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Objetivos Avaliar e comparar as caracteristicas histolégicas de meniscos frescos e
meniscos congelados armazenados em banco de tecidos por 1 més e por 5 anos.
Métodos Foi feito um estudo histolégico com enxertos meniscais. Avaliamos 10
meniscos, sendo 2 que ficaram armazenados sob congelamento por 5 anos, 4
armazenados congelados por 1 més, e 4 frescos, recém captados. Foram feitos cortes
histologicos corados com hematoxilina e eosina e Tricromico de Masson, para avaliacao
das propriedades histoldgicas.

Resultados Os meniscos congelados por 1 més apresentaram preservacao parcial da
estrutura das fibras coldgenas, sem degeneracao hidrépica significativa do tecido. Nos
meniscos congelados por 5 anos, observamos dissociacdo evidente das fibras colage-
nas, com presenca de multiplos focos de degeneracao hidrépica.

Discussao Encontramos degeneracdo bem mais significativa nos meniscos armaze-
nados por 5 anos, o que indica que o longo periodo de congelamento leva a progressao
significativa da degeneracao do tecido. Isto pode sugerir que o periodo de 5 anos,
considerado periodo maximo que o enxerto pode permanecer armazenado antes de
ser transplantado, é um periodo muito longo.

Conclusao Nos enxertos armazenados por 1 més, existiu apenas discreta alteracao
degenerativa das fibras colagenas, enquanto que nos meniscos com 5 anos de
congelamento foi observada degeneracdo significativa do tecido. Tibiais
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Avaliacao das propriedades histologicas de enxertos meniscais humanos

Santos Netto et al.

Objectives The present paper aims to evaluate and compare the histological features
of fresh and frozen menisci stored in a tissue bank for 1 month and for 5 years.
Methods The meniscal grafts were subjected to a histological study. A total of 10
menisci were evaluated; 2 were frozen for 5 years, 4 were frozen for 1 month, and 4
were fresh, recently harvested specimens. Histological properties were evaluated in
sections stained with hematoxylin and eosin and Masson trichrome methods.
Results The menisci frozen for 1 month showed partially preserved collagen fiber
structure and no significant hydropic tissue degeneration. The menisci frozen for
5 years presented an evident dissociation of collagen fibers and multiple foci of
hydropic degeneration.

Discussion Degeneration was much more significant in menisci stored for 5 years,
indicating that a long freezing period results in substantial progression of tissue
deterioration. This may suggest that the 5-year period, considered the maximum time
for graft storage before transplant, is too long.

Conclusion Grafts stored for 1 month showed a slight degenerative change in
collagen fibers, whereas menisci frozen for 5 years presented significant tissue

= tissue bank degeneration.

Introducao

Ao longo das dltimas décadas, o tratamento das lesdes
meniscais vem evoluindo continuamente. A sutura da lesao
meniscal é a técnica de escolha no tratamento das lesdes
instaveis de menisco, em detrimento a uma meniscectomia
parcial ou total, preservando o tecido meniscal."? Infeliz-
mente, nem todas lesdes meniscais podem ser reparadas,
especialmente se tiver ocorrido dano extenso no tecido.>*

Apds uma meniscectomia, os pacientes geralmente apre-
sentam um periodo de alivio da dor, mas com o tempo a
queixa pode retornar, acompanhada de derrame articular de
repeticdo, principalmente associado a atividades de impacto.
Em pacientes jovens e ativos, dor no joelho apés meniscec-
tomia pode ser um problema desafiador.* O transplante
meniscal homélogo é uma opg¢do terapéutica para pacientes
jovens e ativos que foram submetidos a meniscectomia e
apresentam sintomas que limitam suas atividades.>

0 sucesso do transplante meniscal homoélogo depende de
diversos fatores. Entre esses fatores temos o armazenamento
e disponibilidade dos enxertos. O método de preserva¢do
mais utilizado é o congelamento a fresco do menisco.>> De
acordo com as normas da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria e do Ministério da Sadde, o tecido meniscal pode
permanecer armazenado em banco de tecido por 5 anos até
ser transplantado.®

Poucos estudos comparam as propriedades histologicas
dos meniscos com < 1 ano de armazenamento com as carac-
teristicas dos meniscos armazenados por 5 anos para avaliar
se existem alteragdes significativas nas propriedades biol6-
gicas destes enxertos. Nosso objetivo foi comparar as carac-
teristicas histolégicas do tecido de enxertos meniscais
frescos ndo congelados com as caracteristicas de meniscos
congelados armazenados por 1 més e meniscos congelados
por 5 anos em banco de tecidos.

