar a expansao de tecido adiposo (AD). HE,

200x
/
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Figura 11 - Fotomicrografia de amostra de peritbnio parietal conservada em
glicerina 98%, aos 90 dias, de ovinos da raca Santa Inés, no qual
se observa organizacao tecidual semelhante as amostras a fresco;
verifica-se a presenga de mesotélio (seta); tecido conjuntivo denso
ndao modelado (CNM); fibras colagenas dispostas irregularmente
(seta vasada); nucleos baséfilos de fibrobrocitos (»); vasos
sanguineos (v) entremeados no tecido conjuntivo; e imagem
negativa da substancia amorfa (circulo). HE, 200x.
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Quanto a tunica vaginal parietal, verificou-se nas amostras a fresco um
epitélio simples pavimentoso (mesotélio) revestindo externamente o tecido
conjuntivo denso ndao modelado, composto por fibras de colageno acidéfilas
com disposicao irregular, proximas entre si, apresentando nucleo de células do
tecido conjuntivo baséfilos. Verificam-se também a presenca de vasos
sanguineos entremeados em fibras deste tecido conjuntivo (Fig. 12).

Nas amostras de tunica vaginal, conservadas em glicerina a 98%, nos
dias 15, 30, 60 e 90, foi observada uma organizacao tecidual semelhante as

preparacdes a fresco (Figs. 13, 14, 15 e 16).

CNM

Figura 12 - Fotomicrografia de amostra da tunica vaginal parietal a fresco
(grupo controle) de ovinos da raga Santa Inés, no qual se
observa o mesotélio (seta); tecido conjuntivo denso néao
modelado (CNM); fibras colagenas acidofilas dispostas
irregularmente (seta vasada); nucleos baséfilos de fibrobrécitos
(™); vasos sanguineos (v) entremeados em fibras de colageno
deste tecido conjuntivo; imagem negativa da substancia
fundamental amorfa (circulo). HE, 100x.
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Figura 13 - Fotomicrografia de amostra de tunica vaginal parietal conservada
em glicerina 98%, aos 15 dias, de ovinos da raca Santa Inés, no
qual se observa uma organizagdo tecidual semelhante as
preparagdes a fresco; verifica-se também a presenga de mesotélio
(seta); tecido conjuntivo denso nao modelado (CNM); vasos
sanguineos (v) entremeados nas fibras de colageno deste tecido,
com fibras dispostas irregularmente (seta vasada); nucleo
baséfilos de fibrobrécitos (») imagem negativa da substancia
fundamental amorfa (circulo). HE, 200x.
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Figura 14- Fotomicrografia de amostra de tunica vaginal parietal conservada
em glicerina 98%, aos 30 dias, de ovinos da raga Santa Inés, no
qual se observa uma organizacdo tecidual semelhante as
preparacdes a fresco; verifica-se também a presenca de
mesotélio (seta); tecido conjuntivo denso ndo modelado (CNM);
fibras colagenas dispostas irregularmente (seta vasada); nucleo
baséfilos de fibrobrocitos (»); vasos sanguineos (V)
entremeados neste tecido; e imagem negativa da substancia
fundamental amorfa (circulo). HE, 400x. ‘
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Figura 15 - Fotomicrografia de amostra de tunica vaginal parietal conservada
em glicerina 98%, aos 60 dias, de ovinos da raga Santa Inés, no
qual se observa uma organizagdo tecidual semelhante as
preparagdes a fresco; verifica-se também a presencga de mesotélio
(seta) apoiando-se sobre o tecido conjuntivo denso ndo modelado
(CNM); fibras colagenas com disposicao irregular (seta vasada);
nucleo basofilos de fibrobrécitos (»); vasos sanguineos (v)
entremeados neste tecido; e imagem negativa da substancia
amorfa (circulo). HE, 200x.
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Figura 16 - Fotomicrografia de amostra de tunica vaginal parietal conservada
em glicerina 98%, aos 90 dias, de ovinos da raca Santa Inés, no
qual se observa uma organizacao tecidual semelhante as
preparacdes a fresco; verificando a presenca de mesotélio (seta)
apoiado sobre o tecido conjuntivo denso ndo modelado (CNM);
fibras colagenas com disposicao irregular (seta vasada); nacleo
baséfilos de fibrobrécitos (»); vasos sanguineos (v) entremeados
em tecido conjuntivo frouxo evidente (CF); e imagem negativa da
substancia fundamental amorfa (circulo). HE, 200x.
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Em estudo microscopico da fascia lata a fresco verificou-se na parte
externa dessa membrana a presenca de um epitélio simples pavimentoso
(mesotélio) repousando sobre uma delicada trama de tecido conjuntivo frouxo.
Esta camada externa se continua com tecido conjuntivo denso nao modelado,
o qual é composto de fibras aciddéfilas dispostas em todas as dire¢des, nucleos
de células do tecido conjuntivo intensamente baséfilos e vasos sanguineos

(Fig. 17).

