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(HISTOLOGY AND ULTRASTRUCTURAL AVALIATION FROM THE TENDONS
ON CATTLE PRESERVED IN DIFFERENTS PRODUCTYS)
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RESUMO

Paraavaiar ainfluéncia de cinco diferentes meios de preservacéo de tecidos biol 6gicos, 30 fragmentos do tenddo
do musculo flexor superficial dos dedos de bovinos foram divididos em seis grupos de igual nimero. Os meios utilizados
foram solugdo de polivinil-pirolidonaa0,5% (1), solucéo supersaturadade aglicar a300% (11), glicerinaa98% (l11), solucéo
deglutaraldeido a0,5% (IV) econgelamento a-16°C (V). Osfragmentosdos gruposl, I1, 111, IV eV foram preservados por
70 dias e posteriormente reidratados 24 horas em solucéo fisioldgicaa 0,9%. O grupo V1 foi processado e analisado para
controle sem nenhum tipo de tratamento. A andlise histolégica ndo revelou alteragdes degenerativas, mas detectou
diferencas de grau de desidratacéo nas diferentes preservacfes. A ultra-estrutural possibilitou a avaliacgo da integridade
dosfibrdcitos e a agregacéo das fibrilas. A preservacdo pela solucdo de glutaraldeido a 0,5% com reidratagdo em solucéo
fisiologica a 0,9% mostrou-se mais adequada a conservagdo das caracteristicas histologicas e ultra-estruturais dos
fragmentos dos tenddes analisados.
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ABSTRACT

In order to evaluate the influence of five differents products preservation of the biological tissues, 30 fragments
from the tendon of the superficial flexor muscle toes on bovines, were divided into six groups with the same number. The
product used were solution of polivinil-pirolidone 0,5% (1), 300% supersaturated sugar solution (I1), glycerin 98% (l11),
solution of glutaraldehyde 0,5% (V) and frozen at lersthan 16°C. The group VI was processed for control with no kind of
treatment. Thegroupsl, I1, 111, 1V and V were preserved for 70 days and werefurther rehidrated for 24 hoursin physiological
solution 0,9%. The histology analysis did not show any degeneratl VE aterations, but it detected different degrees of
dehydratation due to the preservations. The ultrastructural analysis allowed an eval uation of the collection collagen fibril
and theintegrity of thefibrocytEs. The preservation by the solution of glutaraldehyde 0,5% and rehidration in physiological
solution 0,9% showed more appropriated to conservation of the histological features and ultrastructural of the tendons
analysis.
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INTRODUCAO

A constante preocupacdo natentativade minimizar
0s danos decorrentes das |lesbes tendineas tem levado a
inlmeras pesguisas, procurando-se o material adequado
acicatrizagdo dos tendBes. Os traumatismos com ruptura
dos tenddes flexores figuram como uma das mais
freqlientes injurias tendineas observadas em grandes
animais(COSTANETOet d., 1999).

Os enxertos livres ndo devem ser carcinogénicos
ou antigénicos e sim de f&cil incorporacéo pelo receptor,
mantendo sua funcdo por toda a vida. O tenddo é um
tecido relativamente hipocel ular contendo principal mente
colégeno maduro que ndo éantigénico (VAMHIDY etal.,
1990).

Diversos tecidos biol 6gicos e materiais sintéticos
foram utilizados em cirurgias reparadoras para substituir
tecidos lesados. Estes podem ser mantidos em diferentes
meios de preservacdo. Tais meios devem impedir a
decomposi¢do, manter o maximo daintegridade celular e
atuar por um periodo de tempo prolongado
(ALVARENGA, 1992).

Os tecidos preservados devem ser reidratados
antes da realizac&o dos enxertos. O tempo de reidratacéo
podevariar deacordo com o formato, espessuraetamanho,
podendo levar até 24 horas. Aqueles de formato
arredondado levam maistempo (SMITH et a., 1996).

As membranas bioldgicas tem sido utilizadas no
reparo de diversas ateracfes anatbmicas e patol dgicas
em diferentes espécies de animais domésticos (DALECK
etal., 1988).

Para que percam a capaci dade de estimular reacéo
imunoldgica, os tenddes devem ser preservados por um
tempo minimo de30dias(DALECK etd., 1992; SARTORI
FILHO et d., 1997). Existem relatos de preservacdo por até
setemeses (PIGOSS!I, 1967).

