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Resumo

Objetivou-se, com este estudo, descrever as caracteristicas morfoldgicas de amostras de peritonio a fresco
e conservadas em glicerina a 98%, por periodos de 30, 60 e 90 dias, de quatro pacas adultas. As amostras foram
analisadas por meio da microscopia de luz e microscopia eletronica de varredura. Verificou-se um evidente arranjo
entre o tecido conjuntivo denso modelado e o tecido conjuntivo denso ndo modelado, além de insignificante
modificagdo na integridade tecidual do peritonio da paca, quando submetida a agdo da glicerina nos diferentes
periodos. Conclui-se que o peritdnio da paca pode ser utilizado como mais uma op¢ao de material bioldgico.
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Abstract

Morphological properties of fresh and preserved paca peritoneum (Cuniculus paca, L. 1766).
The objective of this study was to describe the morphological characteristics of peritoneum samples from
four adult pacas, which were fresh and preserved in 98% glycerin for 30, 60 and 90 days. Samples were analyzed
using light and scanning electron microscopy. A clear arrangement between the dense, modeled connective
tissue and the dense, unmodeled connective tissue, and an insignificant change in the membrane tissue integrity,
were observed in the material preserved in the glycerin. The results suggest that paca peritoneum can be used
as a biological material.
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Introducgao

Os tecidos ou membranas biolégicas tém sido
pesquisados com o objetivo de se verificar a eficacia
de sua utilizagdo no reparo de alteragdes anatdmicas
congénitas, adquiridas, ou de ambas, visando-se propor
solucdes para tais afec¢des no homem e nos animais
(SAPORITO et al. 2011).

A busca por implantes que possuam ao mesmo
tempo baixa antigenicidade, alta resisténcia,
caracteristicas ndo carcinogénicas, facilidade de
incorporagdo pelo hospedeiro e durabilidade por toda
a vida do receptor, ¢ constante. Assim, membranas
bioldgicas de caninos, bovinos, equinos e suinos,
preservadas em diferentes meios, sdo estudadas ha
aproximadamente cinco décadas (PIGOSSI, 1964;
INATOMI et al., 1980; DALECK et al., 1987; 1988;
1992; VAMHIDY et al., 1990; ALVARENGA, 1992;
REYES, 1993; BATISTA etal. 1996; SARTORI FILHO
et al., 1997; COSTA NETO et al., 1999; MOTA et
al., 2002; NOLASCO et al., 2003, GUIMARAES et
al., 2007; SAPORITO et al., 2011). A preservagao
das membranas ndo pressupde a manutencdo da
viabilidade celular e, a eficiéncia da cirurgia reparadora,
geralmente, estd associada a reacdo bioldgica de
reparacdo e nao a sobrevida dos elementos celulares
presentes no implante, uma vez que este funciona como
um arcabougo ou suporte temporario para a migragao
de fibroblastos. Além disso, os agentes conservantes
sdo substancias dotadas de acdo germicida ou
germiostatica, as quais se destinam a evitar alteragdes
provenientes de proliferagdo microbiana que possam
ocorrer em qualquer material conservado (PRISTA et
al., 1990).

Como caracteristicas principais, os meios de
preservagao utilizados para manter as membranas
biologicas, devem possuir alto poder estabilizador,
impedindo a total decomposicdo dos tecidos e o
crescimento de microorganismos, preservar a0 maximo a
integridade celular, e aumentar a resisténcia a tragdo e atuar
por um periodo de tempo prolongado (ALVARENGA,
1992; MOTA et al., 2002; GUIMARAES et al., 2007).

A glicerina a 98% ¢ um dos meios de conservagao
mais utilizados, tanto na rotina clinico-cirurgica, quanto
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em estudos experimentais (COSTA NETO et al., 1999;
DALECK et al., 1992; SAPORITO et al. 2011). Uma
das principais caracteristicas da glicerina ¢ a capacidade
de desidratacao celular (PIGOSSI, 1964; DALECK et
al., 1987; ALVARENGA, 1992) a qual se atribui a sua
acdo antisséptica, atuando contra fungos e bactérias
gram-negativas e gram-positivas, com excecao para as
formas esporuladas (PIGOSSI, 1967). A desidratacao
obtida com a glicerina ndo altera a concentragdo ionica
das células, mantendo a integridade celular (PIGOSSI,
1964). Brandao et al. (2006) demonstraram, ainda, que
este material, além de excelente meio de conservagao
e esterilizacdo, possui propriedade de diminuir a
antigenicidade do implante.

