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RESUMO

Biomateriais sdo substancias com capacidade de auxiliar o reparo e regeneracao tecidual,
sendo o coldgeno um eximio biomaterial, utilizado por intermédio de membranas
bioldgicas, como a Tunica Albuginea Testicular (TAT), o Pericardio Fibroso (PF) e o
Centro Tendineo Diafragmatico (CTD). Estes materiais sdo utilizados como enxerto;
entretanto, informacg0es sobre as caracteristicas histoarquitetonicas e biomecanicas destes
ainda sdo escassas. Assim, o0 objetivo desta pesquisa é avaliar, comparativamente, as
caracteristicas teciduais e a resisténcia, contribuindo para validacdo da eficicia destas
biomembranas. Foram utilizados tecidos de bovinos abatidos em frigorificos, onde, apds
coleta, foram encaminhados, sob resfriamento, para a Secdo de Anatomia dos Animais
Domeésticos (SAAD/LMPA/CCTA/UENF), onde foram lavados, dissecados, fixados em
formol 10% tamponado por 48 horas, conservados por 30 dias em glicerina e,
posteriormente, reidratados por 1 hora em soro fisioldgico NaCl 0,9%. Amostras de cada
biomembrana foram processadas para andlise histolégica no Setor de Patologia Animal
(SPA/LMPA/CCTA/UENF), empregando histotécnicas com  coloragdes de
Hematoxilina-Eosina (HE), Picrosirius-Red (PS), Tricromico de Masson (TM) e
Verhoeff-Van Gieson (VVG). Para analise biomecénica, utilizou-se a maquina universal
de ensaios Instron (5582) do Laboratério de Materiais Avangados
(LAMAV/CCT/UENF), onde tiras de 25 mm por 60 mm, fixadas por chapas de aluminio
e lixas ferro GR320, foram testadas a 10 mm/min. Constatou-se que a TAT apresenta
maior concentracdo de coldgeno tipo Il ante 0 PF e CTD. O PF destacou-se por maior
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deformacéo/resisténcia a tracdo, sendo indicado em situacdes que demandam elasticidade
e resisténcia

Palavras-chave: Biomaterial, Resisténcia, Histoarquitetura, Colageno.

ABSTRACT

Biomaterials are substances capable of supporting tissue repair and regeneration, with
collagen being an excellent biomaterial, commonly applied through biological
membranes such as the Testicular Tunica Albuginea (TTA), Fibrous Pericardium (FP),
and Diaphragmatic Central Tendon (DCT). These materials are used as grafts; however,
information regarding their histoarchitectural and biomechanical characteristics remains
scarce. Therefore, the aim of this study is to comparatively evaluate tissue features and
mechanical strength, contributing to the validation of the effectiveness of these
biomembranes. Tissues were obtained from bovines slaughtered in abattoirs and, after
collection, were transported under refrigeration to the Section of Domestic Animal
Anatomy, where they were washed, dissected, fixed in 10% buffered formalin for 48
hours, preserved for 30 days in glycerin, and subsequently rehydrated in 0.9% NaCl saline
solution. Samples of each biomembrane were processed for histological analysis at the
Animal Pathology Sector, employing staining techniques such as Hematoxylin-Eosin
(HE), Picrosirius Red (PS), Masson's Trichrome (MT), and Verhoeff-Van Gieson (VVG).
For biomechanical analysis, an Instron universal testing machine (model 5582) from the
Laboratory of Advanced Materials was used, with 25 mm x 60 mm strips fixed using
aluminum plates and GR320 sandpaper, tested at 10 mm/min. It was found that the TTA
shows a higher concentration of type 11l collagen compared to the FP and DCT, which
contain other tissues such as loose connective, muscle, and adipose tissue. FP exhibited
greater deformation and tensile strength, indicating its potential in applications requiring
elasticity and resistance.

Keywords: Biomaterial, Strength, Histoarchitecture, Collagen.