Nas amostras de fascia lata, conservadas em glicerina a 98%, nos dias
15, 30, 60 e 90, foi observada uma organizagdo tecidual semelhante as

amostras a fresco (Figs. 18, 19, 20 e 21).
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y

Figura 17 - Fotomicrografia de amostra da fascia lata a fresco (grupo
controle) de ovinos da raga Santa Inés, no qual se observa o
mesotélio (seta); seguido por tecido conjuntivo frouxo (CF) o
qual envolve as grossas fibras de colageno do tecido
conjuntivo denso nao modelado (CNM); fibras colagenas
aciddfilas dispostas irregularmente (seta vasada); nucleos
baséfilos de fibrécitos (). HE, 200x.

CF

28



AD

CNM

\ —

CF

>

Figura 18 - Fotomicrografia de amostra da fascia lata conservada em glicerina
98%, aos 15 dias, de ovinos da raga Santa Inés, no qual se
observa uma organizacgao tecidual semelhante as preparagdes a
fresco; verificando-se a presenca de mesotélio (seta); seguido por
tecido conjuntivo frouxo (CF) no qual envolve as grossas fibras
colagenas do tecido conjuntivo denso ndo modelado (CNM); fibras
dispostas irregularmente (seta vasada); nucleos baséfilos de
fibrobrécitos (»); notar a presenga de vasos sanguineos (v)
entremeados no tecido adiposo (AD). HE, 200x.
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Figura 19 - Fotomicrografia de amostra da fascia lata conservada em glicerina
98%, aos 30 dias, de ovinos da raca Santa Inés, no qual se
observa uma organizagéo tecidual semelhante as preparagbes a
fresco; verificando-se presenca de mesotélio (seta); seguido por
tecido conjuntivo frouxo (CF) o qual envolve as grossas fibras
colagenas do tecido conjuntivo denso nao modelado (CNM); fibras
dispostas irregularmente (seta vasada); nucleos basofilos de
fibrobrécitos (»), notar a presenca de vasos sanguineos (V)
entremeados no tecido conjuntivo frouxo. HE, 200x.
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Figura 20 - Fotomicrografia de amostra da fascia lata conservada em glicerina
98%, aos 60 dias, de ovinos da raga Santa Inés, no qual se
observa uma organizacao tecidual semelhante as preparagdes a
fresco; verificando-se a presenca de mesotélio (seta); seguido
por tecido conjuntivo frouxo (CF) o qual envolve as grossas fibras
colagenas do tecido conjuntivo denso ndo modelado (CNM);
fibras dispostas irregularmente (seta vasada); nucleos baséfilos
de fibrobrécitos (P ); presenca de tecido adiposo (AD). HE, 200x.
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Figura 21 - Fotomicrografia de amostra da fascia lata conservada em glicerina
98%, aos 90 dias, de ovinos da raga Santa Inés, no qual se
observa uma organizacao tecidual semelhante as preparacdes a
fresco; verificando-se a presenga de mesotélio (seta); seguido por
tecido conjuntivo frouxo (CF) o qual envolve as grossas fibras
colagenas do tecido conjuntivo denso ndo modelado (CNM);
fibras dispostas irregularmente (seta vasada); nucleos basoéfilos
de fibrobrécitos (»); notar a presenca de tecido adiposo (AD).
HE, 200x.
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Mediante a analise pela microscopia eletrénica de varredura verificou-se
a integridade da organizagao tecidual das membranas estudadas tanto nas
amostras a fresco quanto nas conservadas em glicerina a 98% no 30° dia; n&o
se constatou intensa defibrilagdo e nem uma acentuada fragmentacdo das
fibras colagenas, apenas um leve desarranjo (Figs. 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28 e

29).

31



/

Figura 22- Eletromicrografia de varredura de pericardio parietal a fresco (grupo

controle) de ovino da raca Santa Inés, visdo geral das estruturas,
onde se observa em A e B fibras coldgenas dispostas irregularmente

(seta); 500x e 1000x respectivamente.

