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RESUMO - Avaliar a estrutura microscópica e os aspectos microbiológicos de enxertos aórticos após conser-
vação em Glicerol 98% e glicerina 0,2%. Estudo in-vitro de caráter intervencionista e randomizado com 32 en-
xertos de aorta de cobaias já sacrificadas. Estes enxertos foram divididos aleatoriamente em 02 grupos, GLU 
(Glutaraldeído 0,2%) e GLI (Glicerol 98%) de 16 segmentos vasculares cada e mantidos em conservação por 
18 meses em temperatura ambiente. Para análise microbiológica foi utilizado coloração de Gram e cultura em 
ágar-sangue e a histológica a coloração de hematoxilina-eosina. Os resultados foram expressos por meio de 
frequências e percentuais. Tanto o glicerol, quanto o glutaraldeído, penetraram todas as camadas vasculares 
em 100% dos enxertos, desde o endotélio à túnica adventícia. As características celulares mantiveram-se nos 
32 segmentos aórticos, com ausência de citólise ou autólise.  Apenas 2 (6,25%) dos enxertos do grupo glu-
taraldeído apresentaram contaminação bacteriana. A solução de glutaraldeído 0,2% pode ser sugerida como 
um eficaz conservante para biopróteses, tanto quanto a já consagrada glicerina a 98%.

DESCRITORES - Enxertos Vasculares, Conservação, Glutaráldeido, Glicerol.

INTRODUÇÃO

As membranas biológicas têm sido amplamen-
te utilizadas em diversas áreas da medicina como 
enxertos. Estes podem ser de origem heteróloga, 
autóloga ou ainda homóloga1. Atualmente o peri-
cárdio bovino e a válvula aórtica porcina são lar-
gamente utilizados como enxertos heterólogos para 
a produção de biopróteses cardíacas2. Apesar de 
apresentarem benefícios quando comparados aos 
enxertos mecânicos, os enxertos de material heteró-
logo apresentam vida útil de 7 a 10 anos devido às 
calcificações que ocorrem nos tecidos da prótese3. 
Para prolongar a vida útil desses biomateriais no 
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corpo humano, diversos meios líquidos passaram a 
ser testados como conservantes químicos a fim de 
neutralizar as propriedades antigênicas e otimizar o 
colágeno dos materiais2. 

Os métodos de preservação desses biomateriais 
vêm sendo amplamente estudados com o objetivo 
de estabelecer aquele com a melhor capacidade de 
conservação, capaz de manter as características físi-
cas e histológicas do material, atenuar a ação anti-
gênica, aumentar a resistência à tração, manter ação 
antimicrobiana, bem como, ter um baixo custo e ser 
de fácil manuseio e armazenamento4.
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As soluções mais estudadas são a glicerina, o glu-
taraldeído, o congelamento, e as soluções de açúcar su-
persaturado, de sal supersaturado e de polivinilpirroli-
dona4. A glicerina é o meio mais utilizado em medicina 
veterinária no Brasil e o glutaraldeído o mais utilizado 
em enxertos para humanos4.

As características físicas e histológicas finais de um 
tecido submetido às técnicas de conservação depen-
dem de diversos fatores como: concentração, pH, tem-
peratura, tempo de tratamento, dentre outros5.

Foi no final da década de 60 que o glutaraldeido 
foi introduzido no mercado por Carpentier6. E, apesar 
de ser amplamente utilizado, a calcificação tardia per-
manece um desafio2,3. Há uma mobilização da comuni-
dade científica a fim de descobrir os fatores envolvidos 
na calcificação dos tecidos tratados com glutaraldeido, 
assim como há pesquisas que visam o aperfeiçoamento 
das técnicas de conservação de enxertos vasculares a 
fim de inibir ou mesmo postergar ainda mais a calcifi-
cação do enxerto3. 

Pretende-se correlacionar a técnica já consagrada 
utilizando Glicerol a 98% a uma nova técnica de con-
servação, em Glutaraldeído 0,2%, desenvolvida pela 
Empresa Braile Biomédica. Objetivando comparar a 
estrutura microscópica e a analise microbiológica do 
tecido conservado por cada uma destas técnicas: a clás-
sica posta à prova em detrimento da metodologia de 
Glutaraldeído 0,2%

METODOLOGIA
      
Este é um estudo in-vitro de caráter intervencio-

nista e randomizado. Foi desenvolvido na Faculdade 
Evangélica do Paraná, onde se utilizou das instalações, 
material cirúrgico e material de microscopia dos Labo-
ratórios de Histologia e Biologia Celular, do Biotério e 
do Laboratório de Experimentação Clínica e Cirúrgica. 

