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RESUMO

Martins, Caroline Rodrigues Pereira. Avaliacdo anatomopatologica de rins, figado e
baco de camundongos submetidos ao reparo de ferida cirurgica em parede
abdominal com fragmentos de pericardio bovino conservado com glicerina e
glutaraldeido. 2009. 45p. Dissertacdo (Mestrado em Medicina Veterinaria) Instituto de
Veterinaria, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ.

O emprego de pericardio bovino, como membrana bioldgica, é bastante difundido em
técnicas de reparos cirtrgicos devido a facilidade de aquisicdo, baixo custo e boa
aplicabilidade. A glicerina 98% é o agente quimico mais utilizado como conservante de
tecidos biol6gicos em medicina veterinaria, porém estudos comprovam sua ineficécia na
eliminagdo viral. O glutaraldeido € um conservante de tecidos bioldgicos e suas
concentragdes mais difundidas s&o de 0,5% e 0,625%. Entretanto, a persisténcia do
virus rabico em amostras de pericardio de camundongos conservadas em glutaraldeido
0,625% foi comprovada, sendo, provavelmente, necessarias concentracbes mais altas
para acdo virucida. Sabendo-se da sua capacidade tOxica, este estudo teve como
objetivo, avaliar macro e microscopicamente rins, figado e baco de 65 camundongos,
dos quais 60 foram submetidos a implante de pericardio bovino conservado em
glicerina 98% e glutaraldeido a 0,625%, 1% e 1,5% e 5 camundongos ndo implantados
que serviram como controles. Os animais implantados, os mesmos utilizados em outra
pesquisa para avaliacdo das caracteristicas reacionais locais nas paredes abdominais aos
implantes, foram eutanasiados ap0s 7, 14 e 30 dias ap0ds a implantacdo do pericardio; e
0s bacos, figados e rins foram avaliados quanto as caracteristicas macro e
microscopicas. Fragmentos desses orgdos foram coletados, fixados em formol a 10%
tamponados, processados pelos métodos usuais para histopatologia e corados pela
hematoxilina e eosina. Nao foram evidenciadas alteragdes macro ou microscopicas que
pudessem estar relacionadas a toxicidade destas substancias.

PALAVRAS-CHAVE: biopréteses; glutaral; glicerol.



ABSTRACT

Martins, Caroline Rodrigues Pereira. Histopathological evaluation of kidneys, liver
and spleen of mice undergoing repair of surgical wound in the abdominal wall with
pieces bovine pericardium preserved with glycerin and glutaraldehyde. 2009. 45p.
Dissertation (Master in Veterinary Medicine) Instituto de Veterinaria, Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ.

The use of bovine pericardium as a biological membrane is widespread in surgical
repair because of the low cost, good applicability and it is easily obtained. Glycerin
98% is the chemical agent most used as a biological tissue preservative in veterinary
medicine, but studies show it is ineffective in eliminating viruses. Glutaraldehyde is a
biological tissue preservative widely used in 0.5% and 0.625% concentrations.
However, the persistence of rabies virus in samples of mice pericardium preserved in
0.625% glutaraldehyde was proven, and probably higher concentrations are required for
virucidal action. Given its toxic capacity, this study aims to evaluate macro-and
microscopically kidney, liver and spleen of 65 mice, 60 of whom underwent
implantation of bovine pericardium preserved in glycerin 98% and 0.625%, 1% and
1.5% glutaraldehyde, and 5 non-implanted mice served as controls. The animals
implanted, the same used in other research to evaluate local reaction on the abdominal
wall implants, were euthanized after 7, 14 and 30 days after implantation of the
pericardium, and the spleens, livers and kidneys were assessed as to their macro and
microscopic features. Fragments of these organs were collected, fixed in buffered
formalin  10%, processed by wusual histopathologic methods and stained with
hematoxylin and eosin. There was no macro or microscopic changes that could be
related to the toxicity of these substances.

KEY-WORDS: bioprosthesis; glutaral; glycerol.
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1 INTRODUCAO

A utilizacdo de membranas bioldgicas para correcdo de defeitos anatbmicos € uma
técnica comumente praticada em medicina, elas podem ter origem heter6loga (quando o
doador e o receptor sdo de espécies diferentes), autéloga (quando doador e receptor sdo da
mesma espécie) e homébloga (quando o tecido doado provém do préprio receptor).