/

Figura 23- Eletromicrografia de pericardio parietal conservado em glicerina a

98% por 30 dias de ovino da raga Santa Inés, visdo geral das
estruturas, onde se observa o0 mesmo arranjo estrutural do material
a fresco, notar em C e D fibras colagenas dispostas irregularmente

(seta); 100x e 1000x respectivamente.
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Figura 24- Eletromicrografia de peritdnio parietal a fresco (grupo controle) de

ovino da raca Santa Inés, visdo geral das estruturas, onde se
observa em A o mesotélio (M) e em B mesotélio (M) e fibras
colagenas dispostas irregularmente (seta); 100x e 1000x
respectivamente.

Figura 25- Eletromicrografia de peritdnio parietal conservado em glicerina a 98%

por 30 dias de ovino da raca Santa Inés, visdo geral das estruturas,
com o mesmo arranjo estrutural do material a fresco, notar em C E D
disposicdo desordenada das fibras colagenas (seta); 100x e 1000x
respectivamente.
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Figura 26-

Eletromicrografia de tunica vaginal parietal a fresco (grupo controle)
de ovino da raca Santa Inés, visdo geral das estruturas, onde se
observa em A as células achatadas do mesotélio (M) e em B corte

transversal mostrando o mesotélio (M) e fibras colagenas disposta
irregularmente ( seta); 100x.

e

Figura 27-

Eletromicrografia de tunica vaginal parietal conservado em glicerina a
98% por 30 dias de ovino da raga Santa Inés, visdo geral das
estruturas, onde se observa em C e D fibras colagenas disposta
irregularmente (seta); 100x e 1000x respectivamente.
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Figura 28- Eletromicrografia da fascia lata a fresco (grupo controle) de ovino
da raga Santa Inés, visdo geral das estruturas, onde se observa
em A e B grossas fibras colagenas dispostas irregularmente (seta)
;100x e 1000x respectivamente.

D

Figura 29- Eletromicrografia da fascia lata conservada em glicerina a 98% por
30 dias de ovino da raca Santa Inés, visdo geral das estruturas,
onde se observa em C e D fibras colagenas dispostas
irregularmente (seta); 100x e 1000x respectivamente.
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5. DISCUSSAO

Assim, quanto as observacbes microscopicas sobre as membranas de
ovinos da raga Santa Inés estudadas, estas se assemelham, com relacao as
suas estruturas e as descricoes da literatura compilada ao registrarem que as
membranas serosas sdo formadas por uma camada de mesotélio e pelo tecido
conjuntivo associado (NICKEL et al., 1985; BANKS, 1992; STEVENS & LOWE,
1992; GEORGE & CASTRO, 1998; DI DIO, 1999; GARTNER & HIATT, 1999;
HIB, 2003; DYCE et al.,, 2004; JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2004). Neste
trabalho ndo se constatou que esses envoltorios serosos, 0s quais revestem 0s
orgaos, contribuem sobremaneira para o processo de reparacao tecidual, uma
vez que esta propriedade, segundo BANKS (1992), relaciona-se a deposicao
de fibrina no tecido conjuntivo submesotelial e subseroso que promove a
diminuicdo do extravasamento no processo de reparacao, vedando a ferida e
posterior atividade dos fibroblastos, pois esta situagado ocorre quando ha uma
injuria tecidual.

Verifica-se nas membranas a fresco, quando analisadas a microscopia
de luz em preparacdes coradas pela hematoxilina e eosina, o predominio de
fiboras colagenas, tal qual observaram GEORGE & CASTRO (1998);
JUNQUEIRA & CARNEIRO (2004) ao relatarem que a fresco, nas laminas
tratadas pela hematoxilina e eosina essas fibras coram-se em réseo.

Quanto ao tecido encontrado nas membranas, tanto a fresco, quanto
conservadas em glicerina, durante periodos variados, ou seja, tecido conjuntivo
denso ndo modelado, este se apresentam da mesma forma que descrevem
BANKS (1992); STEVENS & LOWE (1992); GEORGE & CASTRO (1998);

GARTNER & HIATT (1999); HIB (2003); DYCE et al., (2004); JUNQUEIRA &
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CARNEIRO (2004), onde relatam a presenca de fibras colagenas agrupadas
em feixes que se entrelacam e seguem nas mais variadas dire¢des, formando
uma intricada rede tridimensional em permeio a uma escassa substancia
fundamental. Estes achados foram confirmados neste trabalho pelas
observagdes das amostras a microscopia eletrénica de varredura.