Delineamento da Amostra
Foram utilizados 32 segmentos vasculares aórticos 

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 hígidos. Tais seguimentos foram extraídos 
no momento da eutanásia destes animais em outubro 
de 2012. O valor de 32  foi sugerido como amostra ade-
quada para detectar significância estatística.

Escolheu-se utilizar os enxertos vasculares de 
cobaias, pois estes mesmos animais foram utilizados 
para um outro experimento, denominado BIOCOM-
PATIBILIDADE DO POLÍMERO DE ÓLEO DE MAMO-
NA COM ACRÉSCIMO DE CARBONATO DE CÁLCIO 
(PM+CaCO3) COMPARADO AO TITÂNIO (Ti). ESTU-
DO EXPERIMENTAL EM COBAIAS (Cavia porcellus), 
aprovado pelo Comitê de Ética em pesquisa de animais 
da Faculdade Evangélica do Paraná sob o protocolo 
4277/11, fazendo assim com que nova amostra animal 
fosse poupada.

Período Pré-Operatório
Os animais foram provenientes do Instituto de 

Tecnologia do Paraná. (TECPAR) e, ao chegarem ao 
Biotério, ficaram por uma semana de quarentena para 
aclimatação e observação. Seguiu-se a Lei 6638, de 08 
de maio de 1979 - Normas para a Prática Didático-
-científica da Vivissecção de Animais, que dentre ou-
tros aspectos, aborda: “A vivissecção não será permiti-
da sem o emprego de anestesia adequada”. Os animais 
foram anestesiados conforme o protocolo anestésico 
estabelecido por Radde et al.43 em que utiliza-se Keta-
mina-Xylazina (87/13mg/kg i.p. respectivamente) asso-
ciado a methoxyflurane para indução anestésica44. 

 As cobaias foram alojadas conforme o Manual de 
Normas Técnicas do Biotério de Experimentação Ani-
mal do Departamento de Microbiologia do Instituto de 
Ciências Biomédicas da USP45 que sugere no máximo 
04 animais por caixa com medidas de 35 x 50 x 20 cm. 
O biotério utilizado foi o da Faculdade Evangélica do 
Paraná, onde o ciclo claro/escuro e a umidade são 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 água 
filtrada e ração padrão comercial à vontade até 4 horas 
antes da eutanásia. O protocolo de analgesia foi con-
forme Araújo et al. no qual a dose de 1 mg /kg dura de 
12 -24 horas45,46. 

Técnica Cirúrgica
Foram eutanasiados, por câmara de gás de CO2, 

8 animais por vez. Imediatamente após a eutanásia e 
retirada do material de estudo da pesquisa BIOCOM-
PATIBILIDADE DO POLÍMERO DE ÓLEO DE MAMO-
NA COM ACRÉSCIMO DE CARBONATO DE CÁLCIO 
(PM+CaCO3) COMPARADO AO TITÂNIO (Ti). ES-
TUDO EXPERIMENTAL EM COBAIAS, fez-se uma la-
parotomia xifo-púbica. As vísceras abdominais foram 
rebatidas para a direita, foi realizada a dissecção da 
aorta desde as artérias renais até as artérias ilíacas, um 
segmento de aproximadamente 2 cm de aorta foi exci-
sado com um incisão imediatamente abaixo das artérias 
renais e uma incisão imediatamente antes da bifurca-
ção das artérias ilíacas. A parede abdominal foi fechada 
com fio nylon 3-0 em sutura contínua. 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. 

Conservação dos Enxertos
As 32 aortas coletadas foram seccionadas ao meio, 

obtendo-se dois grupos de 32 segmentos aleatórios 
cada. Todos foram lavados abundantemente com solu-
ção fisiológica 0,9%. Estes então foram divididos aleato-
riamente em 02 grupos, GLU (glutaraldeído 0,2%) e GLI 
(glicerol 98%) de 16 segmentos vasculares cada. 

O grupo GLI, após devidamente lavado com so-
lução fisiológica 0,9% teve cada segmento individual-
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mente imerso com processo de fixação e armazena-
mento em glicerol 98% em potes plásticos herméticos 
com 50 ml de solução cada um. 

