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Foram avaliadas 40 amostras da camada muscular
dointestino delgado de cées, mantidas em diferentes solu-
¢Oes preservadoras, a saber — solugéo 1: glicerina a 98%;
solugdo 2: tintura al coolica de tiomersal 1:1000; solucéo 3:
solucéo fisiolégica 0,9% congelada a -16°C com antibi6ti-
co; solugdo 4: solugdo fisioldgica 0,9% congeladaa-16°C,
solucéo 5: polivinilpirrolidona a 50%; solugdo 6: solugdo
supersaturada de aglicar na concentragédo de 300%, e solu-
¢ao 7: solugdo supersaturada de aglicar na concentracdo

RESUMO

de 300% com antibidtico. As amostras foram mantidas nos
mei os de preservacao por 45 dias e apds esse periodo sub-
metidas aanalise microbiol 6gicae avaliadas pel os aspectos
macroscopicos, histolégico e pelo analisador de imagens
HL Image 97**. N&o houve crescimento de microorganismo
em nenhum dos meios estudados. A glicerina a 98% e a
solugdo de aglicar supersaturadanaconcentragcao de 300%,
com e sem antibidtico, foram os melhores preservadores,
por manterem aintegridade celular.

PALAVRAS-CHAVE: Integridade celular, preservacdo, andlise microbiol ogica.

SUMMARY

MORPHOLOGICALAND MICROBIOLOGICALANALYSSUSING DIFFERENT METHODS OF PRESERVATION ON
THELAYER MUSCULAR OF SMALL INTESTINE OF DOGS

40 samples of the small intestines’ muscular layer
from dogswere analyzed, maintained in different solutions
preserved, being the solution 1: 98% glycerin, solution 2;
tiomersal alcoholic dye at 1:1000, solution 3: 0,9%
physiologic solution frozen at -16°C with antibiotic, solution
4: 0,9% physiologic solution frozen at -16°C, solution 5:
50% polivinilpirrolidone, solution 6: supersaturated sugar
solution at 300% concentration and solution 7:
supersaturated sugar solution at 300% concentration with
antibiotic. The sampleswerekept inthe preservation media

for a45 day period. After this period, they were submitted
to microbiological analysis and evaluated by their
macroscopic and histological aspects, and by HL Image
97** image analyzer. Therewasno microorganism growthin
any of the analyzed media. Both 98% glycerin solution and
supersaturated sugar solution at 300% concentration, with
or without the presence of antibiotic, were considered to be
the most effective preservants, as they accomplished to
maintain cellular integrity.

KEY WORDS: Cellular integrity, preservation, analysis microbioldgical.
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INTRODUCAO

Estudos experimentaistém sdo redizadospara
viabilizar o emprego das membranas bioldgicas em
trangplantes homdlogos e heterdlogos, a fim de se
encontrarem meios de preservacdo paratecidos que
sgiam defé&cil obtencdo, transporte e sem custosele-
vados. A solucdo preservadora deve impedir a de-
composi¢éo total dos tecidos, manter a0 maximo a
integridade celular, impedir o crescimento de
microorganiSmos, aumentar aresténciaatracdo dos
tecidos e atuar por um periodo de tempo prolonga-
do (ALVARENGA, 1992).

A solucdo acodlica de tintura de timersol
1:1000 foi utilizada e indicada por ALVARENGA
(1992) como agente preservador de membranasbio-
|6gicas. No entanto, aglicerinaa98% é o meio mais
estudado e utilizado na conservacéo detecidos, des-
tinados as cirurgias reconstrutivas, por apresentar
propriedades anti-sépti cas, rapidaacao desidratante
e fixadora, manter a integridade cdular e a textura
origina dos tecidos (ALVARENGA, 1992). E em-
pregada como conservante da dura-mater
(PIGOSSI et al., 1971), peritdnio de bovino
(DALECK et a., 1988, 1992), peritonio de cdo
(DALECK, 1986), pericardio deequino (RANZANI
et al., 1990), traquéia de cdo (DALECK et d.,
1994), capsula rena de coelho (GONCALVES et
a., 1996), ligamento nuca de bovino (NETO et dl.,
2000b), musculo diafragma de caes (MAZZANTI,
et d., 2000q), bexiga de cé (OLIVEIRA et d.,
2000).

A solucdo de aglicar hipersaturada é conside-
rada bactericida em concentragGes superiores a
250% (NETO et d., 1997 ), e é usada em estado
puro como cicatrizante em feridas contaminadas
(WEISS et a., 1984; MARTINEZ et al., 1986;
RAISER & BALDKE, 1987; PRATA et d., 1988;
SILVA et d., 1996). Entretanto, foram redizados
estudos experimentai's para preservacao do musculo
diafragma de cées (MAZZANTI et a., 2000b) em
solucdo supersaturada de aglicar.