O peritonio ¢ a membrana serosa mais extensa
do organismo, dividido em parietal, quando reveste
a parede da cavidade abdominal e visceral, quando
se relaciona diretamente com os 6rgdos abdominais;
ambos sdo continuos e suas reflexdes, denominam-se
mesos, ligamentos e omentos, as quais mantém a estatica
visceral (FRANDSON et al., 2005).

O peritonio ¢ formado por uma camada celular
escamosa de origem mesotelial. Esta camada assenta-
se sobre a lamina basal, a qual ¢ sustentada por tecido
conjuntivo que contém fibras colagenas e elasticas,
possibilitando mobilidade em grau variado (CRUZ,
2002; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004).

Os tecidos conjuntivos desempenham as fungdes
de estabelecimento e manutenc¢do da forma do corpo.
A ampla variedade de tecidos conjuntivos reflete a
variacdo na composi¢do ¢ na quantidade de seus trés
componentes que sdo as células, fibras e substancia
amorfa (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004).

Dentre os tipos de tecido conjuntivo, o tecido
conjuntivo denso caracteriza-se pelo predominio de
fibroblastos e fibras colagenas sendo assim adaptado para
oferecer resisténcia e protecdo. Dependendo do modo
de organizagdo dessas fibras, pode ser classificado em
denso ndo modelado e denso modelado. O denso nao
modelado ¢ formado por fibras colagenas entrelagadas,
dispostas em feixes que ndo apresentam orientagao fixa,
o que confere resisténcia e elasticidade, além de certa
resisténcia as tragdes exercidas em qualquer diregdo.
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O denso modelado constitui-se de fibras colagenas
dispostas em feixes com orientacdo fixa, alinhados com
os fibroblastos (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004).

O tecido conjuntivo denso nao modelado ocorre
nas capsulas de orgdos e na derme profunda. O tecido
conjuntivo denso modelado constitui os tenddes e os
ligamentos apresentando como caracteristica, orientagdo
paralela e ordenada das fibras colagenas, embora, seu
nucleo e suas fibras possam ter aspecto ondulado; a
organizacdo paralela e ordenada das fibras colagenas
deste tipo de conjuntivo confere resisténcia quando uma
grande tensdo e aplicada (BANKS, 1992). Entretanto,
Young e Heath (2000) descreveram que nos ligamentos
a disposi¢ao das fibras colagenas ¢ menos ordenada que
nos tendoes.

Ao avaliarem histologicamente membranas
bioldgicas bovinas, conservadas em glicerina e a fresco,
Guimaraes et al. (2007) verificaram no peritdnio presenga
de tecido conjuntivo denso modelado, cujas fibras
mostraram-se acidofilas, dispostas longitudinalmente
e justapostas, apresentando fibroblastos com nucleos
levemente basodfilos. Compondo as extremidades desta
serosa, observaram a presenca de uma camada de células
mesoteliais apoiadas sobre delgada camada de tecido
conjuntivo frouxo, rico em vasos sanguineo.

A paca ¢ um animal com potencial para ser
utilizado como modelo experimental ¢ de grande
interesse cientifico recente. Artigos nos ultimos anos
sobre este animal envolvem descrigdes anatomicas do
esqueleto axial (OLIVEIRA et al., 2009b), apendicular
(OLIVEIRA et al. 2009a), além de morfologia
do figado (CARVALHO et al., 2012), dos dentes
(OLIVEIRA et al., 2006;2007; OLIVEIRA; CANOLA,
2007) e do sistema genital feminino (REIS etal., 2011),
diagnéstico por imagem do membro pélvico (ARAUJO
et al., 2010) e anatomia-topografica do coragdo
(AVILA et al., 2010). Assim, objetivou-se descrever
o comportamento morfoloégico e ultraestrutural do
peritonio da paca, tanto a fresco quanto conservado em
glicerina a 98%, durante 30, 60 ¢ 90 dias, fornecendo
dados para seu uso futuro como membrana bioldgica
em cirurgias reparadoras.
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Material e Métodos

A metodologia adotada no desenvolvimento do
presente estudo foi aprovada pela Comissdo de Etica e
Bem Estar Animal (CEBEA) da Faculdade de Ciéncias
Agrarias e Veterinarias, Campus de Jaboticabal da
Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho
(FCAV — UNESP), segundo o protocolo n° 010455.