O pericardio bovino é uma membrana heter6loga bastante difundida em técnicas de
implante devido a facilidade de aquisicdo, baixo custo e boa aplicabilidade, porém a melhor
forma de tratamento e conservacdo ainda ndo foi padronizada. Muitas substancias quimicas
empregadas no tratamento dessas membranas tém sido utilizadas visando, principalmente, a
eliminacdo de possiveis patdgenos que podem ser transmitidos do doador ao receptor deste
biomaterial.

O agente quimico mais utilizado como conservante de membranas biologicas na
pratica veterinaria em nosso pais € a glicerina a 98%, por apresentar baixo custo e praticidade
de aplicacdo, porém esse material s6 oferece relativa biosseguranca contra fungos e bactérias,
fato que pode permitir a contaminacdo de agentes virais no uso de enxertos homolégos ou
heterdlogos de origem animal.

O glutaraldeido tem sido utilizado no tratamento e conservacdo de materiais de uso
médico, como por exemplo, na conservacdo de tecidos bioldgicos, para reparo em paredes de
cavidades e de 6rgdos ocos, em reconstrucdo vascular e valvular, dentre outros. Possui potente
acdo polivalente contra bactérias, fungos e virus pela alquilagdo de grupos sulfidrila,
hidroxila, carboxila e amina desses microrganismos alterando seu DNA, RNA e a sintese de
proteinas. Além de atividade esporicida, o glutaraldeido reage com a superficie do esporo,
provocando o endurecimento das camadas externas.

A manipulacdo deste produto esta relacionada a diversos efeitos irritantes no sistema
respiratorio, na pele e nos olhos, que resultam em bronquite, asma, eczemas, queimaduras,
conjuntivite e cegueira temporaria a permanente.

As concentracdes de glutaraldeido mais difundidas sdo de 0,5% e 0,625%,
consideradas com acédo esterilizante e ndo nociva a incorporacdo do implante biolégico.
Segundo Trani et al., em 2006, o tratamento com a solucdo de glutaraldeido a 0,625% néo
inativa o virus da raiva presente em pericardio bovino e, portanto, concentracdes mais altas

devem ser avaliadas.



E importante definir-se uma concentracdo desta substancia que consiga associar seus
efeitos bactericida, fungicida, esporicida e virucida a uma baixa ou nula toxicidade ao tecido
do receptor, sem repercussdes sistémicas.

A avaliacdo da integridade estrutural e funcional de figado, baco e rins de camundongos
com pericardio conservado pré-implantado é importante para se determinar a toxicidade do
glutaraldeido e fornecer maior confiabilidade com relacdo a indicacdo de sua utilizagdo. O
presente trabalho teve por objetivo avaliar se a glicerina a 98% e concentracdes maiores de
glutaraldeido que as comumente utilizadas sdo capazes de promover lesbes macroscépicas ou

histologicas em figado, baco e rins de camundongos.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Implantes

A parede abdominal é uma estrutura dindmica, com papel fundamental sobre as fungdes
respiratéria e digestiva (GIROTTO et al., 2003).

A correcdo de defeitos da parede abdominal € uma das condutas recorrentes em
afeccBes cirdrgicas. Praticamente todas as espécies animais, incluindo o homem, sdo
susceptiveis, 0 que causa um grande impacto na saude fisica, independente da espécie
abordada.

Durante muito tempo, o Unico tipo de membrana biologica utilizada em implantes eram
as homologas. Devido a dificuldade de obtencdo deste material, assim como a sua
conservagdo e esterilizagdo, estudos com membranas heterologas (implante de membrana
biologica onde o doador é de espécie diferente do receptor) comecaram a ser realizados e,
com isso, alguns tipos de solucdes para tratamento e conservagdo dessas membranas, com
eficiente efeito antimicrobiano, foram analisadas (TRANI et al., 2008).

A eleicdo do procedimento cirurgico reconstrutivo da parede abdominal deve considerar
a perda dos diferentes planos anatbmicos que a constituem e a funcao de suporte perdida deve
ser restabelecida sempre que possivel.

Materiais sintéticos ou biologicos tém sido comparados ou sugeridos para uso clinico e
experimental em diversas espécies. O material substitutivo para ser considerado ideal deve ter
baixo custo de producdo, ser de facil manipulacdo, promover o crescimento dos tecidos do
hospedeiro, permitir que o tecido cicatricial tenha forca igual ao tecido normal, ser resistente
as infeccBes, ndo induzir resposta inflamatdria exacerbada, ndo promover a formacao de
aderéncias e fistulas e nao ter suas caracteristicas fisicas alteradas pelos liquidos tissulares,
bem como ser flexivel, inerte, poroso e resistente (CERISE et al., 1974). Os implantes
comumente utilizados na reconstrucdo da parede abdominal renem apenas uma ou outra
destas caracteristicas (PREVEL et al., 1995).