Polivinilpirrolidona é um anti-sptico ndo-irri-
tante dos tecidos e de baixa toxidade (MOURA,
1997), freqlientemente gplicado no tratamento defe-
ridas contaminadas e também utilizado na preservar

¢ao de tecidos hioldgicos, como o ligamento nuca
de bovinos (NETO et a., 2000a).

Com o objetivo de seavdiar aviabilidade de
diferentes meios de conservacao, propds-searedli-
za80 de andlises microbiol égicase morfol dgicasda
parte muscular de um segmento do jguno de cées
preservado em diferentes solugdes, como glicerina
a98%, tintura dcodlica de tiomersal 1:1000, solu-
cao fisolégicaa0,9% congelada, com e sem apre-
senca de antibidtico, polivinilpirrolidona a 50% e
solucdo de aglicar hipersaturadaa300%, comesem
a presenca de antibictico.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados cinco caes adultos, trés ma-
chos e duas fémeas, sem raca definida, com peso
variando entre 6 e 10 kg, clinicamente sadios.

Os cées foram submetidos a enterectomiade
um segmento do jguno de gproximadamente 16 cm
de comprimento. O segmento foi evertido com o
auxilio de pincas de Allis e lavado por vérias vezes
com solucdo fisioldgicaa 0,9%. Um tubo de ensaio
foi introduzido sob tensdo no lume do segmento in-
testind evertido. Com compressaumidecidaem so-
lucdo fisologica a 0,9% e sob leve pressio, esfre-
gou-se 0 segmento intestingl pararemocao do epitélio
e lamina prépria da tunica mucosa (EURIDES et
a., 1998). Os segmentos foram regados em solu-
céo fidoldgica a 0,9%, cada um dividido em aito
fragmentos de 2,0 cm e colocados individua mente
em frascos de vidro estérel's, formando-se oito gru-
pos, a saber: G1 - grupo controle, com amostras
fixadas em formol a10%, por 48 horas;, G2 - grupo
conservado em solugdo supersaturada de aclcar a
300% contendo cefazolinasddicaa0,5%; G3 - gru-
po conservado em solucdo supersaturada de acu-
car a 300%; G4 - grupo conservado em glicerinaa
98%; G5 - grupo conservado em palivinilpirrolidona
a50%,; G6 - grupo conservado em solucdo a codli-
cadetinturadetiomersa 1:1000; G7 - grupo con-
servado em solucdo fisoldgica a 0,.9% contendo
cefazolinasodicaa0,5% congeladas a-16°C; e G8
- grupo conservado em solucéo fisolégica a 0,9%
congeladas a-16 °C.

Osgruposexperimentais eram condtituidos de
cinco amostras cada um, oriundas de c&es diferen-



CiénciaAnimal Brasileira, v. 4, n. 2, p. 117-123, jul./dez. 2003 119

tes. Asamostras de G2, G3, G4, G5 e G6 perma-

neceram submersas nas solugdes preservadoras e
os frascos mantidos fechados em temperatura am-

biente durante 45 dias. Ja as amostras de G7 e G8
foram mantidas no congelador por 45 dias, e des-

congel adas atemperaturaambiente gpos esse perio-

do.

Apbso periodo preestabelecido, osmateriais
conservados e 0s meios de preservacdo foram
cultivados em caldo infusdo de cérebro e coragéo
(BHI), melo de Mackonkey emeio de Agar sangue,
por 77 horas a 37 °C, em condicbes de aerobiose e
anaerobiose, para exames microbiol 6gicos.

Para a avdiacd em microscopia de luz, as
amodiras foram submetidas & imersdo, em solugéo
fisiolégicaa 0,9%, por 15 minutos, pararemover 0
meio de conservacdo e reidratar o tecido. Osfrag-
mentos foram fixados em formol a 10% por 48 ho-
ras, desidratados em concentragdes crescentes de
etanal eincluidosem parafina. Os cortes histoldgicos
de 5 micrbmetros foram diafanizados em xilol e co-
rados pela técnica de hematoxilina e eosing, bem
como submetidosaum programaandisador deima-
gens (HL Image 97+*)2 num aumento de 10 vezes,
para mensuracdo percentua do intersticio celular.

Os resultados obtidos pelo programa
andisador de imagensforam avaiados pelo método
de andise devarianciaem ddineamento inteiramen-
te casualizado, com oito tratamentos e cinco repeti-
¢Oes de cada grupo, sendo cada repeticdo consti-
tuida de cinco medidas em cada lamina (VIEIRA,
1998). A verificacao das possiveis diferencas entre
as medias foram obtidas pelo teste de Tukey anivel
de 5%.