RESUMEN

Los biomateriales son sustancias con capacidad para auxiliar en la reparacion y
regeneracion tisular, siendo el colageno un excelente biomaterial, utilizado por
intermedio de membranas bioldgicas, como la Tunica Albuginea Testicular (TAT), el
Pericardio Fibroso (PF) y el Centro Tendinoso Diafragmatico (CTD). Estos materiales se
utilizan como injerto; sin embargo, la informacién sobre sus caracteristicas
histoarquitectonicas y biomecanicas aln es escasa. Asi, el objetivo de esta investigacion
es evaluar comparativamente las caracteristicas tisulares y la resistencia, contribuyendo a
la validacion de la eficacia de estas biomembranas. Se utilizaron tejidos de bovinos
sacrificados en mataderos, los cuales, tras su recoleccion, fueron enviados bajo
refrigeracion a la Seccion de Anatomia de los Animales Domésticos
(SAAD/LMPA/CCTA/UENF), donde fueron lavados, disecados, fijados en formol
tamponado al 10% durante 48 horas y conservados por 30 dias en glicerina.
Posteriormente, fueron rehidratados durante 1 hora en suero fisioldgico NaCl (0,9%).
Muestras de cada biomembrana fueron procesadas para analisis histolégico en el Sector
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de Patologia Animal (SPA/LMPA/CCTA/UENF), empleando tinciones de Hematoxilina-
Eosina (HE), Rojo Picrosirius (PS), Tricromico de Masson (TM) y Verhoeff-Van Gieson
(VVG). Para el analisis biomecanico, se utilizo la maquina universal de ensayos Instron
(5582) del LAMAV/CCT/UENF, donde tiras de 25 x 60 mm, fijadas por placas de
aluminio y lijas GR320, fueron probadas a 10 mm/min. Se constatd que la TAT presenta
mayor concentracion de colageno tipo Ill. EI PF mostré mayor deformacion/resistencia,
atil en casos que exigen elasticidad y resistencia.

Palabras clave: Biomaterial, Resistencia, Histoarquitectura, Colageno.

1 INTRODUCAO

A utilizagdo de produtos denominados de biomateriais, de origem natural ou
sintética, como implante na correcdo de lesbes teciduais, vem sendo amplamente
estudada, em especial a sua viabilidade, tendo em vista que poucos materiais atendem a
todas as exigéncias importantes para um o6timo biomaterial de implante, tais como,
resisténcia mecanica, resisténcia a corrosdao, biocompatibilidade e textura adequada
(Nunes, 2007).

O colageno é o biomaterial de origem natural mais amplamente utilizado como
material de preenchimento, no reparo 6sseo, como agente hemostatico e na confec¢édo de
implantes para as mais diversas especialidades médicas. Como exemplo podemos citar
sua aplicacdo no tratamento de queimaduras e como barreira fisica na regeneragdo
tecidual guiada (Gasque et al., 2008). Isso se deve a algumas caracteristicas bem
conhecidas, como a biocompatibilidade, a quimiotaxia para fibroblastos, a ativacao e
atracao de neutrofilos e ampla disponibilidade.

Dentre os implantes bioldgicos, membranas biologicas obtidas de diferentes
espécies animais sdo comumente utilizadas, os quais, mediante processos de reparacao,
caracterizam-se por fornecer arcaboucgo, tanto para a orientacdo, quanto para o
desenvolvimento de novos tecidos, restabelecendo a estrutura e a funcdo do 6rgdo afetado
(Batista et al., 1996).

Dentre as membranas bioldgicas mais estudadas, destacam-se o centro tendineo

diafragmatico, dura-mater, a fascia lata, o pericardio, o periténio e a tunica albuginea que
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tém como caracteristica comum a constituicdo quase exclusivamente de fibras colagenas
(Guimaraes et al., 2007) dispostas em sentido aleatorio, o qual é a caracteristica do tecido

conjuntivo denso ndo- modelado.

2 OBJETIVO

Avaliar, de maneira comparativa, a constituicdo histoldgica e a resisténcia das

diferentes membranas bioldgicas oriundas de bovinos.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar as caracteristicas histologicas de cada membrana através de uma analise
comparativa;

¢ Avaliar a biomecénica das diferentes membranas bioldgicas tendo como principal
parametro a resisténcia a traco;

e Auvaliar os tipos de fibras de colageno presentes nas diferentes membranas testa-

das.

