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Solucao hipersaturadadesal ou deglicerinaa 98% como conser vantesde centr osfrénicos
caninosutilizadosnar epar acdo de defeitos muscular esem ratoswistar

Over saturated salt or 98% glycerin aspreservation solutionsfor caninefrenic center utilized in the
repar ationsof musclelesionsin wistar rats

MauricioVeloso Brun® Ney LuisPippi? David Driemeier® Emerson Anténio Contesini®
CarlosAfonsodeCastroBeck® OliciesdaCunha® Saulo Tadeu LemosPinto Filho®
ClaudioRoehsig? Rafael Stedile” Thiago Félix da Silva®

RESUMO

Com os objetivos de testar a solucéo hipersaturada
de sal (na proporc¢éo de 1,59 de sal comercial para 1ml de
agua tridestilada) como conservante de centro frénico canino
e de comparar seus resultados com os da solugdo de glicerina
a 98% utilizada para o mesmo fim, foram realizados implantes
dessa membrana em lesdes musculares produzidas em 28 ratos
Wistar. Previamente as cirurgias, as solugdes foram avaliadas
quanto a presenca de bactérias e fungos, com resultados
negativos. Os defeitos foram produzidos em ambos os musculos
retos abdominais de cada animal, e posteriormente reparados
com centros frénicos conservados. Os ratos foram separados
em sete grupos de igual ndmero, sendo sacrificados aos trés,
cinco, sete, 10, 15, 30 e 60 dias do p6s-operatério, o que
permitiu as avaliagcGes macro e microscopicas das regides de
implantagdo. Ao exame macroscopico foi constatado
substituicdo dos implantes por tecido vivo, sem a ocorréncia
de eliminagdo dos mesmos. Ao exame microscépico, observou-
se que as substituicBes ocorreram com a deposicdo de tecido
conjuntivo fibroso, sendo que ao final do periodo de
observagdo, ja ndo existam membranas. Ndo ocorreram
diferencas entre as reagdes teciduais no local de implantagéo
entre os dois tratamentos. Esses resultados demonstram que os
meios de conservacdo estudados apresentam respostas
semelhantes na conservacdo de centro frénico canino, sendo
ambos adequados para tal fim.

Palavras-chave: conservacdo tecidual,
conservantes, aloimplante.

solucdes

ABSTRACT

Aiming to evaluate the over saturated salt solution
(1.5g commercially available salt in 1.5ml of tridestilled water)

as tissue conservator of the canine frenic center and to compare
its conservator potential with the well-established glycerin 98%
conservator solution, peaces of this tissue were implanted to
repair produced muscle lesions in 28 Wistar rats. Previously
both solutions had been tested for bacterial and fungal
contaminations, both exams with negative results. In each
experimental animal, lesions were made in both Rectus
abdominis muscles and repaired with the tissue preserved in
both solutions. The animals were divided in seven groups and
sacrificed in three, five, seven, 10, 15, 30 and 60 days after
reparation for histological evaluation of the implanted region.
In macroscopic exam the complete substitution of the implants
by live tissue was observed, without rejection of the implanted
tissue. In the microscopic evaluation we observed that the
substitutions were made by fibrous conjunctive tissue deposition.
At the end of the evaluation period, the implanted membranes
were not present in repaired regions. In both conserved tissues
there were not differences in tissue reactions. The over saturated
salt, and 98% glycerin solutions presented similar results in the
canine frenic center preservation indicating that both solutions
may be utilized to preserve this membrane.

Key words: tissue preservation, storage solutions, alograft.

INTRODUCAO

Durante muitos séculos, a procura do
melhor método para conservagdo de materiais
biol 6gicos vem sendo constante, seja pelo crescente
uso dos transplantes homélogos e heterélogos em
cirurgiarestauradora, seja pela suas vantagens sobre
osdemais(LEITEetd., 1979).
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Os métodos de conservacédo para 0s
diferentestecidos animais podem ser classificadosem
duas grandes categorias. 0s que mantém a vitalidade
celular eosquendo mantém (LEITE etd., 1979). Neste
altimo grupo, encontra-se a glicerina a 98%, que
atualmente € um dos mei os maisamplamente utilizados,
tanto em casos clinicos quanto em estudos
experimentais(DALECK eta., 1992; LAVALLE etal.,
1998; COSTANETOet d., 1999; OLIVEIRA€td., 1999;
BRUN et d.,2000; CONTESINI et d., 2001; RAISER et
al., 2001). Uma das principais caracteristicas da
glicerina é a capacidade de desidratacdo celular
(PIGOSS!, 1964; PIGOSSI, 1967; ALVARENGA, 1977;
DALECK etdl., 1987; ALVARENGA, 1992) aqual se
atribui a sua agéo agdo anti-septica (CHIRIFE et al.,
1982), atuando contra fungos e bactérias gran-
negativas e gran-positivas, com excegdo paraasformas
esporuladas (PIGOSSI, 1967). Cabe ressaltar que a
desidratacdo obtida com a glicerina ndo altera a
concentracdo idnica das células, o que mantém a
integridade celular (PIGOSSI, 1964).