Material e Método

Foi feito um estudo histolégico com enxertos meniscais arma-
zenados no Banco de Tecidos da nossa instituicdo. Foram
avaliados 10 enxertos meniscais. Dois enxertos permaneceram
armazenados, sob congelamento a - 80°C, no banco de tecidos
por 5 anos, outros 4 enxertos permaneceram armazenados,
também sob congelamento a-80° C, por um periodo de 1 més, e
outros 4 enxertos foram captados e estudados a fresco. Todos
os enxertos incluidos no estudo foram captados de doadores,
cujas familias doaram seus tecidos tanto para transplante
quanto para fins de estudo e pesquisa, de acordo com o Termo
de Doagdo preenchido previamente a captag¢ao dos 6rgaos. O
presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
da nossa instituigao.

Os meniscos foram enviados ao Departamento de Anato-
mia Patol6gica em formol a 10%, para avalia¢do das proprie-
dades histologicas dos enxertos e comparacdo entre os
grupos, usando os meniscos frescos ndo congelados,
recém-captados, como parametro para comparagao com os
meniscos armazenados sob congelamento.

Os meniscos foram incluidos em parafina e seccionados em
micrétomo rotativo a 5um de espessura. Foram confecciona-
das duas laminas de cada um dos 10 meniscos, sendo uma
amostra obtida através de corte perpendicular na transi¢ao
entre o corno anterior e o corpo do menisco, e a outra amostra
obtida através de corte perpendicular na regido do corno
posterior. Em todas as 20 amostras, foi obtido tecido tanto
da regido central quanto da regido periférica do menisco.

As amostras foram coradas pelo método de hematoxilina
e eosina (H&E), coloracdo padrdo para avaliacdo histologica
do ndcleo, citoplasma e substancia fundamental amorfa do
tecido, e para complementar a H&E, foi utilizado o Tricro-
mico de Masson, método de histoquimica que avalia as
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Fig. 1 (A) Menisco a fresco com sua coloragao habitual, eosinofilica. (B) Menisco conservado por 1 més com alteragao da cor para basofilica e
fragmentagao das fibras colagenas. (C) Menisco conservado por 5 anos com alteragdes mais acentuadas, exibindo extensa degeneragao hialina
formando acimulos intersticiais por edema. (Hematoxilina & Eosina, aumento de 10x).

fibras colagenas. A andlise foi realizada pela contagem de
pontos aleatérios sobre cada regido do menisco, regis-
trando-se os pontos coincidentes sobre condrécitos e
fibroblastos/fibrécitos, sendo os resultados expressos, uti-
lizando-se objetiva de 10x, para avaliar a distribuicdo e a
viabilidade celular nas duas regides, assim como a integri-
dade do tecido fibrocartilaginoso.

Resultados

Quando comparados com o tecido meniscal fresco ndo
congelado recém-captado, os meniscos que permaneceram
congelados por 1 més apresentaram desorganizacdo parcial
da estrutura de suas fibras colagenas, estando estas mais
compactas na porcdo central e com discreta dissociacdo na
porcdo periférica do menisco, e ndo houve degeneragdo
hidrépica significativa do tecido. A degeneragdo do tecido
exibia alteracdo de aspecto basofilico (coloragdo evidente na
hematoxilina). Dois destes meniscos apresentavam conden-
sacdo e homogeneizacdo das fibras colagenas, enquanto os
outros dois apresentavam discreta fragmentacdo das fibras
colagenas, com formagdo de pequenas areas vacuolizadas de
aspecto hidrépico.

Os meniscos que permaneceram congelados por 5 anos
apresentavam altera¢des mais significativas, cursando com
dissociacdo evidente das fibras coldgenas em toda sua
extensdo, com presenca de multiplos focos de degeneracdo
hidrépica que por vezes formavam acimulos vacuolares
(~Figuras 1 e 2).

