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RESUMO - Avaliar a estrutura microscopica e os aspectos microbiol6gicos de enxertos adrticos apos conser-
vacio em Glicerol 98% e glicerina 0,2%. Estudo in-vitro de carater intervencionista e randomizado com 32 en-
xertos de aorta de cobaias ja sacrificadas. Estes enxertos foram divididos aleatoriamente em 02 grupos, GLU
(Glutaraldeido 0,2%) e GLI (Glicerol 98%) de 16 segmentos vasculares cada e mantidos em conservacio por
18 meses em temperatura ambiente. Para andlise microbiologica foi utilizado coloracao de Gram e cultura em
agar-sangue e a histologica a coloracio de hematoxilina-eosina. Os resultados foram expressos por meio de
frequéncias e percentuais. Tanto o glicerol, quanto o glutaraldeido, penetraram todas as camadas vasculares
em 100% dos enxertos, desde o endotélio a tdnica adventicia. As caracteristicas celulares mantiveram-se nos
32 segmentos aorticos, com auséncia de citolise ou autdlise. Apenas 2 (6,25%) dos enxertos do grupo glu-
taraldeido apresentaram contaminagiao bacteriana. A solucio de glutaraldeido 0,2% pode ser sugerida como
um eficaz conservante para biopréteses, tanto quanto a ja consagrada glicerina a 98%.
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INTRODUCAO

corpo humano, diversos meios liquidos passaram a
ser testados como conservantes quimicos a fim de
neutralizar as propriedades antigénicas e otimizar o
coldgeno dos materiais®.

Os métodos de preservagio desses biomateriais
vém sendo amplamente estudados com o objetivo
de estabelecer aquele com a melhor capacidade de
conservacao, capaz de manter as caracteristicas fisi-
cas e histologicas do material, atenuar a acdo anti-
génica, aumentar a resisténcia 2 tracao, manter acao
antimicrobiana, bem como, ter um baixo custo e ser
de facil manuseio e armazenamento4.

As membranas bioldgicas tém sido amplamen-
te utilizadas em diversas dreas da medicina como
enxertos. Estes podem ser de origem heterdloga,
autdloga ou ainda homologa'. Atualmente o peri-
cardio bovino e a vilvula adrtica porcina sao lar-
gamente utilizados como enxertos heterdlogos para
a producio de bioproéteses cardiacas®. Apesar de
apresentarem beneficios quando comparados aos
enxertos mecinicos, os enxertos de material hetero-
logo apresentam vida til de 7 a 10 anos devido as
calcificacdes que ocorrem nos tecidos da prétese’.
Para prolongar a vida util desses biomateriais no
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As solucdes mais estudadas sio a glicerina, o glu-
taraldeido, o congelamento, e as solucdes de acticar su-
persaturado, de sal supersaturado e de polivinilpirroli-
dona®. A glicerina é o meio mais utilizado em medicina
veterindria no Brasil e o glutaraldeido o mais utilizado
em enxertos para humanos®.

As caracteristicas fisicas e histologicas finais de um
tecido submetido as técnicas de conservacio depen-
dem de diversos fatores como: concentracio, pH, tem-
peratura, tempo de tratamento, dentre outros.

Foi no final da década de 60 que o glutaraldeido
foi introduzido no mercado por Carpentier®. E, apesar
de ser amplamente utilizado, a calcificacio tardia per-
manece um desafio*®. Hi uma mobilizacio da comuni-
dade cientifica a fim de descobrir os fatores envolvidos
na calcificacao dos tecidos tratados com glutaraldeido,
assim como ha pesquisas que visam o aperfeicoamento
das técnicas de conservacio de enxertos vasculares a
fim de inibir ou mesmo postergar ainda mais a calcifi-
caciao do enxerto’.