Também se observou nas membranas estudadas, a presenga de tecido
conjuntivo frouxo, que em algumas preparacoes pbdde ser bem evidenciado,
principalmente abaixo do mesotélio e circundando os vasos sanguineos e as
fibras do tecido conjuntivo denso ndo modelado; esta ocorréncia deve-se,
provavelmente, ao fato de que o tecido conjuntivo frouxo é um tecido de
preenchimento que suporta estruturas sujeitas a pequenos atritos e pressoes.
Este tecido contém todos os elementos estruturais tipicos do tecido conjuntivo
propriamente dito, ndo havendo, entretanto, nenhuma predominancia de
qualquer dos componentes (BANKS, 1992; STEVENS & LOWE 1992;
GEORGE & CASTRO 1998; GARTNER & HIATT, 1999; HIB, 2003; DYCE et
al., 2004; JUNQUEIRA & CARNEIRO 2004).

Da mesma forma que constataram LEITE et al., (1979); PRISTA et al.,
(1990); ALVARENGA (1992); MOTA (2002) verificou-se que a glicerina a 98%,
utilizada neste estudo como meio de conservacao das estruturas, mostrou-se
eficaz permitindo a integridade do material analisado. Por apresentar esta
qualidade DALECK et al., (1992); COSTA NETO et al., (1999); OLIVEIRA et al.,
(1999); BRUN et al., (2000); CONTESINI et al., (2001); RAISER et al., (2001)
afirmam que atualmente a glicerina a 98% € um dos meios conservantes mais
amplamente utilizados, tanto em casos clinicos, quanto em estudos

experimentais.
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A glicerina utilizada como meio de conservacdo das membranas de
ovinos da raca Santa Inés foi mantida em temperatura ambiente, pois além das
qualidades anteriormente citadas, uma outra caracteristica importante e que
facilita muito o seu emprego em varias situacbes € a de permitir sua
conservacao em temperatura ambiente, dispensando o emprego de meios de
conservacgao de custo elevado (ALVARENGA, 1992).

Mediante as indicacoes de ALVARENGA, (1992); SMITH et al., (1996)
que preconizam a variacdao do tempo de reidratacdo de membranas de acordo
com a forma, espessura e tamanho das estruturas analisadas para as
membranas de ovinos da raca Santa Inés e considerando as dimensdes das
amostras, o tempo de reidratacao foi de 20 minutos e neste caso, assemelhou-
se as indicacbes de SARTORI FILHO et al., (1997) que recomendam um
periodo de pelo menos 15 minutos para a conservagéo de tecidos em glicerina.

Quanto a integridade morfolégica e estrutural dos elementos
constituintes das amostras do material a fresco e das conservadas em glicerina
a 98% nos dias 15, 30, 60 e 90, foi verificado neste experimento, resultados
semelhantes aos relatos de DALECK et al. (1988), que observaram, no
peritdbnio bovino conservado em glicerina a 98% por 60 dias aspectos
semelhante ao peritbnio a fresco; esses dados estdo de acordo com os
achados de DALECK et al. (1997), que nao observaram alteracbes no aspecto
das células mesoteliais e das fibras conjuntivas de peritbnio autdlogo ou
homélogo conservado em glicerina, durante 30, 90 ou 240 que utilizaram em
caes.

Com relacdo ao espagamento entre as fibras de colageno, esta

caracteristica foi verificada nas preparagdes oriundas das membranas
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conservadas em glicerina a 98%, principalmente naquelas mantidas neste
conservante por 15 dias, ndo sendo verificadas nas amostras provenientes do
material a fresco. Para PIGOSSI et al., (1971); WELLS et al., (2006) o fato de a
glicerina apresentar acentuada hidrofilia devido a sua polaridade, tornando-se
livre, € capaz de atrair &tomos de hidrogénio das moléculas vizinhas, sem,
contudo, promover uma reacado quimica, preservando a arquitetura tecidual.
Entretanto, tanto a glicerina quanto a agua, moléculas mutuas, promovem a
condensacdao do volume, caracterizando uma acado desidratante nas
preparacdes que nela forem conservadas, propriedade esta, fundamental para
explicar tanto a ocorréncia de delaminagcédo, ou seja, do deslocamento das
camadas do colageno, quanto o evento de retracdo dos nucleos.

