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ABSTRACT.- Vilela L.M., Del Carlo R.J., Silva J.C.P., Matta S.L.P., Rodrigues M.C.D.,
Monteiro B.S., Matinez M.M., Reis A.M.S., Machado D.P.D. & Lopes L.R. 2010. [Structure
and cellularity of the fresh menisci (Oryctolagus cuniculus) of rabbits and the
menisci preserved in glycerin.] Estrutura e celularidade de meniscos frescos de coe-
Ihos (Oryctolagus cuniculus) preservados em glicerina. Pesquisa Veterinaria Brasileira
30(4):295-300. Departamento de Veterinaria, Universidade Federal de Vicosa, 36570-
000 Vigosa, MG, Brazil. E-mail: ricarlo@ufv.br

In the present study was evaluated the tissue architecture, the percentage of cellular
population, as well as viability and distribution of cells in fresh menisci of rabbits and
preserved in 98% glycerin. Were analyzed medial menisci of rabbits freshly slaughtered,
which were distributed into three groups: the MF group (n=7), composed of fresh menisci,
corresponded to the control group; the MG group (n=7), composed by menisci preserved
in 98% glycerin, for 30 days, and the MR group (n=7) by menisci preserved in 98%
glycerin and rehydrated in NaCl 0.9% for 12 hours. In all menisci were identified and
guantified the different cell types: fibroblasts/fibrocytes and condrocytes. The cell
population percentage was statistically similar in all groups. All menisci preserved in the
MG and MR groups showed a lower intensity of color and shrinkage of collagen fibers,
reduced volume and higher intensity of staining of nucleus (chromatin condensation), as
compared to fresh menisci (MF), featuring the phenomenon of cell lysis. The cartilaginous
matrix of preserved menisci proved to be well preserved because the tissue architecture
was maintained. It was concluded that 98% glycerin is an optional preservation mean for
meniscal allografts with a devitalized collagenous matrix.

INDEX TERMS: Articular cartilage, meniscal allograft, knee.

RESUMO.- No presente estudo foi avaliada a arquitetura
tecidual, a populacéo celular, assim como a integridade e
a distribuicdo dos tipos celulares em meniscos frescos de
coelhos e preservados em glicerina 98%. Foram analisa-
dos meniscos mediais de coelhos recém abatidos, que

1 Recebido em 29 de dezembro de 2008.
Aceito para publicacdo em 11 de agosto de 2009.

2 pos-graduando em Medicina Veterinaria, Universidade Federal de
Vicosa (UFV), Vicosa, MG 36570-000, Brasil.

3 Departamento de Veterinaria (DVT), UFV, Vigosa, MG. *Autor para
correspondéncia: ricarlo@ufv.br

4 Setor de Patologia, DVT, UFV, Vicosa, MG.

5 Departamento de Biologia Geral, UFV, Vigosa, MG.

6 Graduando, DVT, UFV, Vicosa, MG.

295

foram distribuidos em trés grupos: o grupo MF (n=7), com-
posto por meniscos frescos, correspondeu ao grupo con-
trole; o grupo MG (n=7), composto por meniscos preser-
vados em glicerina 98%, por 30 dias, e o grupo MR (n=7),
por meniscos preservados em glicerina 98% e reidratados
em NaCl 0,9%, por 12 horas. Em todos os meniscos fo-
ram identificados e quantificados os diferentes tipos celu-
lares: fibroblastos/fibrocitos e condrdcitos. A populagao
celular foi estatisticamente semelhante nos trés grupos
de meniscos, sendo que 0S meniscos preservados, gru-
pos MG e MR, apresentaram menor intensidade de colo-
racao e retracao das fibras colagenas, diminuicao de vo-
lume e maior intensidade de coloracdo dos nucleos
(condensacédo da cromatina), em relacdo aos meniscos
frescos (MF), caracterizando o fenémeno de lise celular.
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A matriz fibrocartilaginosa dos meniscos preservados re-
velou-se bem preservada mantendo a arquitetura tecidual
dos meniscos. Conclui-se que a glicerina 98% € uma op-
¢éo de meio de preservacao para meniscos objetivando
aloenxerto, com matriz colagena desvitalizada.