Pretende-se correlacionar a técnica ji consagrada
utilizando Glicerol a 98% a uma nova técnica de con-
servacdo, em Glutaraldeido 0,2%, desenvolvida pela
Empresa Braile Biomédica. Objetivando comparar a
estrutura microscopica e a analise microbiologica do
tecido conservado por cada uma destas técnicas: a clas-
sica posta 2 prova em detrimento da metodologia de
Glutaraldeido 0,2%

METODOLOGIA

Este € um estudo in-vitro de carater intervencio-
nista e randomizado. Foi desenvolvido na Faculdade
Evangélica do Parani, onde se utilizou das instalacoes,
material cirdrgico e material de microscopia dos Labo-
ratérios de Histologia e Biologia Celular, do Biotério e
do Laboratorio de Experimentacgiao Clinica e Cirtrgica.

Delineamento da Amostra

Foram utilizados 32 segmentos vasculares adrticos
obtidos de trinta e duas cobaias (Cavia porcellus, Ro-
dentia, Mammalia) adultos, machos, com peso entre
250 e 350 gramas, idade entre 4 e 6 meses de vida,
previamente higidos. Tais seguimentos foram extraidos
no momento da eutanisia destes animais em outubro
de 2012. O valor de 32 foi sugerido como amostra ade-
quada para detectar significAncia estatistica.

Escolheu-se utilizar os enxertos vasculares de
cobaias, pois estes mesmos animais foram utilizados
para um outro experimento, denominado BIOCOM-
PATIBILIDADE DO POLIMERO DE OLEO DE MAMO-
NA COM ACRESCIMO DE CARBONATO DE CALCIO
(PM+CaCO3) COMPARADO AO TITANIO (Ti). ESTU-
DO EXPERIMENTAL EM COBAIAS (Cavia porcellus),
aprovado pelo Comité de Etica em pesquisa de animais
da Faculdade Evangélica do Parand sob o protocolo
4277/11, fazendo assim com que nova amostra animal
fosse poupada.
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Periodo Pré-Operatorio

Os animais foram provenientes do Instituto de
Tecnologia do Parand. (TECPAR) e, ao chegarem ao
Biotério, ficaram por uma semana de quarentena para
aclimatacio e observagio. Seguiu-se a Lei 6638, de 08
de maio de 1979 - Normas para a Pratica Diddtico-
-cientifica da Vivissec¢cdo de Animais, que dentre ou-
tros aspectos, aborda: “A vivisseccao nao serd permiti-
da sem o emprego de anestesia adequada”. Os animais
foram anestesiados conforme o protocolo anestésico
estabelecido por Radde er al®® em que utiliza-se Keta-
mina-Xylazina (87/13mg/kg i.p. respectivamente) asso-
ciado a methoxyflurane para inducio anestésica*.

As cobaias foram alojadas conforme o Manual de
Normas Técnicas do Biotério de Experimentacio Ani-
mal do Departamento de Microbiologia do Instituto de
Ciéncias Biomédicas da USP¥ que sugere no maximo
04 animais por caixa com medidas de 35 x 50 x 20 cm.
O biotério utilizado foi o da Faculdade Evangélica do
Parand, onde o ciclo claro/escuro e a umidade sdo os
do ambiente geral. A temperatura ambiente foi mantida
constante (24 °C) e as gaiolas foram colocadas todas
na mesma altura do solo. Os animais receberam agua
filtrada e racao padrio comercial a vontade até 4 horas
antes da eutandsia. O protocolo de analgesia foi con-
forme Aratjo et al. no qual a dose de 1 mg /kg dura de
12 -24 horas®™,

Técnica Cirurgica

Foram eutanasiados, por cimara de gis de CO2,
8 animais por vez. Imediatamente apds a eutandsia e
retirada do material de estudo da pesquisa BIOCOM-
PATIBILIDADE DO POLIMERO DE OLEO DE MAMO-
NA COM ACRESCIMO DE CARBONATO DE CALCIO
(PM+CaCO3) COMPARADO AO TITANIO (Ti). ES-
TUDO EXPERIMENTAL EM COBAIAS, fez-se uma la-
parotomia xifo-pubica. As visceras abdominais foram
rebatidas para a direita, foi realizada a disseccio da
aorta desde as artérias renais até as artérias iliacas, um
segmento de aproximadamente 2 cm de aorta foi exci-
sado com um incisao imediatamente abaixo das artérias
renais e uma incisao imediatamente antes da bifurca-
¢ao das artérias iliacas. A parede abdominal foi fechada
com fio nylon 3-0 em sutura continua. As demais partes
dos animais eutanasiados foram devidamente descar-
tadas. As cirurgias foram realizadas pelos integrantes
do grupo de pesquisa com instrumental adequado para
cirurgia vascular.