Tal meio também reduz aantigenicidade dos
tecidos conservados (PIGOSS!, 1964; PIGOSSI, 1967,
RAZANI et al., 1990), o que dispensa a necessidade
de utilizac8o de farmacos imunosupressores durante
os periodos trans e pés-operatérios. Apds a
implantacdo, os materiais biolégicos mantidos em
glicerina atuam como uma estrutura de sustentacéo
temporariae orientam o crescimento do tecido vivo no
leitoreceptor (OLIVEIRA etdl., 1999; RAISER et al.,
200).

Na busca de um meio de conservagdo
alternativo que apresentasse caracteristicas
desidratantes, anti-sépticas e anti-imunogénicas
semel hantes ou superiores aglicering, trabalhosforam
desenvolvidos testando o0 mel ndo processado
(AMENDOLA et al., 2000; AMENDOLA, 2001), a
solucdo hipersaturadade aglicar (GONCALVEZ, 2000;
MAZZANTI et al., 2001) e, mais recentemente, a
solucdo hipersaturadade sal (BRUN et ., 2002). Estes
ultimos autores utilizaram umadiluicéo de 1,5g de sal
grosso comercial para cada 1ml de dgua tridestilada,
nagua mantiveram o pericardio canino por um periodo
minimo de 90 dias. O meio de conservagao demonstrou
auséncia de bactérias e fungos nos testes de cultura
realizados. O implante conservado foi utilizado na
reparacdo de defeitos musculares de 24 ratos Wistar,
sacrificados aostrés, cinco, sete, 10, 15 e 30 do periodo
pos-operatério. Nos exames macroscépico e
microscépico foi demonstrada neovascularizagéo do
local reparado, que paulatinamente foi decrescendo.
A0 exame microscopico, pode-se constatar a
substituicdo gradativa do implante por tecido

conjuntivo fibroso, sem aocorrénciade eliminagdo do
pericardio ou contaminagdo. A solucdo testada
demonstrou apresentar propriedades anti-sépticas,
além de manter as caracteristicas estruturais do
pericardio. O implante funcionou como um arcabouco
para o crescimento do tecido vivo, sendo
completamente reabsorvido.

O presente trabalho teve como objetivos
testar a viabilidade da solugéo hipersaturada de sal
como conservante de centro frénico canino, e comparar
osresultados daimplantagéo desta membrana quando
conservada neste meio ou em glicerinaa 98%.

MATERIAL E METODO

Os centro frénicos foram coletados de dois
cdes adultos, sadios, de forma né&o asséptica, sendo
lavados em &gua corrente e armazenados em frascos
limpos contendo solugdo de glicerina a 98% ou
solucéo hipersaturada de sal, composta de 300g de sal
grosso comercia?® e 200ml de agua tridestilada. Os
frascos foram mantidos em temperatura ambiente por
um periodo de 90 dias. Anteriormente asimplantacoes,
os liquidos conservantes foram analisados quanto a
presenca de bacterias e fungos nos meios agar sangue
(AS), thioglycollate (T10), brain heart infusion (BHI),
micobiotic e sabouraud chloranphenicol agar.

Foram utilizados 28 ratos Wistar, fémeas,
pesando em média 226,69 (200-288g). Durante o
periodo de experimentagdo, os animais foram
separados em sete grupos de igual nimero (GlI, Gll,
Glll, GIV, GV, GVI e GVII), e mantidos em gaiolas
apropriadas recebendo ragdo comercial e agua ad
libitum.

Os procedimentos cirargicos foram
realizados sob anestesia dissociativa, mantendo-se 0s
animais em decubito dorsal. Como medicagéo pré-
anestésicafoi utilizado cloridrato de xilazina® nadose
de5mg.kg?, viaintramuscular (IM). Nasequéncia, 0s
animaisreceberam cloridrato de cetamingf, vialM, na
dose de 50mg.kge ampicilina sodicaf, na dose de
20mg.kg?, viaintraperitonial.