3 REFERENCIAL TEORICO

As membranas bioldgicas sdo biomateriais compostos por tecido conjuntivo
denso, caracterizada por uma maior quantidade de fibras colagenas e com baixa
celularidade em comparagéo com o tecido conjuntivo frouxo. O tecido conjuntivo denso
ndo-modelado ou levemente modelado, presente nessas membranas, possui feixes de
fibras de colageno grosseiros entrelagados, dispostos ao acaso, formando uma rede que
resiste a tragdes de todas as dire¢des (Queiroz et al., 2012).

O colageno é o biomaterial de origem natural mais utilizado nos procedimentos
cirargicos devido a algumas caracteristicas bem conhecidas, como a biocompatibilidade,
a quimiotaxia para fibroblastos, ativacdo e atracdo de neutrdfilos, e ampla
disponibilidade. Na escolha do biomaterial adequado € necesséario avaliar suas
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propriedades fisico-quimicas, mecénicas e bioldgicas antes que possam ser usados,
determinando a interagdo hospedeiro-material implantado (Gasque et al., 2008).

Membranas bioldgicas derivadas de tecidos de animais vém sendo estudadas e
utilizadas principalmente em reparos cirdrgicos de hérnias na medicina veterinaria
(Marques et al. 2015) e como curativos em feridas externas e enxertos (Queiroz et al.
2012). Existem inimeros estudos sobre o uso de diferentes membranas biol6gicas, como
membrana amniotica, submucosa de vesicula urinaria, capsula renal, submucosa
intestinal, pericardio, peritbnio, mucosa oral, tinica vaginal e até escama de sardinha
(Dall’agnol, 2017).

O pericérdio bovino é uma membrana biolégica comumente usada na Medicina
Veterindria em diversas cirurgias reconstrutivas, como em paredes toracicas e abdominais
e esofagoplastias (D’ambra et al., 2012), sendo também empregado com sucesso, no
tratamento de hérnias (James et al., 1991) e no revestimento de implantes orbitais apos a
enucleagéo (Gayre et al., 2001).

O centro tendineo diafragmatico € a estrututa central do musculo diafragma e vem
sendo estudado para reconstrucdes por apresentar menor reatividade e baixo custo (Leal
etal., 2014).

Queiroz (2012) avaliou a tinica albuginea testicular bovina em comparacéo a tela
de polipropileno, observando maior reacdo cicatricial nos implantes com tunica
albuginea. Gasque et al. (2008) destaca que o colageno estimula fibroblastos, neutréfilos
e macrofagos, aumentando a reacdo cicatricial. Nesse mesmo estudo, a resisténcia da
tlnica albuginea foi alta (média de 19,6 Kgf/cm?), comparavel a materiais de engenharia
civil. No entanto, Coutinho (2022) ao avaliar o uso de tnica albuginea testicular bovina
e células-tronco em tenorrafias em ratos Wistar observou que, apesar da resisténcia e do
potencial cicatricial, seu uso em tenorrafias ndo € viavel, devido a processos inflamatorios
intensos que atrasam a cicatrizacdo dos tenddes.

Atualmente é relatado na literatura a existéncia de cerca de 30 diferentes tipos de
colageno, separados em dois grupos: os fibrilares e ndo-fibrilares, onde sdo a principal
proteina estrutural da matriz extracelular dos animais (Dias, 2014).

Estruturalmente, o colageno é composto por fibras, que por sua vez sao formadas
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por fibrilas e microfibrilas, apresentando uma tripla hélice, possuindo duas cadeias
idénticas e uma terceira cadeia que difere em sua composi¢do bioquimica (Silva et al.,
2012).

O colageno tipo | € 0 mais comum e resistente, representando cerca de 90% do
colageno total em mamiferos, presente em 0ssos, tenddes, cornea e pele. O tipo Il absorve
choques compressivos e ocorre em cartilagens, humor vitreo e nucleo pulposo. O tipo 111
auxilia na elasticidade, geralmente associado ao tipo I, sendo encontrado em vasos
sanguineos, pele e tecido de granulacdo. Ja o tipo 1V, localizado na membrana basal, é
essencial para estabilizacdo celular, aparecendo na pele, rim e olhos (Junqueira et al.,
1978; Calvi et al., 2011).