Foram utilizadas quatro pacas, sendo trés machos
e uma fémea, todas adultas e com peso médio de 8kg,
que também foram empregadas em outros experimentos
concomitantes. Os animais pertenciam ao plantel de
pacas do setor de Animal Silvestres da Faculdade de
Ciéncias Agrarias e Veterinarias, Campus de Jaboticabal
(FCAVIJ, UNESP), que ¢ registrado no Instituto
Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais
Renovaveis — IBAMA, como criatério de espécimes
da fauna brasileira para fins cientificos, sob niimero de
cadastro: 482508.

Os animais foram primeiramente, tranquilizados,
utilizando-se azaperone via intramuscular, na dose
de 4mg/kg de peso corporeo, seguida de anestesia
geral mediante aplicacdo intracardiaca de cloridrato
de quetamina e cloridrato de xilazina em dose/efeito
até o obito. Logo apds a eutandsia, os animais, foram
posicionados em decubito dorsal, em seguida, mediante
incisdo pré-retroumbilical na linha mediana, a cavidade
abdominal foi acessada. Apos a exposi¢ao da face interna
da parede abdominal, que ¢ revestida por peritdonio
parietal em toda sua extensdo, iniciou-se a colheita
desta membrana, descolando-a cuidadosamente, tanto
da parede abdominal direita, quanto da esquerda.

Em seguida, mediante procedimento de ressec¢do
do peritonio parietal, por toda a regido dorsal da parede
abdominal, retirou-se uma faixa dessa membrana com,
aproximadamente, 15cm de comprimento e 12cm de
largura, de ambos os antimeros.

Mesmo levando-se em conta a irregularidade desse
revestimento, procurou-se manter certa homogeneidade
entre as amostras. As amostras foram lavadas em
solucdo fisiologica para retirada de residuos. Aquelas
que foram encaminhadas para as avaliagdes a fresco
foram acondicionadas, individualmente, em recipientes
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plasticos contendo solugdo fisioldgica de NaCl 0,9%.
As que foram avaliadas em periodos diferentes de
conservagdo em glicerina a 98%, também foram
conservadas individualmente em recipientes plasticos,
que neste caso continham glicerina a 98%, em uma
proporcao de 20:1 (glicerina/membrana), permanecendo
neste meio durante os periodos de 30, 60 e 90 dias.

Todos os recipientes foram devidamente
identificados e as amostras mantidas em temperatura
ambiente.

Para a analise a microscopia de luz foram colhidos
fragmentos de todas as amostras de peritonio, seja
a fresco, ou conservadas em glicerina a 98% em
proporcao de 20:1 (glicerina/membrana), nos periodos
de 30, 60 e 90 dias. Esses fragmentos foram fixados em
solucdo de Bouin ¢ encaminhados ao Setor de Técnicas
Morfologicas do Laboratério de Anatomia da FCAV/
UNESP, Campus de Jaboticabal, onde foram processados
e, em seguida examinados.

As amostras provenientes do material conservado
em glicerina a 98% foram reidratadas em solucdo
fisiologica de NaCl 0,9% antes de entrarem na rotina
histologica por pelo menos 20min e fixados em solugo
de Bouin.