RESULTADOSE DISCUSSAO

Comprovou-se a eficiéncia da utilizacdo do
acUcar em feridasinfectadas, sendo consideradapor
Weiss et d. (1984), MARTINEZ et a. (1986),
RAISER & BALDKE (1987), SILVA et d. (1996)
ePRATA et d. (1988) um antimicrobiano queinter-
fere no equilibrio osmético da cdlula bacterianaque
provocadesidratacdo emorte. NETO et . (1997),
entretanto, concluiram gue a solugdo de aclcar em
concentragdesiguaisou inferiores a200% n&o apre-
sentam efeito bactericida, explicando, assm, osre-

sultados ndo satisfatorios encontrados por RAHAL
et al. (1983), quando usaram solucéo glicosada
hipertonicaa 78%. ParaNETO et . (1997), o po-
der bactericida de solugdes de aglicar O € atingido
em concentrages iguais ou superiores a 250%, o
que foi constatado também nesta pesquisa, em que
se verificou a auséncia de crescimento de
microorganismos em solugdes glicosadas a 300%,
com e sem a presenca do antibidtico. A andlise
histol 6gica da camadamuscular do intestino delgado
submersa nessa solugéo revel ou um pequeno aumento
do espacointersticiad, obtido pelo anadlisador deima:
gens, quando comparado ao grupo controle (Tabela
1), diante da pequena degradacéo sofrida por agu-
mas células. No entanto, grande parte da area andli-
sada manteve-se integra, sem dteracOes aparentes
da morfologia celular (Figuras 1B e 1C), concor-
dando com os achados de MAZZANTI et al.
(2000b), a0 ser conservado o musculo diafragmade
caes durante 30 dias em solugdo hipersaturada de
aclcar.

Neste experimento, notou-se auséncia de
microorganismo no meio de preservagao com a
glicerina a 98%, provavelmente pelos efeitos
bactericida e fungicida dessa solugdo (PIGOSS! et
a., 1971). A camadamuscular dos segmentosintes-
tinais preservados em glicerina mantiveram
macroscopicamente suas caracteristicas biologicas,
resultados semel hantes aos relatados por PIGOSSI
et d. (1971), DALECK (1986), DALECK et d.
(1988), RANZANI et al. (1990), DALECK et 4.
(1992), DALECK et d. (1994) e MAZZANTI et
al. (2000q).

Através da avaiacdo higtoldgica, o peritonio
de c&o conservado em glicerinaa 98% durante 30 e
90 dias ndo se dterou em relacdo ao exame do ma
terial recém-colhido (DALECK, 1986). Entretanto,
as fibras musculares mostravam-se mais aciddfilas,
retraidas e com nticleos mais condensados. Altera-
¢Oes também notadas com peritnio de bovino con-
servado durante 60 dias na mesma solucao
(DALECK et a., 1988), peritonio de bovino pre-
servado durante 180 dias(DALECK etd., 1992), e
musculo diafragmapor 30 dias (MAZZANTI et d.,
2000a). Fato semehante foi observado nesta pes-
quisa com a preservacdo da camada muscular do
intestino delgado em glicerina por 45 dias (Figura
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1D), diferenciando-se apenas pela condensacéo do
nacleo.

NETO et a. (20004) relataram que a solucdo
de polivinilpirrolidona possui uma excelente acéo
antimicrobiana, o que foi verificado no presente es-
tudo a0 se observar a auséncia de microorganismo
nessemeio. Apesar de MOURA (1997) afirmar que
o polivinilpirrolidona néo afeta a pele e tem baixa
toxidade e de NETO et a. (2000a) relatarem que
essa 0lucdo ndo dtera as caracteristicas microscd-
picas dos tecidos nele preservado, observaram-se
neste experimento a destrui¢do dos nuicleos celula-
rese o0 extravasamento dacromatina (Figura2A) do
tecido conservado nessa soluco.

A tintura de tiomersd 1:1000, embora tenha
sido proposto por ALVARENGA (1992) como
agente preservador detecidosbiol 6gicos, nestapes
quisa, acamada muscular do intestino delgado con-
servado nesse meio gpresentou aumento do volume

nuclear e caridlise (Figura 2B), provavelmente por
causa da toxicidade desta substéncia. Em relacéo a
andise microbioldgica, ndo se verificou contamina
¢a0 em nenhuma das amostras conservadas nesse
meio. Provavelmente, um dos fatores responsavels
pel os resultados negeativos em relacéo a contamina
¢do deveu-se a0 método de anti-sepsia adotado
durante a coleta dos materias.