A coloracdo de Picrosirius-red é capaz de potencializar a birrefringéncia natural
do colageno quando exposta a luz polarizada (Coelho et al., 2018 ), onde as fibras de
colageno tipo | apresentam uma coloracdo amarelo-avermelhada, fibras do tipo Il
apresentam cores variadas entre azul a um amarelo-claro, a depender da orientagéo da
fibra, e as fibras de tipo Il apresentam uma coloracdo esverdeada (Junqueira et al., 1978).
Por mais que essa técnica permita uma andalise qualitativa com baixo custo, a mesma
apresenta limitacdes para analises mais minuciosas e precisas. A maioria dos estudos
envolvendo o uso dessa coloracdo se baseiam em técnicas relativamente rudimentares de
analises semiquantitativas que apenas deduz um valor aproximado total ou distribuicéo
de cor geral das fibras de colageno e ndo um valor especifico de anéalise de fibras

individuais na constituicdo do tecido (Wegner et al., 2017).
4 METODOLOGIA
4.1 COLETA E PREPARACAO DAS AMOSTRAS
Todas as membranas bioldgicas utilizadas nesta pesquisa foram coletadas em
frigorificos sob inspegdo sanitaria estadual, em datas especificas de abate de animais

oriundos do Norte Fluminense, sob aprovagdo e conformidade da comissao de ética de
uso de animais, sob protocolo CEUA/UENF ID-190712. As amostras de Pericardio e
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Diafragma de 8 animais e 26 testiculos, de 13 animais, foram armazenadas em
embalagens individuais e acondicionadas em recipientes térmicos com gelo, e
encaminhadas para a Secdo de Anatomia dos Animais Domeésticos
(SAAD/LMPA/UENF).

Todas as membranas coletadas foram limpas em &gua corrente e dissecadas, onde
a toalete resultou na separacdo da porcdo desejada do tecido, para esta pesquisa, dos
demais tecidos presentes nas amostras, como tecido muscular e adiposo. Apds o inicio do
processamento, as amostras foram separadas em lotes para estudo histoldgico,
tensiométrico e em uma reserva in natura congelada para futuros testes histoldgicos e
redundancia experimental. Para o lote utilizado neste estudo, foram empregados
pericardios e diafragmas, oriundos de 3 animais, e 8 testiculos, oriundos de 4 animais.

Para fixacdo e conservacdo das amostras, foi escolhido o protocolo de fixacdo em
formol a 10% tamponado por 48 horas e, ap0s esse periodo, remocdo do excesso de
fixador com soro fisiolégico (NaCl 0,9%) e acondicionamento em recipientes
individualizados contendo glicerina P.A. 98% por 30 dias.

4.2 AVALIACAO HISTOLOGICA

As anélises e avaliacBes histologicas foram realizadas no Setor de Patologia
Animal (SPA/LMPA/UENF). A coleta de 8 fragmentos de cada membrana foi feita em
dois lotes, sendo um lote apos a fixacdo em formol por 48 horas, totalizando 4 amostras
por tecido, e outro lote ap6s 30 dias em conservacdo em glicerina, totalizando 4 amostras
por tecido. A analise em lotes permite avaliar a integridade dos tecidos ao longo do
periodo de processamento com as diferentes solu¢cGes empregadas. Apds a coleta foi
realizado todo o processamento o histotécnico de rotina, com clivagem,
acondicionamento em Histosettes individualizados e, em seguida, emprego das técnicas
de coloracgdo através do método de Hematoxilina- Eosina (H/E), Picrosirius-Red (PRS) e
Tricrémico de Masson (TM). A coloragdo de H/E avalia a constitui¢do histologica geral
do tecido, a técnica PRS objetiva realizar uma analise qualitativa das fibras colagenas do

tecido conjuntivo, através da diferente interferéncia de cores, intensidade e
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birrefringéncia dos tecidos corados, diferenciando principalmente as fibras tipo | e tipo
I11. J& através da técnica de TM ¢ analisado quantitativamente das fibras colagenas nas
diferentes membranas.