Realizou-se umaincisdo medianaventral de
3,5cm de comprimento, até aproximidade dalinhaal ba.
O tecido subcutaneo foi dissecado com tesoura de
Metzenbaum, permitindo a visibilizacdo de ambos
muscul osretos abdominais. Inicialmente, foi removido
um segmento de 1,5cm de comprimento pela metade
da largura do musculo reto abdominal direito,
procurando-se ndo perfurar o folheto interno e o
peritdnio. Manobra semelhante foi realizada no
mUscul o reto abdominal esquerdo. A lacunaproduzida
do lado direito foi reparada com centro frénico
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conservado em sol ucéo hipersaturadade sal, enquanto
ado lado esguerdo com a membrana conservada em
glicerina.

Previamente a implantacéo, os centro
frénicosforam mantidosimersos, em cubas separadas,
em solugéo fisiol égica® por um periodo minimo de 15
minutos. Teve-se o cuidado deirrigar abundantemente
o tecido conservado em sal a fim de se remover o
excesso de soluto.

Uma vez hidratados, os centros frénicos
foram suturados aos musculos obliquos abdominais
internos, obliguos abdominais externos e retos
abdominais, em padréo continuo simples com nailon
monofilamentar 6-0'. O tecido subcutaneo e a pele
foram suturados com o mesmo fio em padr8es continuo
simples e isolado simples, respectivamente.

Para se readlizar as avaliagcbes macro e
microscopicas das regifes implantadas, os animais
foram sacrificados com sobredose detiopental sodico?
aos trés, cinco, sete, 10, 15, 30 e 60 dias do periodo
pos-operatério, conforme o grupo (Gl aos trés dias,
Gll aoscinco dias, e assim sucessivamente). Naandlise
microscopica, as areas do implante foram clivadas e
incluidas em parafina. Cortes de aproximadamente 3yt
foram obtidos em micrétomo vertical e corados pela
hematoxilina-eosina e Masson, conforme PROPHET
etal. (1992). Nessaandliseforam consideradosotipo
de reacdo inflamatdria presente, a intensidade de
reabsorcdo do implante e a ocorréncia ou ndo de
eliminagdo doimplante.

RESULTADOS

Ambas as solucdes conservantes
demonstraram a inexisténcia de bactérias ou fungos,
umavez que ndo ocorreu crescimento desses agentes
nos meios de culturas analisados.

N&o ocorreram complicagdestransoperatorias,
sendo asimplantagdes realizadas em tempo médio de
33,6 minutos (28-43 min.). No pés-operatério, foi
observadadeiscénciaparcial dasuturade peleemdois
animais (Gl e GlIl), sem que esta alteragéo se
estendesse até a regido de implantagéo.

Emtodososanimais, foi possivel evidenciar
os locais de implantagdo, tanto pela presenca do fio
de sutura como pela coloraco das membranas. Na
avaliagdo macroscopicarealizadaaostrés dias de pés-
operatério (Gl), observou-se que a membrana
conservada em solucdo hipersaturada de sal
apresentava col oragdo amarel ada, enquanto amantida
em glicerinacolorago esbranquigada. Ao decorrer das
avaliagdes, o centro frénico conservado em glicerina
tornou-se mais opaco em relagdo a outra membrana.

Estacondicao foi melhor evidenciadado décimo quinto
diapds-operatérioemdiante(GV, GVI eGVII). Durante
este mesmo periodo, tornou-se dificil a delimitacdo
entre o tecido do hospedeiro e os implantes,
principalmente na regido reparada com o tecido
conservado emsal (Figural). A vascularizagdo local,
que nos animais do Gl estava bastante evidente, foi
gradativamente decrescendo durante a evolugéo pos-
operatoria.

Na avaliaco microscopica, observou-se,
nos animais do GlI, a presenga de implantes integros
circundados por reagdo inflamatoria polimorfonuclear
multifocal moderada, associada a infiltrado
mononuclear difuso com macrofagos. Essa reacéo
estendeu-se apartir dos centros frénicos até asfascias
musculares profundas. No Gll, areagdo inflamatoria
mononuclear associou-se a proliferacdo de
fibroblastos circundando as membranas implantadas,
com infiltrados nos feixes musculares. Também se
constatou a presenca de infiltragdo mononuclear
perivascular. A reagcdo observada nos ratos do GllI
ndo variou deintensidade em rel agdo ao grupo anterior,
sendo evidenciada diminuicdo do tamanho dos
implantes, associada a infiltrado mononuclear de
fibroblastos e presenca de fibrécitos com secrecéo de
col&geno. No décimo diapds-operatorio (GIV), havia
proliferacdo acentuada de tecido conjuntivo fibroso
circundando pequenas areas das membranas
implantadas remanescentes, que se estendiaao tecido
adjacente. No GV, ainda se evidenciava restos das
membranas implantadas, mas a fibrose estava menos
acentuada em comparagdo ao grupo anterior. Em trés
animais, jando existiam implantes, apenastecido fibroso.
Aos 30 dias (GVI) as observagdes foram semel hantes.
Nosratosdo GV evidenciou-se ausénciado implante
associada a formac&o de uma ténue camada de tecido
conjuntivo. Durante todos os periodos de observagao,
nao foram constatadas variagdes nas reacfes
inflamatdrias ou na reabsor¢do do implante entre os
dois tratamentos. Evidenciou-se também que os
implantesforam absorvidos mais|entamente noslocais
onde se formaram pequenas dobras (junto a érea de
suturd). A figura2 demonstraalteragdes microscopicas
observadas em diferentes grupos.