Ao verificar-se que as alteracGes observadas nas preparagdes
histoldgicas analisadas estavam intrinsecamente relacionadas as propriedades
da glicerina, e essas nao interferiram acentuadamente na integridade tecidual,
uma vez que tanto as membranas a fresco, quanto as conservadas em
glicerina a 98% por periodos entre 15 a 90 dias apresentaram, praticamente, o
mesmo arranjo estrutural, constata-se que a utilizacdo da glicerina a 98% na
conservacao de membranas bioldgicas € eficaz, tal qual indicam PIGOSSI,
(1964); PIGOSSI, (1967); PIGOSSI et al., (1971); LEITE et al., (1979); DALECK
et al., (1987); DALECK et al., (1988); DALECK et al., (1992); ALVARENGA,
(1992); COSTA NETO et al., (1999); OLIVEIRA et al., (1999); BRUN et al.,
(2000); CONTESINI et al., (2001); RAISER et al., (2001); MOTA et al., (2002);
WELLS et al., (2006)

Neste estudo constatou-se que o pericardio parietal a fresco e

conservado em glicerina esta estruturado tal qual descrevem STEVENS &
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LOWE, (1992); ROSS, (1999), sendo formado por uma camada de serosa
composta de tecido conjuntivo frouxo e epitélio pavimentoso simples
(mesotélio), além da camada de tecido conjuntivo fibroso (tecido conjuntivo
denso nao modelado), com largas e grosseiras faixas de colageno, assim o
pericardio parietal da forma a um saco forte para a protecdo do coracéo
(ROSS, 1999).

Microscopicamente o peritbnio se apresenta formando uma camada
superficial de mesotélio seguida por uma camada de tecido conjuntivo frouxo
com fibras elasticas e colagenas (THE PERITONEUM..., 2000; DYCE et al.,
2004; JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2004). Esta organizagao se verifica também
para o peritbnio dos ovinos da raca Santa Inés que se apresenta formado por
tecido conjuntivo denso n&o modelado, cujas fibras estdo dispostas
irregularmente, proximas entre si; compondo as exiremidades desta serosa
verifica-se a presenca de mesotélio apoiado sobre delgada camada de tecido
conjuntivo frouxo.

Apés a conservacao do peritbnio de ovino em glicerina, verificou-se que
este material ndo sofreu alteracbes quanto ao arranjo estrutural do tecido que
pudessem ser expressivas, verificacoes estas também relatadas por DALECK
et al., (1987); DALECK et al., (1988); DALECK et al., (1992) no peritonio de cio
e bovino.

Ao se analisar a tunica vaginal de ovinos da raca Santa Inés, verifica-se
que esta estrutura por ser derivada do peritbnio (JUNQUEIRA & CARNEIRO,
2004), possui as mesmas caracteristicas desta membrana, ou seja, mesotélio

seguido pelo tecido conjuntivo denso ndo modelado; estes achados se
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assemelham os de NORONHA et al.,, (2001) para o jumento e aos de
CARVALHAL et al., (2000), para os ovinos da raca Corriedale.

Para BANKS (1992), as fascias, de modo geral, podem ser consideradas
a capsula do 6rgao; também as massas musculares sao entidades separadas
pelo tecido conjuntivo denominado de fascia e as fibras individuais dos feixes
musculares estdo separadas por uma trama delicada de tecido conjuntivo
frouxo. Essa descricdo assemelha-se ao observado para a fascia lata dos
ovinos da raga Santa Inés deste estudo, verificando-se que esta estrutura é
constituida por tecido conjuntivo denso ndo modelado, circundado por tecido
conjuntivo frouxo; assemelham-se também aos achados de BACON et al.,
(1984) e SILVA et al., (2000), que ao avaliarem microscopicamente a fascia
lata, relataram que sua estrutura dispbe-se em feixes, com aspectos

ondulados, envolvido por tecido conjuntivo frouxo.
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6- CONCLUSOES

Mediante os resultados analisados pode-se concluir que todas as
membranas utilizadas neste estudo apresentaram um unico tipo de tecido, o
tecido conjuntivo denso ndo modelado.

A glicerina a 98% utilizada como meio de conservagcdo das membranas
foi eficaz, mantendo a organizacgéo tecidual das membranas.

Pode-se ressaltar mais uma importante caracteristica para a raca de
ovinos Santa Inés, a de ser expressivos doadores de membranas bioldgicas.

As informacdes da das membranas serosas referem-se, principalmente,
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