O material permaneceu em solugdo de Bouin
por 24h. Apds esse periodo, foi lavado em alcool a
70% para retirada do excesso de fixador. Em seguida,
os fragmentos foram submetidos a desidratacdo, em
concentragoes crescentes de alcool (70 a 100%), durante
4h. A seguir, realizou-se a diafaniza¢do com xilol, por
aproximadamente 90min, e apds este procedimento,
embebeu-se o material em HistosecR5 por 90min, a
temperatura entre 60 e 70°C para o procedimento da
inclusdo. A microtomia do material foi realizada em
microtomo automatico (Leica, RM 2155), obtendo-se
cortes de Spm com auxilio de navalhas descartaveis, os
quais foram submetidos a coloragdo por hematoxilina-
eosina (HE) de acordo com as técnicas descritas por
Tolosa et al. (2003). As preparacdes histologicas foram
analisadas em fotomicroscopio (Leica, DM5000 B),
acoplada a maquina LeicaR6 DFC 300FX que capturou
imagens para a documentagao.
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Seguindo metodologia estabelecida pelo Laboratorio
de Microscopia Eletronica da FCAV — UNESP, parte das
amostras colhidas, isto €, dos fragmentos de peritdnio, a
fresco e conservados em glicerina a 98% em proporgao
de 20:1 (glicerina/membrana), nos periodos de 30, 60
e 90 dias, foram fixados em solugdo de glutaraldeido
a 2,5% em tampao fosfato (0,1M, pH 7,4) por 48h,
lavadas em tampao fosfato, tratados com 6smio a 1%
, lavados novamente em tampao fosfato, desidratados
em série crescente de alcodis (30 a 100%), durante
pelo menos 20min cada etapa, secas ao ponto critico no
aparelho EMSR 850, metalizadas com atomos de ouro
em aparelho DESK IIR7 e examinados ao microscopio
eletronico de varredura JEOLRS , operando com feixe
de elétrons de 15keV, onde, alguns espécimes foram
documentados.

Resultados

Ao serem observadas ao microscopio de luz
constatou-se, para todas as amostras de peritonio de
paca avaliadas, tanto as a fresco quanto as conservadas
em glicerina a 98%, nos dias 30, 60 ¢ 90, a mesma
constituigdo estrutural geral, embora, no caso do material
conservado em glicerina, algumas alteracdes referentes
ao espacamento entre as fibras de colageno, puderam
ser evidenciadas.

As amostras de peritonio parietal a fresco
constituiam de mesotélio apoiado em tecido conjuntivo,
que variava de frouxo a denso, ¢ este se apresentava
modelado e ndo modelado; a este arranjo entremeavam-
se células adiposas agrupadas em maior ou menor
concentragdo (Figura 1). Nas amostras de peritonio
parietal conservadas em glicerina a 98%, nos dias 30, 60
¢ 90, foi observada uma desorganizagao tecidual gradual,
em todos os periodos (Figura 2).

A microscopia eletronica de varredura em todas as
amostras foram observadas integridade e organizacao
tecidual semelhantes, porém um desarranjo minimo
entre as fibras colagenas desse material foi evidenciado
(Figura 3).
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FIGURA 1: Fotomicrografias de amostra de peritonio a fresco de paca adulta. Em A se verifica o mesotélio (seta), tecido conjuntivo denso
ndo modelado () e modelado (). Em B, observa-se além do mesotélio (seta), tecido conjuntivo denso nao modelado (»)
e modelado (), a presenga de tecido conjuntivo frouxo (seta vazada) além de células adiposas (AD) onde se alojam vasos
sanguineos (v). A — aumento de 20X ¢ B — Aumento de 40X. HE.

FIGURA 2: Fotomicrografia de amostra de peritonio de paca adulta conservada em glicerina a 98% por 30 (A), 60 (B) e 90 dias
(C). Observar o mesotélio (seta), tecido conjuntivo denso ndo modelado (») e modelado (), e células adiposas (AD).
Notar a diferenciagdo na organizagio das fibras colagenas, o espacamento entre elas aumenta mediante o periodo de seu
acondicionamento na glicerina (seta vazada). 40X HE.
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FIGURA 3: Eletromicrografias de amostras de peritonio de pacas adultas, a fresco (A) e conservadas em glicerina a 98% por 30 (B), 60 (C)
e 90 dias (D). Em A, notar a organizag¢ao normal do tecido conjuntivo (*) e entre camadas desse tecido uma desorganizagio
tecidual (] ). Em B, observar a disposi¢ao organizada (seta) e desorganizada (seta vazada) das fibras colagenas, além da leve
dissociag@o entre elas (*) e em C verificar a dissociagdo das fibras colagenas (seta). Em D verificar o aumento da dissociago
das fibras de colageno (*), além da disposicdo organizada (seta) e desorganizada (seta vazada) das fibras colagenas.
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Discussao