DISCUSSAO

As amostras coletadas de ambos os
conservantes apresentaram resultados negativos
guanto a presenca de bactérias e fungos, ndo havendo
crescimento destes agentes nos meios analisados ou
no tecido dosanimais. A agdo anti-sépticadaglicerina
tem sido comprovada em diferentes trabalhos

CiénciaRural, v.34,n.1, jan-fev, 2004.
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Figural — AvaliagOes macroscopicas das regides de implantagdes de centros frénicos caninos, conservados em solugéo hipersaturada de sal
e glicerina a 98%, em lacunas produzidas nos musculos retos abdominais de ratos Wistar. Em A pode-se observar os locais de
implantacdo das membranas conservadas em sal (S) ou glicerina (G) aos 10 dias do periodo pds-operatério (GlV). Nessa situagéio
ocorreu vascularizacdo abundante da regido. Ja em B é possivel analisar as membranas aos 15 dias do periodo pés-operatério. A
vascularizagdo apresenta regressdo e ambos implantes estéo em processo de substituiggo pelo tecido do animal. Em C (GVI, 30
dias de pds-operatdrio) em trés animais os implantes apresentavam completa substituicao por tecido vivo (setas), ndo sendo
observadas diferencas entre os tratamentos. Em D (GVII), pode-se observar os implantes na face interna da musculatura
abdominal. Oslocais de implantagdo eram evidenciados pela presenga de uma ténue camada de tecido conjuntivo fibroso (setas).
Em nenhum dos animai's se constatou a presenca dos i mplantes macroscopi camente.

(PIGOSS!, 1964; PIGOSS!, 1967), podendo ser mantida
por periodos superiores a 10 anos (BRUN et al.,
2000). De forma semelhante ao presente estudo,
BRUN et al. (2002) demonstraram que a solucdo
hipersaturada de sal, napropor¢ao de 1,59 para 1ml
de agua tridestilada, quando utilizada para a
conservagao de tecidos por periodo inferior ao
supracitado também possui esta acdo,
provavelmente explicada pela diminui¢do da
atividade de agua. Nesse aspecto, a solucéo de sal
analisada pode apresentar vantagens em relagéo a
outros meios alternativos, umavez que se constatou
a presencga de bacilos no mel ndo processado
(AMENDOLA, 2001) e que ainda n&o é possivel
descartar que a solugéo hipersaturada de agicar, na

proporcéo de 3g para 1ml de agua tridestilada,
destrua completamente os contaminantes
bacterianos (MAZZANTI et al., 2001).

O tempo de hidratag&o de 15 minutos para
o tecido conservado em glicerina segue as
indicagdes de SARTORI FILHO et al. (1997). A
membrana conservada em sal foi hidratada pelo
mesmo periodo, conforme a constatagéo prévia de
BRUN et al. (2002). Em ambos oscasos, osimplantes
tornaram-se maledveis e aparentemente mantiveram
sua resisténcia. Devido a comprovada acgéo anti-
séptica dos dois meios, observadas em estudos
anteriores (PIGOSS!, 1964; PIGOSSI, 1967; DALECK
et al., 1987; BRUN et al., 2002) e no presente
trabal ho, optou-se pelanéo inclusdo de antibi éticos