A glicerina a 98% apresenta propriedades anti-
séptica e répidaacdo desidratante. Substitui amaior parte
dadguaintracelular sem alterar aconcentragéo i6nicadas
células, protegendo assim a integridade celular
(ALVARENGA, 1992). Foi utilizada na preservacdo de
pericardio de eqlino (RANZANI, 1986), de peritdnio
bovino (DALECK etal., 1992) ejejuno (MASTANTONIO
& EURIDES, 2002). Além de ser de baixo custo, pode ser
mantidaatemperaturaambiente (ALVARENGA, 1977).

TendBes preservados em glicerina demoram mais
tempo parareidratar e apreservagao por tempo prolongado
causa um grau de desidratacdo que n&do pode ser
compensado em 24 horas de reidratacdo (RAISER et al.,
2001).

REY ES (1993) realizou testesfisicos comparativos
de membranas biolégicas preservadas em glicerina,

congeladas e a fresco. Concluiu que o pericérdio equino
preservado em glicerinaa 98%, em temperaturaambiente
por 30 ou 40 dias, aumenta significativamente os valores
dos alongamentos até a rotura, quando comparado com
resultados em preparacées nao preservadas. O
congelamento mantém valores bem préximos ao do
material afresco.

Oglutaradeidofoi utilizado por GALLOet d. (1982)
em pericardio de bovino, quando observaram boavedacéo
do defeito diafragmatico e formacdo de tecido conjuntivo
fibroso sobre o implante. Mais tarde, SILVARES (1990)
trabalhou com enxerto de pericardio bovino em tendéo
calcdneo comum de ratos.

O polivinil-pirolidonaéum anti-séptico ndo irritante
e de baixatoxidade paraostecidos (MOURA, 1997). Foi
utilizado na preservacdo da por¢do muscular do intestino
delgado de cdes (MOTA et a., 2002). Produz um efeito
rapido de agdo bactericida, fungicida, virucida e, com o
contato prolongado, esporicida(BAINES, 1996).

No tratamento de feridas crénicas contaminadas,
0 agUcar granulado foi recomendado (MARTINEZ et al.,
1986; RAISER & BADKE, 1987; LUCAS& PILHA, 2000).
SolucBes supersaturadas em concentracfes superiores a
250% foram consideradas bactericidas (CENTERONETO
et al., 1997). Um segmento de musculo diafragma
preservado por mais de 30 dias em solucdo supersaturada
de aglicar a300% foi utilizado nareparacdo de defeito no
diafragma de cdo, quando néo se observou alteracdo
histolégica e nem rejeicdo pelo tecido receptor
(MAZZANTI etal., 2001).

O presente trabalho teve como objetivo avaliar a
influéncia da preservacéo por 70 dias, das solucdes de
polivinil-pirolidonaa0,5%, aglcar supersaturadaa 300%
e glutaraldeido a 0,5%, bem como a glicerinaa 98% e o
congelamento a menos 16°C, em fragmentos do tend&o
do musculo flexor superficial dos dedos de bovinos,
reidratados posteriormente 24 horas em solugdo fisiol 6gica
a0,9%.

MATERIAL E METODOS

Foram coletados, em frigorifico, 30 membros
torécicos de fémeas bovinas azebuadas, clinicamente
saudéveis, com idades entre 30 e 48 meses, que foram
seccionados da carcaga préximo da articulagcdo carpo-
metacarpica.

Com auxilio de instrumental cirdrgico, incidiu-se
naface palmar de cadamembro, apele, o tecido subcuténeo
eabainhafibrosametacérpica, longitudinal mente ao 0sso
metacarpico |1l elV. O tend&o do muscul o flexor superficial
dos dedos foi exposto, de onde se coletou um segmento
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medindo aproximadamente 6,0 cm de comprimento.

O material foi dividido aleatoriamente em seis
gruposdeigual nimero, denominadosl, I1, 111, 1V, V eVI.
Protegidos em frascos de vidro, receberam os seguintes
tratamentos deimersdo: solug&o de polivinil-pirolidonat a
0,5% (1), solucéo supersaturada de aglcar® a 300% (I1),
glicerinat a 98% (I11), solucdo de glutaraldeido® a 0,5%
(IV) e o congelamento amenos 16°C (V). O grupo VI foi
processado paraanalise em microscopiadeluz eeletrénica
de transmissdo sem qual quer tipo de preservagdo e serviu
como controle do experimento.

