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ABSTRACT. Oliveira L.L., Barata ].S., Silva A.V.P., Caravalho E.C.Q., Nunes
L.C. & Abilio E.J. [Histological evaluation of bovine tunica albuginea as bio-
material conserved in 98% glycerin and in 0.625% glutaraldehyde.] Avaliacao
histolégica da ttnica albuginea bovina como biomaterial conservada em glice-
rina a 98% e em glutaraldeido a 0,625%. Revista Brasileira de Medicina Veterindria,
37(4):309-315, 2015. Departamento de Medicina Veterinaria, Universidade Fede-
ral do Espirito Santo, Alto Universitario s/n, Guararema, Alegre, ES 29500-000,
Brasil. E-mail: leticialealolive@hotmail.com

Biomaterials have long been studied in reconstructive surgery, both natural
and synthetic origin. It can be used as support to host tissue cells development
and an efficient bed of stem cells for tissue engineering and regeneration of
tissues and organs. The aim of this study was to evaluate the tunica albugi-
nea as biomaterial preserved in glycerin 98% and glutaraldehyde 0.625% and
analyze its integrity for use in grafting therapy by microscopic examinations.
Tunica albuginea were obtained from healthy adults crossbred cattle from
slaughterhouse, tunicas albugineas were preserved in 98% glycerin and 0.625%
glutaraldehyde for a period of 30 days at least. Tunica albuginea was fixed
in 10% formalin, histologically processed and stained by hematoxylin-eosin,
Masson'’s trichrome and red picrosisrius polarization. Macroscopically there
was a difference in the texture and color of tunica albuginea and in glutaral-
dehyde group were more firm and thick. Microscopic evaluation revealed that
both the glycerin and the glutaraldehyde can be used as conservation medium
in function of preserving the basic architecture tissue of the tunica albuginea,
however, the glycerin was more efficient preservation of cellular structures.
Histochemical techniques have highlighted the collagen and elastic fibers pre-
sent in tunicas albugineas and highlight the predominance of type I collagen
refringence revealing more pronounced in samples preserved in glycerin.
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RESUMO. Os biomateriais em cirurgias reconstru- ~ volvam, podem funcionar como um eficiente ali-
tivas, tanto de origem natural como sintética, ttm  cerce de células tronco e de bioengenharia tecidual
sido muito pesquisados. Além de servir como su-  para a regeneracdo de tecidos e 6rgaos. O objetivo
porte para que células do tecido anfitrido se desen-  do presente estudo foi avaliar por meio de exames
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microscopicos a viabilidade da tanica albuginea
como biomaterial conservado em diferentes meios
e atestar sua integridade para o uso em cirurgias re-
construtivas. Foram obtidas tanicas albugineas de
bovinos mestigos, sadios, adultos, provenientes de
matadouro frigorifico e conservadas em glicerina a
98%, gluraldeido a 0,625% por um periodo minimo
de 30 dias. O material foi fixado em formol a 10%,
processado histologicamente e corado pelos méto-
dos de hematoxilina-eosina, tricrémico de Masson
e picrosisrius red polarizacdo. Macroscopicamente
houve diferenca na textura e coloragdo das tunicas
e as amostras em glutaraldeido mostraram-se mais
firmes e espessas. A avaliacdo microscopica reve-
lou que tanto a glicerina quanto o glutaraldeido
podem ser utilizados como meios de preservagao
da arquitetura tecidual basica da ttnica albuginea,
entretanto, a glicerina mostrou-se mais eficiente na
preservagao das estruturas celulares. As técnicas
histoquimicas permitiram evidenciar as fibras cola-
genas e eldsticas presentes nas ttinicas e evidenciar
a predomindncia do colageno tipo I revelando re-
fringéncia mais acentuada nas amostras conserva-
das em glicerina.

PALAVRAS-CHAVE. Ttnica albuginea, biomaterial,
glicerina a 98% e glutaraldeido a 0,625%.