CiénciaRural, v.34, n.1, jan-fev, 2004.
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Figura 2 — Avaliactes microscopicas das regides de implantagdes de centros frénicos caninos, conservados em solugdo hipersaturada de sal e
glicerinaa 98%, em lacunas produzidas nos miscul os retos abdominais de ratos Wistar. Nas imagens A e B estdo os implantes aos
10 dias do periodo pds-operatdrio (GIV). A imagem A corresponde ao local de reparacdo do defeito com a membrana conservada
em sal, enquanto a B est4 associada ao tecido conservado em glicerinaa 98%. Em ambas situagdes os implantes (IM) apresentam-
seinfiltrados por tecido conjuntivo fibroso (TCF). Também pode-se observar tecido muscular (TM) e peritonio (P). Asimagens C
e D correspondem aos locais de implantagdes das membranas conservadas em sal (C) ou glicerina (D) aos 60 dias do pés-
operatdrio. Em ambas situagdes os implantes foram completamente substituidos por tecido conjuntivo fibroso. N&o se evidenciam
diferencas de reacao tecidual entre os dois tratamentos. LF corresponde ao local do fio de sutura. 10X.

CiénciaRural,v.34,n.1, jan-fev, 2004.
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na solucdo hidratante. Conduta semelhante é
indicadapor GONCALVES (2000) eMAZZANTI et
al. (2001) edemonstraser apropriada.

Nas observagcfes macroscépicas e
microscépicas nos diferentes tempos, evidenciaram-
se a auséncia de eliminagéo do implante e sua
progressiva substituicdo pelo tecido do tecido do
hospedeiro. Este padrao de resposta tem sido
constatado ap6s a implantagdo de materiais
biol 6gicos conservados em diferentes meios, como
a glicerina (DALECK et al.,1988; RANZANI et
al.,1990; COSTANETOet al., 1999; OLIVEIRA et dl.,
1999; MAZZANTI et d., 2000; RAISER et & ., 2001),
o0 mel ndo processado (AMENDOLA et a., 2000;
AMENDOLA, 2001), a solucéo hipersaturada de
acUcar (GONCALVES, 2000; MAZZANTI etd., 2001),
asolucéo hipersaturadade sal (BRUN et al., 2002), e
comprova que o centro frénico canino conservado
na solucdo estudada atua como arcabougo para o
desenvolvimento do tecido vivo.

A manutencdo do implante nos sete
primeiros dias pds-operatorios demonstra a auséncia
de reacdo hiperaguda, conforme a declaragéo de
RAZANI et al. (1990). Estes mesmos autores afirmam
gue a auséncia de vasculite leucocitaria e linfonuclear
no implante argumentapelando ocorrénciaderejeicdo
dotipo humoral e celular, respectivamente. Condicbes
semelhantes foram observadas no presente estudo, em
ambas asregides deimplantac&o. Apesar de ndo serem
realizados testes imunol 6gicos especificos tal como
descreve PIGOSSI (1967), estas observages permitem
afirmar que asolugao hipersaturada de sal naproporgdo
estudada, assm como aglicerinaa98% (PIGOSSI, 1964;
PIGOSS!, 1967; RAZANI et d., 1990), atuadiminuindo
a antigenicidade do tecido conservado.

Nas avaliagbes microscopicas, foi
demonstrado que o centro frénico mantido em solugéo
hipersaturada de sal foi substituido por tecido
conjuntivo fibroso, em velocidade semelhante a
observada para o material bioldgico conservado em
glicerina, apartir do décimo quinto diapds-operatorio.
Considerando que o sucesso da implantagdo pode
estar diretamente relacionado ao tempo de
incorporacao do implante, ambas as solucdes
demonstram serem adequadas para a conservagao de
centro frénico canino. Em trabalho anterior, BRUN et
al., (2002) constataram que o pericardio mantido em
solucéo salina semelhante havia sido totalmente
substituido por tecido conjuntivo fibroso ao final de
30dias. ARANZANI et al. (1990) eMAZZANTI et al.
(2000) observaram estamesma condicao 60 dias apds
a implantagdo pericardio e segmento muscular
conservados em glicerina . Estas variagOes de tempo

entre os autores, incluindo a observada no presente
estudo, podem estar relacionadas ao meio de
conservagdo, a preparacdo prévia dos implantes e a
estrutura morfol6gica dos mesmos (MAZZANTI et
d.,2001).

CONCLUSOES

Nas condigdes desse estudo, é possivel
concluir que a solugdo hipersaturada de sal, na
proporcdo de 1,59 de sal comercial para1ml de &gua
tridestilada, apresenta resultados semelhantes a
glicerina a 98% na conservacdo de centro frénico
canino. Ambos os meios sdo adequados para esse
fim, uma vez que apresentam caracteristicas anti-
sépticas e anti-imunogénicas, e permitem que o
implante atue como arcabouco para o tecido de
reparacao do hospedeiro, quando utilizado na
reparacao de tecido muscular de ratos Wistar.
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