A glicerinafoi utilizadanaformapurasem diluicgo.
As solugBes I, 1l e IV, foram preparadas em solucéo
fisiolégica® a 0,9% e, para o congelamento, as amostras
foram envolvidas em gaze umedecida em solucédo
fisiol6gicaa0,9%.

Asamostras foram mantidas nos respectivos meios
de preservacéo por 70 dias. Durante o tratamento, as
amostras dos grupos I, Il e Il permaneceram em
temperatura ambiente e as do grupo 1V resfriadas entre 2
e8°C.AsdogrupoV foram mantidasnointerior defreezer.
Decorrido este periodo foram lavadas vérias vezes em
aguadestilada pararetirada do excesso de preservadores.
Frascos de vidro contendo solucdo fisiologica a 0,9%
foram preparados e identificados, as amostras foram
mergulhadas, paraque ocorresse areidratagdo dostecidos.
Destaforma permaneceram por 24 horas, resfriadas entre
2e8°C.

ApoOs reidratagéo, retirou-se de cada amostra uma
por¢&o de aproximadamente 4,0mm de comprimento eoutra
de 1,0mm? de espessura. As amostras para analise em
microscopiadeluz (ML) foram fixadas em solu¢do aquosa
deformol a10% por um periodo de 72 horas. Em seguida
foram submetidas a desidratacdo em série crescente de
graus de dcoois, diafanizagdo em xilol e inclusdo em
parafina. Com auxilio de micrétomo, realizou-se corte de
7um de espessura, que posteriormente foram reidratados
ecorados pelahematoxilina-eosina(HE). Asamostras para
avaliagdo em microscopiaeletrénicade transmissio (MET)
foram fixadas em solucéo de glutaraldeido a 2,5%,
tamponada em solug&o de cacodilato de sodio 0,1M (pH
7,2), por um periodo de 48 horas. O materia foi lavado trés
vezesem tampdo cacodilato 0,1M (pH 7,2), por 15 minutos
efixado em solucéo detetroxido de 6smio a 1% acrescido
de ferrocianeto de potassio a 1,25%, por 90 minutos.
Posteriormente, foi desidratado em série crescente de graus
de dcoois e 6xido de propileno, sendo entdo incluido em
resina. Cortes ultrafinos foram preparados e contrastados

a Riodeine topico. Rioguimica. S&o José do Rio Preto, SP.

b. Aclcar cristal peneirado. Copersucar. S&o Paulo, SP.

c. Glicerina bidestilada. Berilo Comercial. Uberaba, MG.

d. Glutaraldeido. Vetec Quimica Fina. Rio de Janeiro, RJ.

e. Solugdo fisiolégica a 0,9%. J P Indlstria Farmacéutica. Ribeirdo Preto, SP

com acetato de uranila e citrato de chumbo.

RESULTADOS

Osdiferentesmeios de preservacao utilizados neste
experimento foram de facil preparacéo e conservacéo.

Durante o processamento de corte dos fragmentos
tratados e jé& reidratados, observou-se diferenga na
consisténcia de alguns deles em relagdo ao controle. Os
preservados na solucéo de glutaraldeido a 0,5%, solugéo
depolivinil-pirolidonaa0,5% e pel o congel amento amenos
16°C apresentaram-se de consisténcia macia. Os
preservados em glicerina a 98% e em solucéo
supersaturada de agUcar a 300% apresentaram-se
endurecidos, mesmo depois da reidratac&o.

A andlise histolégica ndo revelou sinais de
alteracOes degenerativas em nenhum dos grupostratados.
No controle observou-se integridade e organizagdo das
fibras colagenas.

Os fragmentos preservados pelo congelamento e
nas solugBes de polivinil-pirolidona e glutaraldeido
mostraram fibras col &genas organizadas, em semelhanca
ao controle.

Nas preservacdes pela glicerina e solucao
supersaturada de acUcar, observou-se acentuado
distanciamento das fibras colagenas, sem, contudo,
aumentar o volume do fragmento, caracterizando retracdo
tecidual, sendo isto mais evidente na glicerina

A andlise ultra-estrutural permitiu a avaliacéo da
agregacdo das fibrilas colagenas que constituem cada
fibra, bem como aintegridade dos fibrécitos encontrados
entre elas.