O grupo GLU após devidamente lavado com so-
lução fisiológica 0,9% teve cada segmento individual-
mente imerso e iniciado o processo de fixação tissular 
em glutaraldeído 0,2% (p/p), 0,2 M de tampão fosfato 
(pH 7,4), em temperatura ambiente  por 03 horas em 
potes plásticos herméticos com 20 ml de solução cada 
um. Após esse período, fez-se a troca das soluções de 
glutaraldeído e manteve-se cada enxerto em potes plás-
ticos herméticos com 40 ml de solução por mais 03 
dias em temperatura controlada de 02-10°C. Após esse 
período, pela segunda vez, fez-se a troca das soluções 
de glutaraldeído e manteve-se cada enxerto em potes 
plásticos herméticos com 40 ml de solução por mais 12 
dias em temperatura controlada de 02-10°C. Após esse 
período, pela terceira vez, fez-se a troca das soluções 
de glutaraldeído e manteve-se cada enxerto em potes 
plásticos herméticos com 40 ml de solução por mais 
03 dias em temperatura ambiente. Com isso o proces-
so de fixação tecidual foi finalizado, para se fazer a 
conservação fez-se a imersão dos enxertos em solução 
de formaldeído 04% tamponado. (Tecnologia da Braile 
Biomédica, gentilmente cedida pelo Dr Braile) 

Os enxertos ficaram armazenados por 18 meses 
em temperatura ambiente, simulando uma situação real 
de armazenagem de enxertos vasculares em situação 
comercial. Procedendo as análises, as amostras foram 
lavadas em solução fisiológica 0,9% continuamente 
com agitação durante 15 minutos e o procedimento re-
petido 3 vezes para a remoção do excesso dos produ-
tos conservantes.

Análise Histológica
As peças foram coradas por hematoxilina e eosina, 

com o objetivo de avaliar a penetração da substância 
conservante nas camadas vasculares, a preservação das 
características celulares, análise de autólise e citólise, 
colônias bacterianas e afinidade tintorial. Também foi 
utilizada a coloração de Weigert - van Gieson, a fim de 
verificar a integridade das fibras elásticas, já que é o 
principal componente da parede aórtica. A leitura foi 
realizada por patologista experiente e de forma duplo 
cega.

Análise Microbiológica
Os testes microbiológicos foram feitos através da 

coloração de gram e cultura em ágar-sangue, após os 
fragmentos dos enxertos permanecerem em caldo de 
tioglicolato por 48 horas, em estufa à 37ºC. 

Análise Estatística
Os resultados foram expressos por meio de frequ-

ências e percentuais.

RESULTADOS

Análise Histológica
Todos os 32 segmentos vasculares apresentaram 

resultados iguais com relação a todas as variáveis ana-
lisadas, independente da solução em que foram con-
servados. Tanto o glicerol, quanto o glutaraldeído, 
penetraram todas as camadas vasculares em 100% dos 
enxertos, desde o endotélio à túnica adventícia. As ca-
racterísticas celulares mantiveram-se nos 32 segmentos 
aórticos, com ausência de citólise ou autólise. A afini-
dade tintorial também esteve preservada em todas as 
peças. Não foi encontrada presença de colônias bac-
terianas em nenhum dos segmentos. Com relação às 
fibras elásticas, sua integridade foi mantida por ambas 
as soluções, em 100% da amostra.

Análise Microbiológica
Dos 32 fragmentos de aorta avaliados, apenas 2 

(6,25%) apresentaram contaminação bacteriana, por 
cepas gram positivas anaeróbicas facultativas. Ambos 
pertenciam ao grupo conservado com glutaraldeído.
(Figura 1 e 2).

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

FIGURA 02 - 2CRESCIMENTO DE BACILOS GRAM POSITIVOS EM 
MEIO ANAERÓBICO EM AMOSTRA CONSERVADA EM GLUTARAL-
DEÍDO 0,2%.
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DISCUSSÃO

O presente estudo obteve resultados que corrobo-
ram a literatura em relação aos aspectos microscópicos 
e microbiológicos encontrados no emprego da solução 
de glicerol 98% e são animadores no que diz respeito à 
solução colocada à prova: glutaraldeído 0,2%.

Os estudos desenvolvidos visam o aperfeiçoamen-
to das soluções e técnicas empregadas na conservação 
de biomateriais a fim de estabelecer o agente ideal, que 
apresente o menor custo, mantenha as características 
físicas e histológicas do enxerto, diminua a ação antigê-
nica e atue como antimicrobiano eficaz.  A análise his-
tológica dos enxertos vasculares estudados detectou a 
preservação da arquitetura celular e das fibras elásticas 
do tecido, bem como, a ausência de autólises, citólises 
e colônias bacterianas nas amostras dos dois grupos 
testados47.

