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RESUMO

Foram avaliados 25 amostras da camada muscular do intestino delgado de cées, conservados em solugéo supersaturada de agucar
a 300%, glicerina a 98%, polivinil-pirrolidona a 5% e tintura de tiomersal 1:1000. As amostras foram mantidas conservadas por

45 dias e submetidas a analise ultra-estrutural por microscopia eletronica de transmissao. Os meios nédo preservaram totalmente
aintegridade celular, sendo as soluc8es de aglcar a 300% e glicerina 98% as que melhor mantiveram as ultra-estrsituras celulare

PALAVRAS-CHAVE : Intestino delgado. Cées. Preservacao de tecido.

INTRODUCAO capsula renal de coelfposso3 ¢, ligamento nucal de
bovina?, masculo diafragma de cédgdexiga urinaria de
urante muitos séculos, a procura por métodos @&d? e a tunica muscular do intestino delgado de'taes
D conservacdo para diversos tecidos vem sendo O polivinil-pirrolidona € um anti-séptico néo irritante
constante, seja para preservacio de pec@astecidos e de baixa toxid&isendo utilizado na preservacéo
anatémicas ou pelo crescente uso de materiais biologictsstecidos biologicos, como o ligamento nucal de boVia@s
nos transplantes homdlogos e heterélogos, em cirurgiegmada muscular do intestino delgado de'taes
reconstrutivas e reparadoras de elementos tubulares, O agucar granulado foi recomendado no tratamento
valvares e principalmente de sustentacéo. de feridas contaminadag* 25 26.30.32No entanto, a solu¢ao
Vérios estudos tem sido realizados afim de se obter gmpersaturada foi considerada bactericida em concentracées
meio ideal para preservacéao de tecidos bioldgicos, meio estgeriores a 250% e empregada na conservagdo do
gue seja de facil obtencéo, transporte e sem custos elevadussculo diafragntd e da tlnica muscular do intestino
facilitando o emprego cirdrgico das membranas biol6gicas etelgadé’.
qualquer situacéo. A solugéo preservadora deve possuir um Neste experimento, objetivou-se avaliar em
alto poder estabilizador impedindo a total decomposigéo daécroscopia eletrdnica de transmissao, a integridade celular
tecidos e o crescimento de microorganismos, manter @éacamada muscular do intestino delgado de céo, conservada
maximo a integridade celular, aumentar a resisténcia a tragfo glicerina 98%, tintura de tiomersal 1:1000, polivinil-
dos tecidos e atuar por um periodo de tempo prolohgadopirrolidona a 5% e solucéo de aglicar supersaturada a 300%.
Dentre as varias supostas solu¢des que podem ser

usadas na conservacéo de tecidos, encontram-se a solucéo MATERIAL E METODO
alcodlica de tintura de tiomersal 1:1000 utilizada como agente
preservador de membranas biolégiaasle oss§g$> 2 Foram utilizados cinco cdes adultos, trés machos e

A glicerina a 98% é o meio mais utilizado naduas fémeas, sem raca definida, com peso variando de 6 a 10
conservacdo de tecidos, destinados as cirurgig. Apos terem sidos submetidos a exames clinicos,
reconstrutivas, por apresentar propriedades anti-sépticaemograma completo, vermifugados e observados durante
rapida acdo desidratante e fixadora, mantendo a integridddedias. Foram considerados clinicamente sadios.
celular e a textura original dos tecildSendo empregada Os cées foram submetidos a enterectomia do jejuno
na conservac¢do da dura méateperitbnio de bovin®’, de aproximadamente 10 cm de comprimento. O segmento
peritonio de c&Y pericardio de eqlif traquéia de cdp intestinal foi evertido e irrigado varias vezes com solugéo
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fisiologica a 0,9%. Introduziu-se um tubo de ensaio no lunpérrolidona a 5% e os do grupo 4 em solugéo alcodlica de
do segmento intestinal evertido. O epitélio e lamina propriebmersal 1:1000. As fra¢des intestinais permaneceram
da tdnica mucosa foram removidos através de friccfes mubmersas nas solugdes preservadoras em frascos fechados
meio de uma compressa cirirgica umedecida em solugia temperatura ambiente durante 45 dias.