Conservacio dos Enxertos

As 32 aortas coletadas foram seccionadas ao meio,
obtendo-se dois grupos de 32 segmentos aleatorios
cada. Todos foram lavados abundantemente com solu-
¢ao fisiologica 0,9%. Estes entio foram divididos aleato-
riamente em 02 grupos, GLU (glutaraldeido 0,2%) e GLI
(glicerol 98%) de 16 segmentos vasculares cada.

O grupo GLI, ap6s devidamente lavado com so-
lucio fisiologica 0,9% teve cada segmento individual-
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mente imerso com processo de fixacdo e armazena-
mento em glicerol 98% em potes plasticos herméticos
com 50 ml de solucio cada um.

O grupo GLU ap6s devidamente lavado com so-
lucio fisiologica 0,9% teve cada segmento individual-
mente imerso e iniciado o processo de fixagao tissular
em glutaraldeido 0,2% (p/p), 0,2 M de tampao fosfato
(pH 7,4), em temperatura ambiente por 03 horas em
potes plasticos herméticos com 20 ml de solucio cada
um. Apds esse periodo, fez-se a troca das solucdes de
glutaraldeido e manteve-se cada enxerto em potes plas-
ticos herméticos com 40 ml de solucio por mais 03
dias em temperatura controlada de 02-10°C. Apés esse
periodo, pela segunda vez, fez-se a troca das solucoes
de glutaraldeido e manteve-se cada enxerto em potes
plasticos herméticos com 40 ml de solu¢io por mais 12
dias em temperatura controlada de 02-10°C. Apés esse
periodo, pela terceira vez, fez-se a troca das solucoes
de glutaraldeido e manteve-se cada enxerto em potes
plasticos herméticos com 40 ml de solu¢io por mais
03 dias em temperatura ambiente. Com isso o proces-
so de fixacdo tecidual foi finalizado, para se fazer a
conservacio fez-se a imersio dos enxertos em solucio
de formaldeido 04% tamponado. (Tecnologia da Braile
Biomédica, gentilmente cedida pelo Dr Braile)

Os enxertos ficaram armazenados por 18 meses
em temperatura ambiente, simulando uma situaciao real
de armazenagem de enxertos vasculares em situacio
comercial. Procedendo as andlises, as amostras foram
lavadas em solucao fisiologica 0,9% continuamente
com agitacao durante 15 minutos e o procedimento re-
petido 3 vezes para a remoc¢io do excesso dos produ-
tos conservantes.

Anilise Histologica

As pecas foram coradas por hematoxilina e eosina,
com o objetivo de avaliar a penetracio da substancia
conservante nas camadas vasculares, a preservacio das
caracteristicas celulares, andlise de autdlise e citdlise,
coldnias bacterianas e afinidade tintorial. Também foi
utilizada a coloracao de Weigert - van Gieson, a fim de
verificar a integridade das fibras elasticas, ja que € o
principal componente da parede adrtica. A leitura foi
realizada por patologista experiente e de forma duplo
cega.

Anidlise Microbioldgica

Os testes microbiolégicos foram feitos através da
coloracio de gram e cultura em dgar-sangue, apos 0s
fragmentos dos enxertos permanecerem em caldo de
tioglicolato por 48 horas, em estufa a 37°C.

Anilise Estatistica
Os resultados foram expressos por meio de frequ-
éncias e percentuais.