Para a analise das amostras de PRS e quantificacdo de colageno tipo | e tipo Il
nas fotomicrografias obtidas, foi utilizado o software ImageJ, com o plug-in Threshold
Colour, onde € possivel quantificar numericamente a quantidade de cada tipo de colageno
presente baseada na cor capturada na imagem gerada. Para padronizacao, do experimento,
utilizaremos a matriz 0-40 para a cor vermelha (colageno tipo 1) e 45-120 para a cor verde
(colageno tipo 111), parametros semelhantes aos descritos por Bedoya et al. (2016). Para
andlise, foram obtidas fotomicrografias de 16 campos de grande aumento das amostras
analisadas em luz polarizada, onde as médias das porcentagens de area das amostras
foram obtidas e analisadas sob testes estatisticos para conferir significancia dos dados,

sob modelo de analise de variancias ANOVA e teste T de Tukey com p<0,05.

4.3 ESTUDO DE RESISTENCIA A TRACAO

Os testes tensiométricos foram realizados no Laboratorio de Materiais Avancados
(LAMAYV) do Centro de Ciéncias e Tecnologia (CCT/UENF). Fragmentos das diferentes
membranas foram preparados e analisados com relagdo a sua capacidade ténsil, onde foi
realizado o processo de confeccdo dos corpos de prova e de reidratacdo das amostras com
soro fisiolégico (NaCl 0,9%) pelo periodo de 1 hora. Para a realizacdo dos testes de
resisténcia a tracdo, foi utilizada uma maquina universal de ensaios INSTRON, do
Laboratorio de Materiais Avangados. Os ensaios de resisténcia & tracdo axial foram
realizados com velocidade de ensaio de 10 mm/min sob célula de carga estatica de 100kN.

O estudo tensiométrico compreendera a analise da resisténcia a tracdo axial e do
deslocamento da amostra até a ruptura. A resisténcia a tracdo (em MPa) foi calculada a
partir da razéo entre a forca de ruptura (em N) e a area da sec¢do transversal da amostra
(em mm?). Para demais analises o valor obtido em N/mm? foi convertido para Kgfcm,
ao multiplicar o valor obtido em MPa por 10,2 (1 MPa = 10,2 Kg/cm). A comparag&o
entre os diferentes resultados dos ensaios tensiométricos foi feita por comparacédo entre
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médias, com nivel de 5% de probabilidade (p<0,05), utilizando-se o teste T de Tukey e
modelo de anlise de varidncias ANOVA, por auxilio do software Excel®.

4.3.1 Metodologia para confeccédo de corpos de prova

Por ndo haver um padrdo bem estabelecido para amostras de resisténcia em
materiais bioldgicos (Arroyave, 2015), desenvolvemos o padrdo de 25mm de largura e
60mm de comprimento e, como auxilio para evitar danos nos tecidos em teste, foram
utilizadas chapas de aluminio de 20 por 25 milimetros e lixas ferro GR320, de mesmo
tamanho das chapas de aluminio, adicionadas a fim de evitar que os corpos de prova
escorregassem da méaquina universal de ensaios durante os testes. As chapas de metal e
as lixas foram fixadas nas membranas em teste por intermédio de cola de Etil
Cianoacrilato, comercialmente conhecida como TEKBOND 793®.

A fim de coletar dados para correcdo e célculos para o estudo da resisténcia em
tracdo, foram medidas e registradas as espessuras de cada membrana em estudo, com

auxilio de um paquimetro digital.

5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 MICROSCOPIA DO PERICARDIO BOVINO

A andlise de amostras de pericardio, sob microscopia de luz, em Tricrémico de
Masson demonstram presenca de fibras de colageno onduladas, sendo estruturalmente
perfeito, indicando ser um tecido com boa resisténcia fisica. Ja em Hematoxilina-Eosina,
é possivel diferenciar a presenca de fibroblastos, de ntcleo mais arredondado, e presenca
de fibrdcitos, com ndcleo mais alongado. Vale salientar que ndo houve diferenciacéo
tecidual entre as amostras conservadas em formol e glicerina, havendo, somente, uma
leve diminuicéo da afinidade tintorial do tecido pela Eosina nas amostras conservadas em

glicerina.
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Para a analise em Picrosirius-Red, foi observado, sob microscopia por luz
polarizada, uma maior quantidade de fibras colagenas de tipo 1, de coloracdo
avermelhada, e, em menor quantidade, fibras colagenas de tipo Ill, de coloracédo
esverdeada. Assim, é possivel afirmar que ha uma maior concentracao de fibras colagenas
de tipo I na constitui¢do do pericardico fibroso, caracterizando-o como tecido conjuntivo
denso ndo-modelado