fisiolégica a 0,99%. Os segmentos foram regados em solugdo Decorrido o periodo pré estabelecido, as amostras
fisioldgica 0,9%, cada um dividido em cinco fragmentos deram lavadas e submetidas a imerséo por 20 minutos em
2,0 cm e colocados individualmente em frascos de videmlugao fisiolégica 0,9%, para remover a solucédo
estéreis, constituindo-se quatro grupos preservantes e eonservadora dos tecidos. Os materiais foram fixados e
controle. Cada um com cinco amostras oriunda de cd@sados para a andlise em microscopia eletronica de

diferentes. transmissao conforme o grupo controle.
O grupo controle foi fixado imediatamente apds a
coleta em glutaraldeido a 4% tamponado com cacodilato de RESULTADOS
s6dio 0,AM em pH 7,4.
Apés 48 horas no fixador, os fragmentos foram Nos fragmentos do grupo controle, as células

lavados em solugdo tampao de cacodilato de sodio (0,1Musculares intestinais apresentavam-se com a membrana
pH 7,4), duas vezes por 10 minutos e fixados durante ugitoplasmatica integra (Fig. 1A), citoplasma compacto, raras
hora em tetr6xido de ésmio a 1% e ferrocianeto de potassiitocondrias, as quais eram alongadas, de matriz clara e com
a 1,25%. Em seguida foram incluidos em resina Eponpeucas cristas (Fig. 1B). Foram observados ainda manchas
cortados em ultramicrétomo para obtencdo de cortabbngadas eletrodensas denominadas corpos densos. Os
ultrafinog. Os cortes obtidos foram contrastados com acetat@cleos apresentaram-se com o envoltério integro (Fig. 1C),
de uranild* e citrato de chumbi® 2 e examinados em heterocromatina periférica e com eucromatina central,
microscopio eletronico de transmissdo Zeiss EM-109.  juntamente com o nucléolo. No citoplasma foram
Os segmentos do grupo 1 foram conservados emcontradas vesiculas membranosas sem forma definida, que
solucéo supersaturada de agucar a 300%, os do grupo 2sé&m componentes do reticulo sarcoplasmatico. Junto a
solucdo de glicerina 98%, os do grupo 3 em polivinimembrana plasmética foram observados vesiculas de

Figura 1
Aspecto ultra-estrutural da musculatura lisa intestinal de cdo do grupo controle (A, B, C) e preservada em solucao3@0&¢{Dar a
E, F). Observa-se em “A” a integridade da membrana citoplasmatica (seta) (50.000X), em “B” da mitocdndria (M) (30.000X) e em “C
do nicleo (N) (3.000X).0Observe em “D” o nuicleo (N) desorganizado e a membrana citoplasmatica com sinais de rupturaD@®sja) (30.0
em “E” a mitocondria degenerada (M) (50.000X) e em “F” o nucleo (N) com a cisterna perinuclear dilatada (seta) e desagregacéo d
cromatina (c) (50.000X).
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Figura 2
Aspecto ultra-estrutural da musculatura lisa intestinal de cé@o preservada em glicerina a 98% (A, B, C), em poliviniigp5261{@)
e em tintura de tiomersal 1:1000 (E, F). Observa-se em “A” o nlcleo dilatado (N) e o envoltério celular rompido em algussiadnto
(7.000X), em “B” a mitocondria degenerada (M) (30.000X), em “C” figura mielinica (F) (12.000X), em “D" o citoplasma (Cle®mo ntc
(N) lisados (30.000X), em “E” o nucleo (N) e o citoplasma (C) degenerados (12.000X) e em “F” o nlcleo (N) com a cromatigadiesag
e presenca do nucléolo (seta).

micropinocitose. tiomersal 1:1000 foram semelhantes ao do grupo conservado

As células musculares dos tecidos preservados @@ polivinil-pirrolidona. Entretanto, a cromatina das células
solugéo supersaturada de aclicar, mostravam sinaisna¢sculares lisas dos fragmentos intestinais preservados em
ruptura da membrana plasmatica (Fig. 1D). Os componenté§ura de tiomersal 1:1000, estavam mais organizadas (Fig.
citoplasmaticos ficavam levemente afastados entre si. AE), sendo possivel a identificagao do nucléolo (Fig. 2F).
organelas apresentavam-se de maneira geral desestruturadas .

(Fig. 1E), ndo sendo possivel a identificacdo de corpos DISCUSSAO

densos. Os niicleos mantiveram sua morfologia normal, mas

com desagregacéo cromatinica (Fig. 1F). O envoltério ~ As células musculares, do intestino delgagodo
nuclear, quando integro, apresentava a cisterna perinucléiafragma de ca&sconservados na solugdo supersaturada
dilatada (Fig. 1F). de agucar, mostravam-se integras e com um pequeno aumento