RESULTADOS

Andlise Histolégica

Todos 0s 32 segmentos vasculares apresentaram
resultados iguais com relacio a todas as varidveis ana-
lisadas, independente da solu¢ao em que foram con-
servados. Tanto o glicerol, quanto o glutaraldeido,
penetraram todas as camadas vasculares em 100% dos
enxertos, desde o endotélio a tinica adventicia. As ca-
racteristicas celulares mantiveram-se nos 32 segmentos
aodrticos, com auséncia de citdlise ou autdlise. A afini-
dade tintorial também esteve preservada em todas as
pecas. Nao foi encontrada presenca de colOnias bac-
terianas em nenhum dos segmentos. Com relacio as
fibras elasticas, sua integridade foi mantida por ambas
as solucoes, em 100% da amostra.

Andlise Microbiolégica

Dos 32 fragmentos de aorta avaliados, apenas 2
(6,25%) apresentaram contaminacdo bacteriana, por
cepas gram positivas anaerobicas facultativas. Ambos
pertenciam ao grupo conservado com glutaraldeido.
(Figura 1 e 2).

FIGURA 01 - CRESCIMENTO DE BACILOS GRAM POSITIVOS EM
MEIO AEROBIO EM AMOSTRA CONSERVADA EM GLUTARALDEIDO
0,2%.

N

FIGURA 02 - 2CRESCIMENTO DE BACILOS GRAM POSITIVOS EM
MEIO ANAEROBICO EM AMOSTRA CONSERVADA EM GLUTARAL-
DEIDO 0,2%.




DISCUSSAO

O presente estudo obteve resultados que corrobo-
ram a literatura em relacdo aos aspectos microscopicos
e microbiolégicos encontrados no emprego da solucio
de glicerol 98% e sao animadores no que diz respeito a
solucio colocada a prova: glutaraldeido 0,2%.

Os estudos desenvolvidos visam o aperfeicoamen-
to das solugdes e técnicas empregadas na conservacio
de biomateriais a fim de estabelecer o agente ideal, que
apresente o menor custo, mantenha as caracteristicas
fisicas e histologicas do enxerto, diminua a a¢io antigé-
nica e atue como antimicrobiano eficaz. A andlise his-
tologica dos enxertos vasculares estudados detectou a
preservagao da arquitetura celular e das fibras eldsticas
do tecido, bem como, a auséncia de autdlises, citolises
e colonias bacterianas nas amostras dos dois grupos
testados?.

Rappeti e colaboradores, ao implantarem enxerto
preservado em glicerina por mais de 30 dias, obser-
varam a preservacdo da arquitetura tecidual, resulta-
dos semelhantes aos encontrados no presente estudo.
Porém de maneira discordante®® Mota e colaboradores
(2002) verificaram que a conservacio de musculo liso
intestinal em glicerina a 98% acarretou em alteracdes na
membrana plasmatica celular. Os achados incluiam a
auséncia de componentes do citoplasma com organelas
inteiramente integras, além da dilatacao dos nucleos e
desagregacio da cromatina, alteracbes nao observadas
na andlise histologica atual®.

Observou-se a preservacao das fibras elasticas
dos enxertos vasculares conservados em glutaraldeido
0,2%, sem a presenca de destruicao celular ou altera-
¢Oes arquiteturais. Dornbush e colaboradores (2007)
corroboram estes achados ao conservarem enxertos
vasculares em glutaraldeido e verificarem manuten¢ao
da histologia vascular®.

A capacidade de esterilizacio e manutencio de
enxertos biologicos conservados em glicerina 98% ja é
consagrada®+’. Enxertos mantidos em solugio de glice-
rol por no minimo 30 dias sofrem a ac¢io antibacteriana
e esterilizante da solu¢io®®. Burn et al conservaram
pericardio equino em solugiao de glicerina 98% por 11
anos e, de forma semelhante ao encontrado neste estu-
do, verificou-se a auséncia de crescimento bacteriano
ou de fungos em culturas convencionais, garantindo a
eficicia antisséptica do meio conservante®.