Figura 1. A) Fotomicrografia do Pericardio Fibroso em H/E, com presenga de fibrocitos (F) e fibroblastos
(FB) — aumento de 40x; B) Fotomicrografia de PF em TM — aumento de 40x; C) Fotomicrografia de PF
sob luz polarizada em coloracéo de PSR com fibras de colageno tipo | (Vermelho) e tipo 111 (Verde) —
aumento de 40x.

Fonte: Arquivo pessoal.

5.2 MICROSCOPIA DO CENTRO TENDINEO DIAFRAGMATICO BOVINO

A anélise de amostras do centro tendineo diafragmatico em Tricrémico de Masson
demonstram presencga de fibras de coldgeno onduladas, em interagcdo com diferentes tipos
teciduais, em especial, tecido adiposo e tecido muscular estriado esquelético. Ja em
Hematoxilina-Eosina, € possivel diferenciar a presenca de fibroblastos, de nicleo mais
arredondado, e presenca de fibrocitos, com nacleo mais alongado, com fibras colagenas
entremeadas a adip6citos. Pode ser observado uma leve perda de afinidade tintorial nas
amostras conservadas em glicerina, como observado no pericardio, mas sem
diferenciacdo quanto a morfologia e histoarquitetura das amostras.

Para a analise em Picrosirius-Red, foi observado, sob microscopia por luz
polarizada, uma maior quantidade de fibras colagenas de tipo I, de coloracdo
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avermelhada, e, em menor quantidade, fibras colagenas de tipo Ill, de coloracdo
esverdeada na totalidade do tecido.

Vale salientar que uma maior presenca de fibras colagenas, de coloracédo
esverdeada de tipo 11, na periferia do tecido, pode ser explicada pela presenca de tecido
conjuntivo frouxo nessa regido, diferente do tecido conjuntivo denso n&o-modelado
presente em maior quantidade, com presenca de fibras colagenas de tipo I, no centro do
tecido.

Figura 2. A) Fotomicrografia do CTD em H/E, com presenca de fibrdcitos, fibroblastos, adipécitos (A) e
Tecido Muscular Esquelético (TME) — aumento de 10x; B) Fotomicrografia de CTD em TM — aumento
de 10x; C) Fotomicrografia de CDT sob luz polarizada em coloracdo de PSR, com fibras de colageno tipo
I (Vermelho) e tipo 111 (Verde) — aumento de 40x.

Al e & e

4

Fonte: Arquivo pessoal.

5.3 MICROSCOPIA DA TUNICA ALBUGINEA TESTICULAR

A analise de amostras da tunica albuginea testicular em Tricrébmico de Masson
demonstram presenca de fibras de colageno onduladas, em interagdo com tecido muscular
vascular, dada a alta vascularizacdo do tecido, estando relacionado com o mecanismo de
termorregulacdo do sistema reprodutor masculino. J& em Hematoxilina-Eosina, é possivel
diferenciar a presenca de fibroblastos, de nicleo mais arredondado, a presenga de
fibrécitos, com nicleo mais alongado, e a presenca do tecido muscular vascular, além da
perda de afinidade tintorial nas amostras conservadas em glicerina, como foi mencionado.

Para a analise em Picrosirius-Red, foi observado, sob microscopia por luz
polarizada, uma maior quantidade de fibras coldgenas de coloracdo avermelhada, e,
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diferentemente dos demais tecidos em estudo, apresentou uma grande quantidade de
fibras colagenas de tipo 111, de coloragdo esverdeada, estando entremeadas na totalidade

da constituicdo tecidual.