INTRODUCAO

Os biomateriais sob a forma de enxertos, tanto
de origem natural como sintética, continuam sen-
do amplamente pesquisados para utilizacdo mais
eficiente em cirurgias reconstrutivas. Estes podem
servir como ponte para a regeneracdo do tecido
anfitrido, também como alicerce para o desenvol-
vimento das células tronco e da bioengenharia teci-
dual. Entretanto, vém se tornando alvo de debates
que pdem em questdo, sob diversos aspectos, sua
viabilidade. Por isso, a grande necessidade de en-
contrar um biomaterial de facil aquisicdo, armaze-
namento, técnica cirtrgica simples para a implan-
tacdo e baixo custo. (Oliveira 2008).

Os enxertos sdo constituidos de células que nao
apresentam viabilidade no tecido anfitrido, porém,
servem como ponte para a regeneracao dos tecidos.
O material em questdo deve atender a exigéncias
quanto as suas propriedades como: nao ser antigeé-
nico ou carcinogénico, ser facilmente incorporado
pelo hospedeiro, funcionando por toda a sua vida,
estimulando as propriedades mecanicas do seg-
mento original e ser facilmente armazenado e im-
plantavel (Raiser et al. 2001).

Segundo Alvarenga et al. (1992), as membranas
biolégicas devem ser constituidas quase que ex-

clusivamente por colageno, por possuirem baixa
toxicidade. No entanto, o tecido coldgeno possui
rapida degradacdo e por isso é indicado que seja
estabilizado, com o objetivo de prolongar a estru-
tura e integridade mecanica original e remover ou
neutralizar suas propriedades antigénicas para que
possam ser utilizados em cirurgias reconstrutivas
(Baucia et al. 2006).

A tanica albuginea compreende um envoltdrio
do testiculo, e trata-se de uma cdpsula fibrosa densa
de 1 a 2 milimetros de espessura. Esta estrutura é
composta de fibras colagenas e sua camada inter-
na é bem vascularizada (Dyce et al. 2002, Konig &
Liebich 2007). Este tecido conservado em glicerina
a 98% foi pesquisado como enxerto na cistoplas-
tia de cdes. Por ser uma alternativa de baixo custo,
conservacao e técnica cirdrgica facil, possui grande
concentracdo de colageno, confere boa resisténcia e
excelente comportamento bioldgico, sem sinais de
rejeicdo, respeitando as caracteristicas ideais para o
emprego de um biomaterial em técnicas de enxertia
(Oliveira 2008). Segundo Wefer et al. (2002), o uso de
tanica albuginea homologa, como enxerto de matriz
acelular em coelhos, na drea urogenital, apresentou
bons resultados, pois mostrou ser um biomaterial de
colageno capaz de prover um suporte para a rege-
neracao do pénis funcional, de facil processamento
e resisténcia durante a cirurgia, prové um suporte
para a regeneracao natural e parece ser satisfatorio
em reparar defeitos de ttinica albuginea.

A glicerina mantida em temperatura ambiente
é um meio amplamente utilizado que representa
como vantagens baixo custo, facil manuseio, e apre-
senta resultados satisfatorios (Versen-Hoeynck et al.
2008). Quando utilizada na concentracdao de 98% e
mantida em temperatura ambiente possui proprie-
dade antisséptica (Alvarenga et al. 1992). Além des-
sas vantagens, o armazenamento em temperatura
ambiente, propicia uma melhor conservagdo, pois
nao ha formacdo de cristais intra e extracelulares,
além de alteracdes eletroliticas deletérias as células
e a matriz extracelular (Gioso et al. 2002).O tempo
minimo de conservagdo do biomaterial na glicerina
garante a atenuacao imunogénica assim como o seu
efeito antimicrobiano (Brun et al. 2004, Mazzanti et
al. 2004), com isso, evita-se o uso de drogas antigeé-
nicas no poés-operatoério (Vulcani et al. 2008).

Algumas caracteristicas tornam também o glu-
taraldeido uma excelente opgao no tratamento de
biomateriais, dentre estas destacam-se a facilidade
de aquisicao, além de ser econdmico e possuir ra-
pida acdo no tecido a ser preservado, sendo muito
utilizado em biopréteses comerciais. As vélvulas
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cardiacas fabricadas, oriundas de valvulas aérti-
cas porcinas, normalmente sao tratadas em baixas
concentracdes de solucdo de glutaraldeido (Khor
1997). Este conservante quando empregado no pre-
paro de pericardio bovino, proporciona proprieda-
des mecanicas, imunogeénicas e flexibilidade, reduz
a trombogenicidade e controla a degradacao teci-
dual (Maizato et al. 2008).