Quanto a constitui¢do histoldégica observada
para as amostras de peritonio de paca, tanto as a
fresco quanto as conservadas em glicerina a 98%, esta
apresentava a mesma estrutura geral descrita por Cruz
(2002), Junqueira e Carneiro (2004) ¢ Guimaraes et
al. (2007) embora estes autores nao citem a presenga
de ambos os tecidos conjuntivos densos, modelado e
nao modelado, na composi¢do dessa serosa, fato que se
destaca no peritonio da paca e que foi bem evidenciado
nas observagdes da microscopia eletronica de varredura
realizadas neste trabalho.
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Embora o tecido conjuntivo denso modelado seja
descrito como o constituinte de tenddes e de ligamentos
(BANKS, 1992; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004), ha
relatos de que nos ligamentos a disposi¢ao das fibras
colagenas € menos ordenada (YOUNG; HEATH, 2000),
sugerindo uma estruturagdo proxima a do peritonio da
paca. Funcionalmente, a organizagao paralela e ordenada
das fibras colagenas do tecido denso modelado confere
resisténcia quando uma grande tensao ¢ aplicada
(BANKS, 1992) e o arranjo desordenado do tecido denso
ndo modelado oferece resisténcia e elasticidade, o que
proporciona certa resisténcia as tragdes exercidas em
qualquer dire¢ao (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004).
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Quanto a integridade morfolégica e estrutural
dos elementos que constituem as amostras colhidas
da membrana avaliada, tanto a fresco quanto aquelas
conservadas em glicerina a 98%, por periodos de
30 dias, 60 dias e 90 dias, especialmente mediante a
analise da microscopia eletronica de varredura, estas se
assemelham aos relatos de Daleck et al. (1987) sobre o
periténio canino autdégeno ou homogéneo conservado
em glicerina, durante 30 dias, 90 dias ou 240 dias,
implantados em cdes. Sdo similares, também, as
constatacdes de DALECK et al. (1988), ao observarem,
que o peritonio bovino conservado em glicerina a 98%
por 60 dias apresentava-se semelhante ao peritonio a
fresco, e as descricdes de Guimaraes et al (2007) sobre
os aspectos histologicos do periténio bovino fresco e
conservado em glicerina a 98%, por periodos de 30 dias,
60 dias e 90 dias.

Guimaraes et al. (2007), ao comparar todas as
preparagoes de membranas conservadas em glicerina
em diferentes periodos de tempo, com as do material
a fresco, verificaram um esmaecimento na coloragao
geral e melhor evidenciacdo dos nucleos no material
conservado em glicerina. Nao se observou tal ocorréncia
nas amostras de peritonio de paca e, embora Guimaraes
et al. (2007) atribuam essas caracteristicas ao provavel
fato de que a glicerina, tratando-se de um alcool triidrico
de formula molecular C3H803 (Leite et al., 1979)
possa reagir com o citoplasma da célula, diminuindo
a afinidade tintorial para a eosina ¢ aumentando para a
hematoxilina, ha de se considerar a qualidade e o grau
de conservagdo dos corantes utilizados nas técnicas
histologicas, assim como a diferenca morfologica da
membrana estudada.

Assim como relataram Guimarées et al. (2007),
também se observou a microscopia de luz e pela
microscopia eletronica de varredura, a dissociagdo entre
as fibras de colageno das preparagdes oriundas somente
de peritonio conservado em glicerina a 98%. Quanto
a esta ocorréncia, deve-se avaliar o fato da glicerina
apresentar acentuada hidrofilia, devido a sua polaridade,
que se torna livre e capaz de atrair atomos de hidrogénio
das moléculas vizinhas, sem, contudo promover uma
reacdo quimica, preservando a arquitetura tecidual geral.
Porém, tanto a glicerina quanto a agua, ambas moléculas
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polares, apresentam o fendmeno fisico-quimico de
atracdo mutua, que promove a condensagdo do volume,
caracterizando uma ag¢do desidratante, que a rigor,
consiste em uma diminui¢ao de volume exercida pela
glicerina nas preparagoes que nela forem conservadas,
o que ¢ fundamental para explicar a ocorréncia do
deslocamento das camadas do colageno (PIGOSSI et
al., 1971).

Conclui-se, morfolégica e ultraestruturalmente,
que o peritonio da paca pode ser mais uma opcao de
material bioldgico. Entretanto, para se avaliar o real
papel funcional dessa estrutura, quando utilizado
como implante, ¢ fundamental a realiza¢dao de estudos
detalhados e aplicados, principalmente, aquelas
relacionadas as experimentagdes “in vivo”, respeitando
a ética e o bem estar animal.
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