Figura 3. A) Fotomicrografia da tinica albuginea testicular em H/E, com presenga de fibrocitos,
fibroblastos e tecido muscular vascular (TMV) — aumento de 5x; B) Fotomicrografia de TAT em TM —
aumento de 10x; C) Fotomicrografia de TAT sob luz polarizada em coloracdo de PSR, com fibras de
colageno tipo | (Vermelho/Amarelo) e tipo Il (Verde) — aumento de 40x.

4 S AN R
SRR

RN

Fonte: Arquivo pessoal.

5.4 MORFOMETRIA DE COLAGENO TIPO Il

Apos andlise estatistica, comprovando diferencas significativas entre os dados
obtidos, se obteve dados de que a tunica albuginea testicular (TAT) apresentou maior
proporcéo de coladgeno de tipo I11 em sua composicao tecidual, seguido do centro tendineo
diafragmatico (CTD) e do pericardio fibroso (PF).
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Figura 4. A) Fotomicrografia de TAT sob luz polarizada em coloragdo de PSR, com fibras de colageno
tipo | (Vermelho/Amarelo) tipo 111 (Verde) — aumento de 40x; B) Fotomicrografia de TAT na aplicacdo
ImageJ com a op¢do Threshold Colour para morfometria de colageno de tipo 111; C) Fotomicrografia de
TAT na aplicacdo ImageJ apds Threshold para quantificagdo de particulas.

Fonte: Arquivo pessoal.

Tabela 1. Resultados de morfometria de colageno tipo 111 e estudo estatistico

Tecidos Média de Colageno Varidncia Desvio Padrao
Tipo III (%)
PF (n=16) 0,201875 0,01217 0,11032
CTD (n=16) 0,249062 0,01506 0,12272
TAT (n=16) 1,004625 0,47317 0,68787

Fonte: Arquivo pessoal.

5.5 TESTES TENSIOMETRICOS

Os testes foram realizados seguindo a metodologia descrita para a desidratagéo,
preparo dos corpos de prova e parametros de testes, onde foi possivel obter resultados
significativos com a metodologia desenvolvida neste estudo para ensaios em materiais

bioldgicos.
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Figura 5. A, B e C) Processo de montagem do corpo de prova, com identificacdo das amostras,
reidratacdo dos tecidos e unido das chapas aos tecidos em analise, respectivamente.

-

Fonte: Arquivo pessoal.

Figura 6. A) Pericardio em teste de tracdo. B) Centro tendineo diafragméatico em teste de tracéo. C)
Tunica Albuginea Testicular em teste de tragdo.

Fonte: Arquivo pessoal.

Apos os testes, os valores obtidos foram convertidos para a mesma unidade de
medida, com a corre¢do dos dados em relacéo a area do corpo de prova, como definido
na metodologia, foi comprovado pela anélise estatistica que o pericardio fibroso apresenta
a maior resisténcia em comparacdo com os tecidos em andlise, seguido da tunica

albuginea testicular e do centro tendineo diafragmatico.
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Tabela 2. Resultados de teste de tragdo e estudo estatistico.

Tecidos Média em Kgfem™ Variancia Desvio Padrao
PF (n=12) 134,411 2685,037 51,817
CTD (n=12) 65,987 2146,150 46,326
TAT (n=12) 79,545 878,325 29,636

Fonte: Arquivo pessoal.

5.6 DISCUSSAO DE RESULTADOS MICROSCOPICOS

Com a definicdo dos tecidos utilizados no experimento como tecido conjuntivo
denso ndo-modelado ou levemente modelado, esses tecidos variam na densidade de fibras
colagenas e na presenca de tecido adiposo. Essa variacao influencia a resisténcia ténsil e
pode provocar respostas inflamatorias indesejadas, como descrito por Coutinho et al.
(2022), e rejeicdo do enxerto aplicado em contexto cirdrgico (Azevedo et al., 2018).
Dessa forma, em biomembranas com alta concentracdo de adipécitos, como o centro
tendineo diafragmatico, € necessario maior atencdo ao processo cicatricial da leséo
enxertada com esta biomembrana, mas ndo € um fator proibitivo para seu uso.

A tunica albuginea testicular, em sua composi¢do, possui a maior concentracao de
colageno de tipo 11, em comparacgdo as demais biomembranas em estudo, que possuem
maior concentracao de colageno de tipo I, o que é justificado pelo colageno de tipo | ser
0 mais comum e resistente, representando cerca de 90% do colageno total em mamiferos
(Calvi, et al., 2011).