TERMOS DE INDEXACAO: Cartilagem articular, aloenxerto
meniscal, joelho.

INTRODUCAO

Os meniscos sao estruturas fibrocartilaginosas semiluna-
res interpostas entre as superficies articulares do fémur e
da tibia, de vital importancia para a boa funcéo e preser-
vacao da articulacdo do joelho (Barret et al. 1998). Os
condrdcitos sdo as células predominantes nos meniscos
e se apresentam em maior quantidade nos cornos des-
ses, envolvidos por abundante substancia intersticial. Os
fibrécitos séo encontrados principalmente na metade ex-
terna do menisco, distribuidos entre os feixes de fibras
colagenas (Somer & Somer 1983).

A meniscectomia total e a substituicdo dos meniscos
por aloenxertos séo procedimentos freqiientemente reali-
zados quando outras opgdes para reparo ou reconstru-
¢éo do menisco ndo puderem ser utilizadas (Rijk 2004,
Reckers et al. 2005), e tem como objetivo evitar as altera-
¢Oes degenerativas nas cartilagens articulares (Cury et
al. 2002). A substituicdo por aloenxerto, no caso a
fibrocartilagem de menisco, apresenta como vantagem a
possibilidade de utilizar um tecido semelhante, em sua
morfologia, ao tecido que esta sendo substituido (Reckers
et al. 2005). As desvantagens estéo na dificuldade de téc-
nica de preservacao, na possibilidade do enxerto ser vetor
de doencas infecto-contagiosas, nos eventuais proces-
sos de reacdes imunoldgicas e na viabilidade do enxerto
(Buma et al. 2004, Reckers et al. 2005, Torres et al. 2006).

Nao ha na literatura consenso sobre a influéncia da
celularidade do menisco transplantado, consequéncia di-
reta da técnica de preservacao. Alguns autores preconi-
zam que a viabilidade celular € um fator de melhor inte-
gragdo, enquanto outros dao preferéncia ao transplante
de uma matriz de colageno desvitalizada (Reckers et al.
2005). A refrigeracdo a 4°C preserva a viabilidade celu-
lar, sem alterar a arquitetura do menisco (Felix & Paulos
2003, Reckers et al. 2005). Varios estudos tém sugerido
gue uma populacéo viavel de condrécitos pode ter efeito
benéfico na manutencéo da matriz extracelular e na inte-
gridade mecéanica do enxerto apods o transplante (Rijk
2004). O obstaculo a este procedimento é coordenar o
periodo em que as células mantém-se viaveis (Felix &
Paulos 2003).

O congelamento em temperaturas a partir de 70°C
negativos € o método mais amplamente utilizado para
preservacdo de meniscos, ocasionando a morte de todas
as células, porém mantendo a arquitetura tecidual
(Reckers et al. 2005). Trata-se de um processo pouco
oneroso e apesar da total lise celular, tem demonstrado
resultados clinicos satisfatorios (Aagaard et al. 1999, Cury
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et al. 2002). O congelamento em temperaturas inferiores
a 0°C mantém a viabilidade celular por até cinco dias (Cury
et al. 2002, Reckers et al. 2005).

A criopreservacdo mantém, pelo menos parcialmente,
a integridade da membrana celular e a viabilidade de
condrécitos do doador (Verdonk & Kohn 1999, Rijk 2004).
Este método mantém entre 30 e 40% de células viaveis,
mas esta porcentagem diminui com o tempo de estocagem
(Rijk 2004). DeBeer et at. (2000) encontraram que 95%
das células do doador haviam sido substituidas, um ano
apos o implante, por células do hospedeiro em um enxer-
to criopreservado de menisco humano. O papel da viabi-
lidade celular nos transplantes de menisco nao é claro no
momento (Rijk 2004).