O glutaraldeido é capaz de melhorar a estabi-
lidade bioquimica de biomateriais, desencadean-
do mudancas em suas caracteristicas mecanicas,
tornando-os mais resistentes e permitindo uma
melhor incorporagdo biolégica no tecido anfitrido
(Rabelo et al. 2004). No entanto, a calcificagdo do
tecido é a mais relevante causa de fracasso dos bio-
materiais mantidos nesse meio (Baucia et al. 2006),
acredita-se que este conservante possua nucleos de
ancoragem de célcio, o que viabiliza esse processo.
Entretanto, é uma excelente opgao no tratamento
de membranas biolégica, por ser facilmente encon-
trado, econdmico e agir rapidamente no tecido a
ser preservado, sendo muito utilizado em bioproé-
teses comerciais (Khor 1997).

A tanica albuginea bovina possui caracteristicas
que a torna um biomaterial ideal, no entanto exis-
te a necessidade de realizar estudos que busquem
meios que possam atuar como conservante capaz
de manter adequadamente sua estrutura e integri-
dade, para que possa ser incorporada em novas
técnicas de cirurgias reconstrutivas.

Objetivou-se com este trabalho realizar avalia-
¢do histopatoldgica e histoquimica da tanica albu-
ginea bovina conservada em glicerina a 98% e glu-
taraldeido a 0, 625%.

MATERIAL E METODOS

As ttnicas albugineas, um total de 12, foram obtidas
de bovinos mestigos, sadios, adultos, abatidos em frigo-
rifico no municipio de Atilio Vivacqua, ES. Os testiculos
foram coletados imediatamente ap6s o abate, transpor-
tados sob-refrigeracdo até o Setor de Cirurgia do Hos-
pital Veterindrio da UFES. As tanicas foram obtidas
através de uma abertura do testiculo em seu eixo lon-
gitudinal, seguida da retirada do parénquima testicular
com a borda ndo cortante do bisturi, e imediatamente
lavadas com solugdo salina fisiolégica. Logo em segui-
da, as ttnicas foram conservadas em glicerina a 98% e
gluraldeido a 0,625% e acondicionadas em recipientes
previamente esterilizados (Figura 1).

As membranas biolégicas permaneceram submersas
na solucao preservadora em frascos fechados e a tempe-
ratura ambiente durante um periodo minimo de 30 dias,
antes de sua avaliagdo. Apods este periodo, uma amostra
tecidual de cada ttinica foi fixada em formol a 10% onde
permaneceu por um periodo de 48 horas, ap6s este pe-
riodo as amostras foram analisadas por meio de exame
histopatolégico e técnicas de histoquimica.

Ap6s a fixagdo em formol a 10 %, as pegas foram cli-
vadas e submetidas a processamento tecidual para in-
clusdo em parafina. As amostras foram submetidas ao
processamento histolégico de rotina para inclusdo em
parafina. Em seguida, foi realizada a microtomia para a
secgdo de cortes histolégicos de cinco micrometros. Os

Figura 1. Preparo e armazenamento das ttinicas albugineas bovina. (A) Retirada do epididimo com tesoura, (B) abertura da ttni-
ca albuginea com o bisturi, (C) retirada do parénquima testicular, (D) tanica apds o toalete completo, (E) lavagem em solucao
fisiologica (NaCl 0,9%), (F) frascos previamente esterilizado contendo meios de preservacao.
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fragmentos foram depositados em ldminas de vidro com
extremidade fosca e corados pelos métodos hematoxili-
na-eosina (HE), tricromico de Masson e picrosirius red -
polarizacdo, para avaliagdo das alteragdes morfolégicas.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Todas as ttnicas albugineas revelaram diferen-
ca macroscopica em relacao a coloracao e textura
das amostras em cada conservante.