O glutaraldeido trata-se de um meio de conser-
vaciao com propriedades desinfetantes e antissépticas,
considerado uma boa op¢ao na conservacio de enxer-
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tos biolégicos por ser pouco irritante e agir com amplo
espectro bactericida’’. A capacidade esterilizante com
glutaraldeido a 4% ja tem sido verificada em inimeros
estudos™>. Silva et al (2005) estudaram as proprieda-
des antibacterianas do glutaraldeido na conservacio
de cartilagens auriculares bovinas por 30 dias, das 20
amostras estudadas em apenas trés (15%) foi constata-
do crescimento bacteriano™, resultado semelhante ao
obtido em que se verificou 12,5% de contaminacao dos
enxertos.

Rebelo et al ao conservar centro tendinio diafrag-
mdtico bovino, tanto em glicerol quanto em glutaralde-
ido, nao observou presenca de cultura bacteriana posi-
tiva’. Ja no presente estudo, o crescimento bacteriano
foi de cepas gram positivas anaerdbicas facultativas em
dois dos enxertos conservados em glutaraldeido, pos-
sivel contamina¢ao por manipulacio da amostra, ten-
do em vista a eficicia do gluraldeido sobre as formas
vegetativas bacterianas descritas em outros estudos e a
auséncia de colonias bacterianas verificada na andlise
histologica®”.

O glutaraldeido tem a capacidade de reduzir a bio-
degradacao do tecido conservado, preservando a inte-
gridade anatdmica, a resisténcia e a flexibilidade, além
de possuir propriedades antimicrobiana e antigénica.
Isso €, mantém as propriedades elasticas da rede fibri-
lar de colageno, evitando infeccoes e rejeicio do hos-
pedeiro, o que torna esse material confidvel na pratica
da medicina’.

A importancia de conhecer e padronizar a me-
lhor concentracio, em especial do glutaraldeido, estd
relacionada ao sua citoxicidade que predispoe a cal-
cificacaio do enxerto apds seu implante, diminuindo a
durabilidade®#332 Além das técnicas ja conhecidas
para minimizar o efeito toxico, como a lavagem com
soro fisiologico 0,9%, a utilizacao do glutaraldeido em
menores concentracdes, como a 0,2%, podem também
diminuir as complicacoes causadas por sua toxicidade.

CONCLUSAO

Por fim, concluimos que a solucio de glutaraldei-
do 0,2% pode ser sugerida como um eficaz conservante
para biopréteses, tanto quanto a ja consagrada glicerina
a 98%. Ambas capazes de manter a arquitetura celular e
a integridade das fibras elasticas, além de prover esteri-
lidade ao material. Mais estudos devem ser encorajados
a fim de se estabelecer a solu¢io com concentracio
ideal.

Opolski AC, Barboza BEG, Erbano BO, Mazzaro CC, Sucharski EE, Klostermann FC, Graca YLSS, Silva LN, Kubrusly
LF. Analysis of tissue structure and microbiological vascular graft of preserved by two different methods. Study in

vitro. Rev. Méd. Parana, Curitiba, 2014;72(1):14-9.

ABSTRACT - To evaluate the microscopic structure and microbiological aspects of aortic grafts after preservation in
98% glycerol and 0.2% glycerol. This sutudy is In-vitro, interventionist and randomized with 32 grafts of the aorta
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of guinea pigs sacrificed already. These grafts were randomly divided into 02 groups, Glu (0.2% glutaraldehyde),
and GLY (98% Glycerol) with 16 vascular segments each and kept in conservation for 18 months at ambient tempe-
rature. For microbiological analysis was used Gram stain and culture on blood agar and histological staining with
hematoxylin-eosin. The results were expressed by means of percentage and frequency. Both the glycerol and the
glutaraldehyde penetrated all vascular layers in 100% of the grafts from the endothelium to the tunica adventitia. The
cell characteristics remained at 32 aortic segments, with the absence of cytolysis or autolysis. Only 2 (6.25%) graft
of group glutaraldehyde showed bacterial contamination. The 0.2% glutaraldehyde solution can be suggested as an

effective preservative for bioprostheses, as much 98% glycerin.

KEYWORDS - Vascular Grafts, Conservation, Glutaraldehyde, Glycerol.
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