Na liofilizacdo ou congelamento a seco ocorre com-
pleta inviabilidade celular (Cury et al. 2002, Wirth et al.
2002, Felix & Paulos 2003). Os autores partidarios de que
somente a matriz desvitalizada do menisco ja é suficiente
para o sucesso do transplante, preconizam seu uso (Felix
& Paulos 2003, Rijk 2004, Reckers et al. 2005).

A glicerina a 98%, mantida em temperatura ambiente,
apresenta como vantagens o baixo custo e a propriedade
antisséptica, atuando como bactericida e fungicida, além
de reduzir a antigenicidade do tecido nela conservado,
preservar a textura do tecido e aumentar a resisténcia a
tracdo, sem alterar o grau de elasticidade (Pigossi 1967).
Krauspenhar (2003) recomendou que o periodo minimo
para preservacao dos enxertos € de 30 dias, pois a elimi-
nacao de bactérias gram negativas pode requerer até 27
dias.

O objetivo desse estudo foi identificar e avaliar a ar-
quitetura tecidual, os tipos celulares presentes, assim
como analisar a distribuicdo e a integridade das células
de meniscos frescos de coelhos, meniscos preservados
em glicerina 98% por 30 dias e meniscos preservados
em glicerina 98% por 30 dias, seguido de reidratagdo em
solugéo salina por 12 horas, por meio de analises in vitro,
no intuito de estabelecer um banco de tecidos para futu-
ros aloenxertos meniscais.

MATERIAL E METODOS

A metodologia adotada durante o desenvolvimento deste
trabalho foi aprovada pela comissdo de Etica do Departamento
de Veterinaria, da Universidade Federal de Vigosa (UFV), sob
parecer n° 89/2007.

Foram utilizados meniscos mediais (n=21) de 11 coelhos
albinos da raca Nova Zelandia, com idade entre trés e quatro
meses e peso médio de 3kg, oriundos de criagdo comercial da
cunicultura do Departamento de Zootecnia da UFV. A retirada
dos meniscos foi realizada imediatamente ap6s o abate e em
condi¢cBes de limpeza, mas sem rigores de assepsia.

Uma incisao transversal na capsula articular envolvendo o
ligamento colateral medial foi realizada e um esfor¢co em valgo
foi o suficiente para facilitar a visualizagéo e 0 acesso ao menisco
medial. Foram seccionados os ligamentos cruzado cranial e
caudal, meniscotibial cranial e caudal, meniscocapsulares e o
intermeniscal, e realizada a coleta dos meniscos (Fig.1A e 1B).

Os restos de ligamentos e tecido adiposo aderidos foram
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removidos e os meniscos mediais coletados foram acondicio-
nados em frascos individuais de vidro e distribuidos aleatoria-
mente em trés grupos, com sete meniscos cada. O grupo MF
foi composto por meniscos frescos (recém-colhidos), e
correspondeu ao grupo controle, estes meniscos foram imersos
em formalina 10%, tamponada, por 24 horas. O grupo MG foi
composto por meniscos acondicionados na proporgédo glicerina
98%/menisco de 20:1, por 30 dias, em temperatura ambiente.
Apos esse periodo, os meniscos foram retirados da glicerina e
imersos em formalina 10% tamponada, por 24 horas. O grupo
MR foi composto por meniscos que foram imersos em glicerina
98%, por 30 dias, em temperatura ambiente. Logo ap6s o peri-
odo de preservacgdo, os meniscos do grupo MR foram imersos
em solugdo salina (NaCl 0,9%), durante 12 horas, para reidra-
tacdo, simulando condi¢des a que seriam submetidos nos peri-
odos pré e trans-operatério. Em seguida, foram imersos em
formalina 10% por 24 horas, para processamento histoldgico.