Em relacdo a elasticidade, se esperava que a resisténcia dos tecidos com maior
concentracdo de colageno de tipo 111 fossem maiores, devido a caracteristica mais elastica
deste colageno, presente em tecidos que demandam certa elasticidade, como pele,
masculos, fascias e ligamentos, como descrito por Calvi et al. (2011). No entanto, com
os resultados tensiométricos, estes dados foram colocados em prova, com a alta
resisténcia do pericardio fibroso, basicamente constituido em sua maior parte de colageno
de tipo I. Estes resultados poderiam ser explicados pela presenca de outras substancias ou
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microcomponentes teciduais presentes na composi¢do desta biomembrana em anélise, o
que requer mais estudos para elucida-los.

Vale ressaltar que todos os tecidos em analise mantiveram sua composicéo
histologica durante o processo de conservacdo, sem perder suas caracteristicas e
propriedades, demonstrando a capacidade de, em correto processamento e
acondicionamento, permanecer sob estoques e serem utilizados quando necessario apos

reidratacdo do tecido.

5.7 DISCUSSAO DE RESULTADOS TENSIOMETRICOS

Com os testes realizados nesta pesquisa, foi possivel desenvolver e aplicar uma
metodologia eficiente para ensaios em materiais bioldgicos, o que ndo é facilmente
encontrado em pesquisas envolvendo a engenharia de materiais, devido a alta
variabilidade dos tecidos e sua ndo padronizagdo geral, como comumente ocorre em
pesquisas envolvendo a analise de diferentes materiais, como ligas metalicas e polimeros,
como citado por Arroyave (2015)

A partir das analises, constatou-se que o pericardio apresenta maior resisténcia a
tracdo em comparagdo ao centro tendineo diafragmatico e tanica albuginea testicular
corroborado pelo teste de andlise de varidncias ANOVA, havendo diferengas
significantes entre os grupos testados, mesmo obtendo uma variancia alta, o que pode ser
justificado pela alta variabilidade de tecidos bioldgicos ensaiados, em comparagdo com
outros materiais comumente ensaiados na engenharia de materiais, como chapas
metélicas.

Vale salientar que os resultados obtidos neste experimento ndo estdo consoantes
aos valores encontrados e descritos por Queiroz (2012), onde a tdnica albuginea testicular
apresentou um valor de resisténcia a tracdo 4 vezes maior nos testes realizados nesta

pesquisa.
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6 CONCLUSAO

As membranas bioldgicas, por sua composicdo rica em colageno, biomaterial
promissor para a aplicacdo e auxilio cicatricial em cirurgias reconstrutivas na medicina
veterinaria, onde sua origem natural confere biocompatibilidade, estimulo a regeneracéao
tecidual e integracao eficiente ao receptor. No entanto, € necessario planejar sua aplicacao
devido a caracteristica especifica de colageno e demais tecidos presentes na constitui¢ao
de cada biomembrana, como a presenca de tecido adiposo, por exemplo, que pode levar
a alteracGes inflamatorias e até na resisténcia mecanica da biomembrana aplicada.

O entendimento das propriedades fisico-quimicas e bioldgicas destas membranas,
associado as solu¢es utilizadas para a fixacdo e conservacao, em especial, a técnica de
conservacdo em glicerina P.A. 98%, é fundamental para garantir a manutencdo e
capacidade do biomaterial em atingir seu objetivo quanto enxerto, mesmo apds certo
periodo de armazenamento. Por sua vez, a caracterizacdo de coldgeno por métodos
histoquimicos, ainda que efetiva em analises qualitativas preliminares, ainda é defasada
em quesito de analises quantitativas mais precisas. Ademais, ainda que aberta para
aprimoramentos, a técnica de confeccdo de corpos de prova se demonstrou eficiente,
podendo servir como base para pesquisas semelhantes.

Em suma, estudos adicionais sdo necessarios para aprofundar a avaliacdo da
resposta bioldgica das referidas membranas, em diferentes contextos cirurgicos, na

Medicina Veterinaria.
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