 Rappeti e colaboradores, ao implantarem enxerto 
preservado em glicerina por mais de 30 dias, obser-
varam a preservação da arquitetura tecidual, resulta-
dos semelhantes aos encontrados no presente estudo. 
Porém de maneira discordante48, Mota e colaboradores 
(2002) verificaram que a conservação de músculo liso 
intestinal em glicerina a 98% acarretou em alterações na 
membrana plasmática celular. Os achados incluíam a 
ausência de componentes do citoplasma com organelas 
inteiramente íntegras, além da dilatação dos núcleos e 
desagregação da cromatina, alterações não observadas 
na análise histológica atual49.

Observou-se a preservação das fibras elásticas 
dos enxertos vasculares conservados em glutaraldeído 
0,2%, sem a presença de destruição celular ou altera-
ções arquiteturais. Dornbush e colaboradores (2007) 
corroboram estes achados ao conservarem enxertos 
vasculares em glutaraldeído e verificarem manutenção 
da histologia vascular50.

A capacidade de esterilização e manutenção de 
enxertos biológicos conservados em glicerina 98% já é 
consagrada28,47. Enxertos mantidos em solução de glice-
rol por no mínimo 30 dias sofrem a ação antibacteriana 
e esterilizante da solução51,52. Burn et al conservaram 
pericárdio equino em solução de glicerina 98% por 11 
anos e, de forma semelhante ao encontrado neste estu-
do, verificou-se a ausência de crescimento bacteriano 
ou de fungos em culturas convencionais, garantindo a 
eficácia antisséptica do meio conservante53.

O glutaraldeído trata-se de um meio de conser-
vação com propriedades desinfetantes e antissépticas, 
considerado uma boa opção na conservação de enxer-

tos biológicos por ser pouco irritante e agir com amplo 
espectro bactericida47. A capacidade esterilizante com 
glutaraldeído a 4% já tem sido verificada em inúmeros 
estudos51,54. Silva et al (2005) estudaram as proprieda-
des antibacterianas do glutaraldeído na conservação 
de cartilagens auriculares bovinas por 30 dias, das 20 
amostras estudadas em apenas três (15%) foi constata-
do crescimento bacteriano54, resultado semelhante ao 
obtido em que se verificou 12,5% de contaminação dos 
enxertos. 

Rebelo et al ao conservar centro tendínio diafrag-
mático bovino, tanto em glicerol quanto em glutaralde-
ído, não observou presença de cultura bacteriana posi-
tiva47. Já no presente estudo, o crescimento bacteriano 
foi de cepas gram positivas anaeróbicas facultativas em 
dois dos enxertos conservados em glutaraldeído, pos-
sível contaminação por manipulação da amostra, ten-
do em vista a eficácia do gluraldeído sobre as formas 
vegetativas bacterianas descritas em outros estudos e a 
ausência de colônias bacterianas verificada na análise 
histológica47,54.

O glutaraldeído tem a capacidade de reduzir a bio-
degradação do tecido conservado, preservando a inte-
gridade anatômica, a resistência e a flexibilidade, além 
de possuir propriedades antimicrobiana e antigênica. 
Isso é, mantém as propriedades elásticas da rede fibri-
lar de colágeno, evitando infecções e rejeição do hos-
pedeiro, o que torna esse material confiável na prática 
da medicina7.

A importância de conhecer e padronizar a me-
lhor concentração, em especial do glutaraldeído, está 
relacionada ao sua citoxicidade que predispõe a cal-
cificação do enxerto após seu implante, diminuindo a 
durabilidade20,27,31,32. Além das técnicas já conhecidas 
para minimizar o efeito tóxico, como a lavagem com 
soro fisiológico 0,9%50, a utilização do glutaraldeído em 
menores concentrações, como a 0,2%, podem também 
diminuir as complicações causadas por sua toxicidade. 

 CONCLUSÃO

Por fim, concluímos que a solução de glutaraldeí-
do 0,2% pode ser sugerida como um eficaz conservante 
para biopróteses, tanto quanto a já consagrada glicerina 
a 98%. Ambas capazes de manter a arquitetura celular e 
a integridade das fibras elásticas, além de prover esteri-
lidade ao material. Mais estudos devem ser encorajados 
a fim de se estabelecer a solução com concentração 
ideal.
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