Os meniscos foram incluidos em parafina e seccionados
em micrétomo rotativo a 5um de espessura. Os cortes obtidos
comportavam toda a extens@o do menisco, sendo corados pelo
método de hematoxilina e eosina (HE) (Grimaldi Filho 1981).
Foram confeccionadas e analisadas duas laminas de cada
menisco totalizando 14 laminas por grupo. Os meniscos foram
divididos em trés regides para analise: corno-cranial, corpo e
corno-caudal. A analise histométrica foi realizada pela contagem
de 500 pontos aleatérios sobre cada regido do menisco,
registrando-se 0s pontos coincidentes sobre condrdcitos e
fibroblastos/fibrécitos, sendo os resultados expressos em
percentual (%), utilizando-se objetiva de 20x. Avaliou-se também
a distribuicdo e a viabilidade celular nas trés regides, assim
como a integridade da matriz extracelular fibrocartilaginosa
(arquitetura tecidual).

As variaveis quantitativas foram submetidas aos testes de
Normalidade (Lilliefors) e Homocedasticidade (Cochran) e,
posteriormente, a anlise de variancia. Em caso de significancia,
foi realizado o teste de Duncan ou de Tuckey, conforme a
instabilidade da variavel. Quando ndo atendia as premissas de
normalidade e homocedasticidade, foram realizadas as
transformacdes apropriadas para posterior andlise de variancia
(SAEG 1999).

o - > - ﬂ‘!xl’;

Fig.1. Procedimento de coleta dos meniscos mediais de coelhos. (A) incisdo transversal da capsula articular, articulagdo exposta
e ligamento colateral medial seccionado. (B) Apos secgéo dos ligamentos cruzados, meniscocapsulares, meniscotibial cranial
e intermeniscal, 0 menisco se encontra fixo pelo ligamento meniscotibial caudal. (menisco medial; ligamento cruzado cranial;
ligamento colateral medial; ligamento meniscotibial do corno caudal; # condilo femoral; * plato tibial).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A distribuicdo celular apresentou-se de forma semelhan-
te nos trés grupos estudados: MF, MG e MR. Em todos 0s
grupos, os condrécitos foram as células predominantes,
com maior presenga nos cornos, onde se encontravam
circundados por abundante substancia intersticial (Fig.2-
3). Ja os fibrécitos, estavam presentes, principalmente,
na metade externa do menisco, envolvidos por matriz
conjuntiva (Fig.2-3), a semelhanca do observado por
Somer & Somer (1983), em meniscos frescos de cdes.

A microscopia, todos os fragmentos de meniscos dos
grupos preservados em glicerina (MG) e preservados em
glicerina e reidratados em NaCl 0,9% (MR) apresentaram
sinais de gradativa desorganizagéo celular (lise), carac-
terizada por maior condensacgédo da cromatina nuclear e
por crescente retracdo e perda da afinidade tintorial das
fibras conjuntivas (Fig.3). Nesses grupos, a matriz fibro-
cartilaginosa revelou-se bem preservada mantendo a ar-
quitetura tecidual.

A populacéo celular (condrocitos e fibrdcitos/fibroblas-
tos) nos grupos de meniscos preservados (MG) e menis-
cos preservados e reidratados (MR) foi estatisticamen-
te semelhante a densidade celular do grupo de menis-
cos frescos (MF), com valores médios percentuais de
condrdcitos 61,5, 60,7 e 60,5 e fibrocitos/fibroblastos
38,5, 39,3 e 39,5 para MF, MG e MR, respectivamente
(Fig.4).

Neste trabalho, apos preservacéo em glicerina 98%, a
integridade e consequentemente, a viabilidade celular ndo
foram mantidas. De maneira diferente, Reckers et al.
(2005) relataram que meniscos de coelhos congelados
em diferentes temperaturas, por 30 dias, apresentaram
um percentual de viabilidade celular de 30%. Enquanto,
Arnoczky et al. (1988), encontraram entre 30 e 40% de
células viaveis em meniscos criopreservados de cdes. O
comportamento diferente em relacao a integridade celu-
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circundados por abundante substancia intersticial, nos cornos meniscais; (C,D), campo microscopico contendo fibrocitos/fibro-
blastos () envolvidos por matriz conjuntiva, no corpo do menisco. HE. Barra = 10um.

lar pode ser explicado pelos estudos realizados por
Verdonk & Kohn (1999), quando demonstraram que a
criopreservacao preserva parcialmente a integridade da
membrana celular e a viabilidade de condrécitos.