Discussao

O transplante de menisco humano ndo é mais considerado
um tratamento experimental, uma vez que diversos estudos
clinicos, com centenas de casos, com alta porcentagem de
bons e excelentes resultados, foram publicados sobre o tema
na literatura internacional.”~'® O candidato ideal ao trans-
plante meniscal é um paciente ativo, com menos de 50 anos,
com membro alinhado, joelho estavel, que foi submetido a
uma meniscectomia total ou subtotal, e apresenta quadro de
dor no compartimento envolvido do joelho, sem alteragées
degenerativas significativas.?

Varios fatores tornam o transplante meniscal homélogo
um desafio técnico e logistico. Entre esses fatores temos
armazenamento e disponibilidade de enxertos, custos, risco
de transmissdo de doengas e remodelagdo do enxerto apés a

Fig. 2 (A) Menisco a fresco sem fragmentagao da fibra. (B) Menisco conservado por 1 més com descontinuidade das fibras, com actimulos de
material hialino corados em azul. (C) Menisco conservado por 5 anos com fragmentacdo severa das fibras e acentuada dissociacdo intersticial por

edema. (Tricrémico de Masson, aumento de 10x).
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implantagdo.>® Dentre os principais fatores associados a
equipe médica temos escolha do tamanho adequado, posi-
cionamento preciso e fixacdo estivel do enxerto menis-
cal>’® O enxerto meniscal deve corresponder com
precisdo as dimensdes do joelho receptor para aumentar a
chance de restaurar sua funcdo biomecanica normal.'’ "3 A
implantacdo adequada do enxerto e sua fixacdo afetam a
fun¢do de transmissdo de carga ao redor do joelho, e a
escolha de um enxerto que corresponda a morfologia do
joelho receptor é essencial para otimizar a conformidade
entre o menisco e o condilo femoral.'1*

Os quatro métodos de preservacdo do enxerto descritos
sdo enxerto fresco, congelado fresco, criopreservado e liofi-
lizado. Entretanto, enxertos liofilizados tendem a encolher
de maneira significativa ap6s a implantacdo, e esse método
ndo é mais recomendado como um método de preservacgao. O
uso de enxertos frescos apresenta problemas logisticos
6bvios, como encontrar um receptor em um periodo de 7
dias apés a captagdo, antes que se inicie a deteriora¢do
celular do enxerto, além do risco aumentado de transmissao
de doencas. Enxertos congelados a fresco sao os mais utili-
zados atualmente, com maiores taxas de sucesso, e com 0
menor risco de transmissdo de doengas ou degradacdo
biomecanica.>>

Estudos em animais demonstraram que meniscos trans-
plantados apresentam incorporacgao e cicatriza¢do adequada
na periferia, sem reac¢do inflamatoéria ou aspecto de rejeicdo
evidente.>'>"7 Em nosso meio, Cury et al."” avaliaram a
viabilidade de enxertos meniscais congelados transplanta-
dos em coelhos. Os autores retiraram o menisco medial de 12
coelhos, mantiveram o menisco congelado a temperatura de
-80°C por um periodo de 30 dias, e reimplantaram o menisco
em outro coelho. Apés 60 dias, os meniscos foram avaliados
do ponto de vista macroscépico e histolégico, comparando-
0s com o grupo controle, que foi o joelho contralateral ileso.
Os autores observaram que o menisco congelado transplan-
tado manteve as caracteristicas biol6gicas do menisco ori-
ginal em relacdo ao tamanho e aspecto, apresentando boa
cicatrizagdo periférica na membrana sinovial, e ndo foi
observado aspecto de rejeicdo imunolégica.

De acordo com as normas da Agéncia Nacional de Vigi-
lancia Sanitaria e do Ministério da Satde, o tecido meniscal
pode permanecer armazenado em banco de tecido por 5
anos até ser transplantado.® O comportamento biomecanico
dos meniscos depende da organizacdo das suas fibras
colagenas; dessa forma, o método de preservagdo ideal
ndo deveria levar a alterag¢des significativas na microestru-
tura do tecido, independente de sua celularidade.’® Em
nosso estudo, encontramos degeneracdo acentuada das
propriedades histolégicas dos meniscos armazenados sob
congelamento por 5 anos, enquanto que 0s meniscos arma-
zenados congelados por apenas 1 més apresentavam dege-
neragdo mais leve.