A glicerina a 98% causou algumas rupturas na membrath@ espaco intersticial, quando submetidas a analise em
plasmética do msculo liso intestinal nele preservado (Fig. 2A)icroscopia de luz. Entretanto, a analise ultra-estrutural
Os componentes citoplasmaticos ficaram levemente afastati®glizada neste experimento, mostrou que os tecidos
entre si, ndo sendo possivel observar organelas integras @@gservados nesta solucdo, apresentavam alteragdes das
2B), porém foi possivel a identificagio de corpos densos. Organelas, desagregacédo da cromatina e o rompimento da
nicleos apresentavam-se dilatados com desagregacadneémbrana citoplasmatica em algumas células.
cromatina (Fig. 2A). Encontrando-se também a presenca de O peritonio de céo conservado em glicerina a 98%,
figuras mielinicas (Fig. 2C). durante 30 e 90 dias por Daleck &t ah avaliag&o histolégica

No grupo cuja solugdo preservadora foi o polivinilem microscopia de luz, ndo apresentou alteragéo em relagéo
pirrolidona, as células apresentavam-se totalmena® exame do material recém colhido. As fibras musculares
destruidas, ndo sendo possivel a identificagdo de nenhignéietanto, mostravam-se mais aciddfilas, retraidas e com
estrutura ou organela no citoplasma. Os nticleos mostravaricleos mais condensados. Estas alteragdes também foram
se rompidos e com a cromatina desagregada (Figura 2DYyelatadas por Daleck et‘alao examinarem o peritonio de

As alteragdes no material conservado em tintura ¢@vino conservado durante 60 dias em glicerina a 98% e por
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Daleck et af, com peritdnio de bovino preservado durantgue observaram a destruicdo dos nucleos celulares e o
180 dias. Observagbes semelhantes foram retratadas @dravasamento da cromatina, ao conservarem a camada muscular
Mota et al” na preservacgéo da tlinica muscular do intestirdw intestino delgado neste meio.
delgado de cédo por 45 dias e Mazzanti ét atilizando o Alvarengéa propds o uso do tiomersal 1:1000 como
musculo diafragma de céo durante 30 dias, diferenciandgente preservador de tecidos biolégicos. Porém os achados
apenas pela condensacéo do nicleo. Netd'ee8driram-  ultra-estruturais desta pesquisa mostraram uma completa
se também a integridade celular em microscopia de luz destruicdo dos nudcleos, desagregacdo da cromatina e
ligamento nucal de bovinos preservado neste meio. Ranzamptura generalizada das células, correspondendo aos
et al¥entretanto, na avaliagao histolégica do pericardio desultados encontrados por Métat al., que observaram
equino conservado na mesma solugéo, notou a ausénciadmento do volume nuclear e caridlise ao conservarem a
ndcleos e a manutencao das demais estruturas. Ja a antiligea muscular do intestino delgado de céo nesta solucao.
ultra-estrutural da camada muscular do intestino delgadoBstas alteragcfes provavelmente ocorrem pela hipotonicidade
cédo preservado em glicerina a 98% mostrou altera¢cfes dasta solugcao, bem como a sua toxiciéfade
grge_melas, d_es'agregagao da_ cromat|~na e fr_eql_JenFe presenca CONCLUSOES

e figuras mielinicas. Estas figuras sdo um indicativo de ma
preservacédo deste tecido, ja que este artefato geralmente As solugGes de acglcar a 300%, glicerina 98%,
aparece por desagregacdo de estruturas e organglaldinil-pirrolidona a 5% e a tintura de tiomersal 1:1000,
membranosds? utilizados como meios de preservacgao de tecidos bioldgicos

Apesar de Mouféter afirmado que o polivinil-pirrolidona ndo séo capazes de manter a integridade celular.

ndo afeta a pele, tem baixa toxidade, eRetal. relatarem que Dos meios de preservagéo avaliados, as solugdes
esta solucéo néo altera as caracteristicas microscopicas sigsersaturada de agucar e glicerina 98% sédo as que melhor
tecidos nele preservado. A analise ultra-estrutural destantém as ultra-estruturas celulares.
experimento, mostrou a desagregacao e a ruptura generalizada Devem-se conceber estudos adicionais, afim de se
das células, condizendo com os relatos feitos por'Matal., encontrar um meio ideal para conservagéo de tecidos.

SUMMARY

The present study evaluated twenty-five sarnples of the muscular layer of the small gut in dogs, which were preserved
in a 300% sugar supersaturated. solution, 98% glycerin, 5% polyvinil-pirrolidona and tiomersal tincture at 1: 1000. The
samples were maintained under conservation for 45 days and further submitted to ultrastructural assay by transmission
electron microscopy. The cellular integrity was not entirely preserved when using the media, while the 300% sugar
solution and 98% glycerin were the preservation conditions that better maintained the cellular ultrastructure.

KEY-WORDS: Intestine, small. Dogs. Tissue preservation.
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