Neste estudo, observou-se que a tanica albugi-
nea bovina conservada em glicerina a 98% apre-
sentava aspecto firme e coloracao vermelho escura.
Notou-se ainda que a arquitetura vascular foi pre-
servada e que houve reducao da maleabilidade de-
vido ao processo de desidratagdo. A desidratagao
ocasionada pela glicerina a 98% esta relacionada
com sua ag¢do antimicrobiana (Pigossi 1967, Pigos-
si et al. 1971) e é totalmente revertida apés poucos
minutos em solugdo fisiolégica. Este procedimento
é realizado previamente a utilizacdo das ttnicas al-
bugineas em cirurgias reconstrutivas como sugeri-
do por Pigossi et al. (1971).

As ttnicas albugineas conservadas em glutaral-
deido a 0,625% revelaram coloracdo brancacenta,
textura mais firme e espessamento. Este fato pode
estar relacionado com o aumento da resisténcia a
tragdo de biomateriais tratados por este meio Batis-
ta et al. (1996). Neste conservante ndo foi possivel
delimitar o mapeamento vascular macroscopica-
mente quanto nas ttinicas conservadas em glicerina.

As Figuras 2 e 3 ilustram as caracteristicas ma-
croscopicas observadas nas ttnicas preservadas
em glicerina a 98% e glutaraldeido a 0,625%.

Assim como descrito por Konig & Liebich (2007),
a ttnica albuginea mostrou-se um espesso envolto-
rio do parénquima testicular, rico em fibras cola-
genas e vascularizado. Polguyj et al. (2011) também
verificaram intensa vascularizacdo neste tecido e
afirmaram que parte dessa rica vascularizagdo se
da pela presenca de ramos acessoérios da artéria tes-
ticular originada na margem posterior do testicu-
lo. Neste estudo pode-se confirmar pela avaliagdo
microscopica que a ttnica albuginea manteve sua
arquitetura preservada ap6s 30 dias nos diferentes
meios de conservacao e que a presenca de vasos foi
evidenciada com o uso de diferentes técnicas histo-
quimicas.

Craatz et al. (2005) descreve histologicamente,
a tanica albuginea, como uma malha formada por
tecido conjuntivo denso e rico em fibras eldsticas,
tendo com isso uma boa capacidade de expansao.
Ao mesmo tempo em que é maledvel apresenta boa
rigidez. Conforme Staut et al. (2007), este tecido

conjuntivo denso ¢ classificado como nao-modela-
do ou levemente modelado uma vez que possui fei-
xes de fibras de coldgeno grosseiros entrelagados,
dispostos ao acaso, formando uma rede que resiste

Figura 2. Comparagdo entre as ttinicas preservadas em meios
distintos. (A) TA conservadas em glicerina a 98%, reparar
a evidenciacdo de vasos sanguineos (seta). (B) ttinicas con-
servadas em glutaraldeido a 0,625%, com vasos sanguineos
menos evidentes (seta).

Figura 3. Ttnica albuginea de bovino conservadas em gluta-
raldeido a 0,625%, notar espessamento da amostra e textura
pouco maleavel.
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a tracdes de todas as direcdes. H4 predominancia
de colageno tipo I, um tipo mais maduro e por isso
com maior resisténcia o que representa excelente
vantagem quando utilizada como enxerto.

Neste estudo essas estruturas foram observa-
das constituindo a tanica albuginea mesmo apds
30 dias submersas em meios de glicerina 98% e
glutaraldeido 0,625%. Desta forma, comprova-se
a eficacia destes meios na preservacdo estrutural
da tanica. As estruturas observadas compreendem
a fibras elasticas, fibroblastos e fibras colagenas
como podem ser observadas na Figura 4.

A arquitetura basica da tanica albuginea bovina
foi mantida apds 30 dias nos meios em questao, po-
rém, observou-se diferenca entre os meios em sua
capacidade de preservar a integridade das estru-
turas celulares. Neste caso, a glicerina a 98% pro-
moveu a preservacao do tecido, observando-se que
100% das ttanicas em glicerina mantiveram a inte-
gridade da camada serosa, tecido conjuntivo denso
ndo-modelado e vascularizacdo, o que corrobora
com os resultados obtidos por Gioso et al. (2002).
Além disso, no estudo citado se afirmou que o ar-
mazenamento em temperatura ambiente, propicia
uma melhor conservacdo, pois ndo ha formacao de
cristais intra e extracelulares, além de alteracdes

eletroliticas deletérias as células e a matriz extrace-
lular. Com isso, a arquitetura tecidual do material
tratado neste meio é mantida.