-~ ~
NN PN
Figura1 - Elétron-micrografiade um fragmento do tendéo
do musculo flexor superficial dos dedos de
um bovino, preservado em solucédo de
glutaraldeido a 0,5%. Notam-se fibrilas
colagenas (seta) e prolongamento
citoplasmatico de fibrocito integro (C).
10.000X.
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Asamostras congel adas apresentaram semel hanga
a0 grupo controle, porém com pequenas alteracles, tais
como rupturade organel as e damembrana citoplasmatica
dos fibrécitos.

O aglcar ocasionou pequenos € raros
espacamentos entre as fibrilas, destruiu totalmente o
citoplasma dos fibrdcitos sem desagregacdo do nucleo.
A glicerina ocasionou pequenos espacamentos entre as
fibrilas colégenas e destruiu o citoplasma dos fibracitos,
sem desagregacao do nlcleo, em grau mais evidente que
na solucdo supersaturada de aglcar.

Na preservacdo pelo polivinil-pirolidona,
observaram-se fibrilas totalmente desagregadas, com
freqlientes espacos entre elas e total destruicdo dos
fibracitos, inclusive do nicleo.

DISCUSSAO

O tempo preestabel ecido de 70 dias de tratamento
baseou-se no fato de ndo haver, na literatura consultada,
trabalhos de preservacdo de tendBes com tal duragéo.
DALECK et al. (1988) e SARTORI FILHO et al. (1997)
recomendaram a preservacdo em glicerina a 98% por no
minimo 30 dias. PIGOSSI (1967) relatou um periodo de até
setemeses. MOTA et a. (2002) recomendaram o tempo de
45dias.

A consisténcia dos fragmentos preservados em
glicerina, aposareidratacéo, esta coerente com o trabalho
de RAISER et al. (2001), quando afirmaram que o tempo
prolongado de preservacdo em glicerina provoca
desidratacéo que ndo pode ser compensada em 24 horas
de reidratagdo. A mesma consisténcia observada nos
fragmentos tratados pelo aglcar condiz com CENTERO
NETO et al. (1997), quando deduziram que solucbes
supersaturadas de aclicar promovem a saida de &gua dos
tecidos.

O distanciamento das fibras colégenas verificado
nos tenddes tratados pela solugdo supersaturada de
aclcar e pela glicerina ocorreu pelo efeito desidratante
dos dois preservadores. O mesmo ndo aconteceu nas
solugdes de polivinil-pirolidonae glutaraldeido e nem no
congelamento, por ndo produzirem estes o mesmo efeito
desidratante.

O formato arredondado dos tenddes exige um
tempo de reidratacdo mais prolongado, a semelhanca do
observado por SMITH et a. (1996). O tempo dereidratacdo
deve ser adequado a cada preservador e também a cada
tipo de tecido.

Os resultados obtidos pela microscopia eletronica
demonstraram que a sol u¢éo supersaturada de aglicar ndo
preservou bem os tenddes, divergindo com as

informagBesde MOTA et . (2002) com segmento intestinal
decdes, MAZZANTI et al. (2001) com musculo diafragma
de céo.

A glicerina ocasionou alteragdes ultra-estruturais,
demonstrando ndo ser o preservador ideal para tenddes,
ndo estando coerente com as observacBes de
ALVARENGA (1977) com pericardiodeco e DALECK et
al. (1992) com periténio de bovino.

O polivinil-pirolidona ocasionou alteracdes de
destrui¢do que divergem com asinformagdesde MOURA
(1997), que o considera de baixatoxicidade paraostecidos.
Porém, estécoerentecomo trabalho deMOTA et d. (2002),
quando observaram a destrui¢cdo de nlcleos em um
segmento intestinal de cées, preservado em solucéo de
polivinil-pirolidona

CONCLUSAO

A imersdo de fragmentos do tenddo do musculo
flexor superficial dos dedos de bovinos, por 70 dias em
solucdo de glutaraldeido a 0,5%, posteriormente
reidratados 24 horas em solucgdo fisiolégica a 0,9%,
mostrou-se mais adequada na preservacdo das
caracteristicas histolégicas e ultra-estruturais, quando
comparada ao congelamento amenos 16°C, aglicerinaa
98% e as solucdes de polivinil-pirolidona a 0,5% e de
acUcar supersaturada a 300%.
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APROVADO: Setembro/2003
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