Estudos tanto em humanos quanto em animais mostram
que o congelamento profundo altera a arquitetura normal
das fibras de colageno, com aumento do contetido de agua
no tecido, de forma semelhante ao que encontramos em
nosso estudo.>'%18-20 Gelber et al.'® encontraram altera-

Santos Netto et al.

¢des nas fibras colagenas de meniscos armazenados sob
congelamento por um periodo de 7 dias, sugerindo que o
congelamento profundo, independente do periodo de arma-
zenamento, leva a alteragdes estruturais no enxerto. Em
nosso estudo, observamos que mesmo 0S Meniscos arma-
zenados por apenas 1 més apresentaram alteracdes em sua
arquitetura quando comparados com 0s meniscos que ndo
foram congelados.

Contudo, a progressdo significativa da degeneracdo do
tecido nos tecidos armazenados por periodo mais longo pode
sugerir que o periodo de 5 anos, considerado periodo
maximo que o enxerto pode permanecer armazenado antes
de ser transplantado, é um periodo muito longo.

Ndo obstante, os meniscos que permaneceram armazenados
por mais tempo tiveram uma degenera¢ao bem mais acentuada,
indicando que ndo apenas o congelamento em si, mas o tempo
prolongado de armazenamento sob congelamento leva a pro-
gressdo significativa da degeneragdo do tecido meniscal. Nossos
achados sugerem que o periodo de 5 anos, considerado periodo
maximo que o enxerto pode permanecer armazenado antes de
ser transplantado, é um periodo muito longo. Ndo encontramos
nenhuma série de casos de transplante de menisco realizado
com enxerto congelado a fresco que descreva o periodo maximo
que os enxertos permaneceram congelados antes do procedi-
mento. Lewis et al.?% mostraram em estudo bioquimico, bio-
mecanico e histolégico que meniscos submetidos a multiplos
ciclos de congelamento apresentavam diminui¢do na sua resis-
téncia a compressdo, com maior desarranjo da sua microestru-
tura. Verdonk et al.? realizaram sua série de transplante de
menisco homélogo com meniscos frescos vidveis ndo congela-
dos, defendendo que isso ndo apenas contribui na sobrevivéncia
das células, mas também na producdo da matriz extracelular.
Apesar dos autores ndo focarem seus trabalhos no aspecto
ultraestrutural dos enxertos, podemos considerar que o uso
de enxertos nao congelados também apresenta a vantagem de
ndo ocorrer alteracdo significativa na estrutura das fibras
colagenas do tecido meniscal.

A principal limitagdo do nosso estudo é a amostra
reduzida. Nosso fator limitador foi o niimero pequeno de
meniscos no banco de tecidos disponiveis para o estudo.
Com nossa amostra, ndo conseguimos chegar a conclusdes
definitivas a respeito do periodo de armazenamento
maximo ideal dos tecidos meniscais. Mas levantamos a
hipétese que o tempo de 5 anos, aceito atualmente como
tempo limite, talvez seja excessivamente prolongado. Mais
estudos para avaliar esta hip6tese sdo necessarios, além de
determinar se as alteracdes histolégicas estdo associadas a
alteracdes biomecanicas do tecido. Estudos com uma amos-
tra maior e com andlise de um tempo intermediario de
armazenamento (1 ou 2 anos de congelamento) seriam
importantes para responder a pergunta de qual seria o
tempo maximo ideal de congelamento.

O tratamento das lesGes ligamentares, meniscais e osteo-
condrais do joelho com enxertos homélogos tem se tornado
progressivamente mais popular nas tltimas décadas, em
todo mundo. A baixa disponibilidade de enxertos nos bancos
de tecido musculoesquelético esta associada com a dificul-
dade na popularizacdo dessas técnicas no pais. Politicas de
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estimulo para captagdo e armazenamento de tecido muscu-
loesquelético sdo fundamentais.

Conclusao

Os enxertos meniscais armazenados sob congelamento por 1
més apresentaram discreta alteracdo degenerativa das fibras
colagenas, em quantidade varidvel, porém sem grandes
acimulos intercelulares. Os meniscos com 5 anos de conge-
lamento apresentaram degeneracdo significativa do tecido
em toda sua extensdo, fragmentacdo e acentuada dissocia¢do
das fibras por edema intersticial.
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