A glicerina 98% né&o foi capaz de manter a integridade
celular e impedir a desorganizagéo progressiva dos cons-
tituintes celulares dos meniscos nela preservados, ndo
mantendo assim as células viaveis. Ja o congelamento,
como utilizado por Arnoczky et al. (1988), Verdonk & Kohn
(1999) e Reckers et al. (2005), determinou a diminuigdo
do metabolismo celular em niveis capazes de preservar a
viabilidade. Estes mesmos autores (Reckers et al. 2005)
também concluiram que dependendo do método de con-
gelamento utilizado, a celularidade diminui de modo dife-
rente, sendo a quantidade de células vidveis menor nas
temperaturas mais baixas.

A glicerina 98% nao causou alteragdes significativas
na integridade morfoldgica e estrutural do menisco. Apés
a reidratacao em NaCl 0,9%, grupo MR, que foi realiza-
da conforme recomendacao de Costa (1996) e Del Carlo
et al. (1999), a arquitetura tecidual foi mantida, a seme-
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Ihanca do observado no grupo de meniscos preserva-
dos (MG).

Os meniscos contém cerca de 75% de agua, 20% de
fibras colagenas, além de glicosaminoglicanos, células e
pequena quantidade de fibras elasticas (Buma et al. 2004).
Como apo6s a preservacdo em glicerina 98% e reidrata-
¢cdo, o padrdo morfologico se manteve em relacdo aos
meniscos frescos, recém coletados, admite-se que a
glicerina preservou, ainda que parcialmente a arquitetura
tecidual e presumivelmente suas propriedades mecani-
cas.

Apesar de Rijk (2004) preconizar o transplante de
meniscos com células viaveis, a glicerina 98% passa a ser
uma opcao de meio de preservacao, para 0s autores que
preconizam o transplante de menisco, como uma matriz
colagena desvitalizada (Aagaard et al. 1999, Cury et al.
2002), a semelhanca dos enxertos que sao congelados a
partir de 70°C negativos, onde ocorre a lise de todas as
células com manutenc¢édo da arquitetura tecidual (Verdonk
& Kohn 1999, Reckers et al. 2005). Também, questiona-se
a necessidade de viabilidade celular no momento do trans-
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Fig.3. (A,B) Meniscos do grupo MG, preservados em glicerina 98% por 30 dias. (C,D) Meniscos do grupo MR, preservados em
glicerina 98% por 30 dias e reidratados em NaCl 0,9% por 12 horas. (A,C) Condrécitos (=) circundados por abundante subs-
tancia intersticial, presentes nos cornos meniscais. (B,D) Fibrdcitos/fibroblastos (=) envolvidos por matriz conjuntiva. Obser-
vam-se sinais de lise celular nesses dois grupos (altera¢es dos nucleos pela reducéo da cromatina), perda da coloracéo geral
e retracdo das fibras colagenas. HE. Barra = 10um.
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Fig.4. (A) Representacdo dos valores médios percentuais de condrécitos e (B) fibrocitos/
fibroblastos observados nos trés grupos: meniscos frescos (MF), meniscos preservados
em glicerina (MG) e meniscos preservados em glicerina e reidratados (MR). Os tratamen-
tos ndo diferem entre si ao nivel de 5% de probabilidade.
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plante, ja que de DeBeer et al. (2000) observaram que 95%
das células do doador, haviam sido substituidas por célu-
las do hospedeiro, em um enxerto criopreservado de
menisco humano, um ano apos a cirurgia.

CONCLUSAO

Conclui-se que a glicerina 98% preservou a arquitetura
tecidual dos meniscos, podendo ser uma opcao de meio
de preservacdo de aloenxertos meniscais, para utiliza-
¢do em transplantes de meniscos, com matriz colagena
desvitalizada.
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