A solucéo fisiol6gicaa0,9% congelada a
-16°C, com e sem apresenca do antibidtico, ndo se
mostrou um bom método para a conservacdo de
membranas bioldgicas, pois ao estudo histolégico
da camadamuscular do intestino del gado verificou-
se grande quantidade de lise cdlular (Figuras 2C e
2D), com um aumento acentuado do espaco
intergticia em relacdo ao grupo controle (Tabelal).
Entretanto, as solugdes fisioldgicas a 0,9%, com e
sem antibidtico, congelados a -16°C ndo permiti-
ram o crescimento de microorganiSmos.

FIGURA 1. Aspecto histol6gico de amostras da muscul aturaintestinal de cdo coradas em HE (100X). Em (A) observa-sea
imagem do grupo controle demonstrando a integridade tecidual e a unido entre as células; em (B) observa-se o grupo
conservado em solucgdo glicosada a 300% com antibidtico, com integridade tecidual e boa preservagdo do material com
pequenos espacosintersticiais, em (C) observa-se o grupo conservado em solugéo glicosada a 300%; e em (D) observa-se
o0 grupo conservado em glicerina a 98%, com caracteristicas de boa preservacdo do material, com pequenos espagos
intersticiais das imagens das fotomicrografias (C) e (D), que se assemelham as da fotomicrografia (B).
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FIGURA 2. Aspecto histol 6gico de amostras da muscul aturaintestinal de cdo coradas em HE (100X). Em (A) observa-sea
imagem do grupo conservado em polivinilpirrrolidonaa50%, demonstrando o aumento dos espacosintersticiaisecariolese
com extravasamento de cromatina (seta); em (B) observa-se 0 grupo conservado em solucédo detinturadetiomersal 1:1000,
com aumento do espagos intersticiais e cariolese com extravasamento de cromatina (seta); em (C) observa-se o grupo
conservado em solucdo fisioldgica congelada com antibiético, demonstrando o aumento do espago intersticial e a lise
celular (seta); em (D) observa-se o grupo conservado em solucdo fisiolégica congelada, apresentando as mesmas
caracteristicas de preservacdo que aimagem da fotomicrografia (C).

Osresultados etatigticos mostraram que hou-
ve diferenca entre 0s meios estudados pela andise
devariancia(Tabela2). Pelo teste de Tukey, obser-
VOU-S2 que nenhum desses mel os manteve aintegri-
dadetotal dostecidos(Tabelal), e ostecidos con-
servados na glicerinaa 98% e na solucdo de agUicar
a 300%, com e sem a presenca do antibidtico, fo-
ram os que menos sofreram variagbes em relacéo a
andlise do espaco interdticial. Os tecidos conserva
dos nas solugBes fisiol Ggicas a 0,9%, com antibiGti-
co, congeladas a -16C°, foram os que mais sofre-
ram alteracdes no espaco intergticial. Ja os conser-
vados na solucéo acdolica de tintura de tiomersal
1:1000, solugéo de polivinilpirolidona a 50% e na
solucéo fisoldgicaa0,9% congeladaa-16C°, apre-
sentaram valores intermediérios do espago
intercelular.

TABELA 1. Gruposdefragmentos, meios de preservacéo e
médiapercentual do espacointersticial dacamadamuscular
do intestino delgado de cées, obtida pel o analisador de HL
Image 97+*.

Grupos Preservacao Média%

1 Grupo controle 19a

2 Acucar a300% + antibiotico 158b

3 Aclcar a300% 150b

4 Glicerinaa 98% 165b

5 Polivinilpirrolidonaa50% 21,8 bc

6 Tinturade Tiomersal 1:1000 24,8 bc

7 Solugdo fisiolégicaa 0,9% +
antibidticoa-16°C 301c

8 Solugdo fisiolégicaa0,9% a-16° C 22,1bc

Médias seguidas por |etras distintas sdo diferentes entre si, pelo
teste de Tukey, com nivel de significanciade 0,05.
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TABELA 2. Andlise de variancia entre os diferentes méto-
dosde preservacdo dacamadamuscular do intestino delga-
do de cdo

cv GL SO QM F

Tratamento 7
Residuo 32

3583734 51,1962 121371 **
20,52953 0,92279

TOTAL 39

CV = causasdevariagdo GL = grau de liberdade SQ = soma
dos quadrados
QM = médiados quadrados
** P<o,01

CONCLUSOES

Os meios aqui utilizados na preservacdo da
camada muscular do intestino delgado de cdo sfo
assApticos, umavez que ndo permitem o crescimen-
to de microorganismos.

A solucdo de aclicar a 300%, com e sem a
presenca do antibidtico, e a glicerina a 98% séo os
mei0s de conservacdo que melhor preservaram ain-
tegridade tecidud.

NOTA
a- HL Image 97+*. Western Vison Software, USA.
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