O tempo minimo de conservagdo do biomate-
rial na glicerina garante a atenuacdo imunogeénica
assim como o seu efeito antimicrobiano, segundo
Brun et al. (2004) e Mazzanti et al. (2004). Este efei-
to antimicrobiano foi comprovado na avaliagdo
microscoépica em que ndo se observou presenca de
colonias bacterianas.

Ao contrério das tanicas conservadas em glice-
rina, no grupo de tnicas preservadas em gluta-
raldeido, observou-se certo grau de condensacao e
degeneracao de fibras colagenas, mostrando maior
espassamento entre estas (Figura 4). Estas fibras es-
tavam mais fragmentadas e havia sinais de autélise
tecidual com a auséncia de células como os fibro-
blastos ou fibrocitos.

Na parede dos vasos da ttinica albuginea testicu-
lar bovina, tratados com glutaraldeido, havia areas
de pouca afinidade tintorial, fato que pode estar
relacionado com a menor capacidade de preserva-
¢do deste meio, uma vez que isto indica dreas de
autolise (Figura 4). O mesmo ndo ocorreu quando
o biomaterial foi tratado com glicerina, pois a pare-
de vascular se mostrava integra. Isto demonstra a

5

Figura 4. Fotomicrografia de ttnica albuginea bovina. (A) TA conservada em glicerina 98%, presenca de fibrécito (seta) e fibras
colagenas (cabeca de seta), coloracdo de HE, objetiva de 40x. (B) TA conservada em glutaraldeido a 0,625%, presenca de fibras
colagenas integras (seta) e autolisadas (cabeca de seta), coloragao de HE, objetiva de 40x. (C) TA conservada em glicerina 98%,
fibras colagenas integras destacadas em azul, coloragao de tricromico de Masson, objetiva de 40x. (D) TA conservada em gluta-
raldeido a 0,625%, fibras colagenas condensadas destacadas em azul, coloragao de tricromico de Masson, objetiva de 40x.
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caracteristica preservadora da arquitetura tecidual
deste meio como citado por Alvarenga (1992).

O material corado pelo método de picrosirius
red polarizagdo revelou que tanto nas amostras
conservadas em glicerina quanto em glutaraldei-
do houve predominio do colageno tipo I. Notou-
-se que a refringéncia das fibras coldgenas entre os
dois meios foi diferente. As amostras conservadas
em glicerina mostraram forte refringéncia a luz
polarizada evidenciando a coloragdo amarelo-ala-
ranjada. Por outro lado, as amostras conservadas
em glutaraldeido a refringéncia das fibras foi mais
fraca. Acredita-se que a intensidade de coloragao
das fibras coldgenas foi mais evidente nas ttnicas
conservadas em glicerina devido a melhor preser-
vagdo da integridade celular neste meio.

A Figura 5 ilustra a diferenca de refringéncia
das fibras colagenas observadas a luz polarizada.

Figura 5. Fotomicrografia de tanica albuginea bovina colora-
¢do de picrosirius red polarizacao. (A) Ttnica albuginea bo-
vina conservada em glicerina 98%, notar forte refringéncia
das fibras colagenas, objetiva de 10x. (B) Ttnica albuginea
bovina conservada em glutaraldeido a 0,625%, notar fraca
refringéncia das fibras colagenas, objetiva de 20x.

CONCLUSAO

Na vigéncia dos resultados obtidos e para os
parametros utilizados no presente experimento,
é pertinente concluir que tanto a glicerina a 98%
quanto o glutaraldeido a 0,625% atuam como exce-
lentes meios na preservagao da arquitetura tecidu-
al bésica da tanica albuginea bovina, entretanto, a
glicerina mostrou-se mais eficiente na preservacao
das estruturas celulares.

A utilizacao de técnicas histoldgicas e histoqui-
micas representa uma importante ferramenta para
avaliagdo microscopica de membranas bioldgicas
conservadas.
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