Leber et al. (1998) salientaram que as complicacdes decorrentes do uso de material
protético para reconstrucdo da parede abdominal podem advir das propriedades fisicas do

material implantado, bem como das variacdes da técnica de implantacéo.



2.1.1. Membranas Bioldgicas

Membranas biol6gicas, como materiais para implante de érgédos e tecidos, vém sendo
empregadas no Brasil desde a década de sessenta com Pigossi. O emprego de membranas
bioldgicas deve-se principalmente a facilidade de sua obtencdo, baixo custo, preparo simples,
esterilizacdo viavel, facilidade de estocagem, pouca e ou nenhuma reacdo tecidual.
(ALVARENGA, 1992).

Grande parte dos trabalhos sobre membranas bioldgicas busca avaliar sua viabilidade
em diferentes regibes do organismo animal (ALVARENGA, 1992; COSTA NETO et al,,
1999; DALECK et al., 1987; DALECK et al., 1988; DALECK et al., 1992; PIGOSSI et al.,
1971; RODASKI et al, 2002). Suas principais funcdes sdo fornecer arcabougo para orientagdo
e para o desenvolvimento de novos tecidos, mediante processo de reparacao, que restabeleca a
estrutura e funcéo do orgéo afetado (BATISTA et al., 1996).

Dentre as membranas estudadas destacam-se o centro tendineo, a dura-mater, fascia
lata, o pericardio e o peritbnio que possuem como caracteristica principal, constituicdo quase
que exclusiva de colageno (ALVARENGA, 1992). Para ndo estimularem reacdo imunologica,
essas membranas devem permanecer preservadas por um periodo minimo de 30 dias em
glicerina (COSTA NETO et al., 1999; DALECK et al., 1992; SARTORI FILHO et al., 1997).

Em 1969, Carpentier et al. utilizaram o glutaraldeido em baixas concentracdes, para a
preservacdo de membranas bioldgicas. O termo bioprotese foi utilizado para descrever as
valvulas cardiacas manufaturadas com tecidos bioldgicos modificados pelo glutaraldeido. No
inicio da década de 70, lonescu et al. (1972) confeccionaram uma valvula aortica com
pericardio bovino fixado em glutaraldeido e, posteriormente, apresentaram sua experiéncia

clinica inicial com as biopréteses de pericardio bovino.

2.1.2. Utilizacéo do Pericardio Bovino

O pericardio € uma membrana que forma um saco fibroso, grosso, translucido, com dois
folhetos. E composto por uma camada fibrosa externa (pericardio parietal) que se adere ao
esterno, aos grandes vasos e ao diafragma, e por uma camada serosa interna (pericardio
visceral). E constituido basicamente por fibras compactas de colageno e fibras de elastina, o
que confere uma capacidade viscoelastica ao tecido (HOLT, 1970 apud COVARRUBIAS et
al., 2005).



O pericardio bovino é um material biolégico que ha anos é usado com sucesso para
diversos tipos de cirurgia, tais como enxerto dural (ANSON & MARCHAND, 1996),
tratamento de hérnias (JAMES, 1991) e para revestimentos periorbitais apds enucleacdo
(GAYRE et al., 2001). Segundo Anson & Marchand (1996), o pericardio bovino apds
tratamento para remocéo de restos celulares, proteinas degradaveis e lipideos, consiste de uma
malha de fibras colagenas. E um material de baixo custo, de facil sutura, pouca antigenicidade
e toxicidade, boa forca, minima elasticidade e auséncia de irritacdo com outros materiais
(YAMATOGI et al., 2005).

O pericardio bovino é um material de origem bioldgica altamente resistente, de facil
manejo cirargico, maleavel e sem problemas de reacdo com corpo estranho. Além disso, € um
tecido de facil acesso e habitualmente representa um material de interesse no processo
industrial de bovinos (IONESCU et al., 1979, SANTILLAN-DOHERTY et al., 1995).

A protese de pericardio bovino tratada previamente com glutaraldeido proporciona
maior flexibilidade, melhor estabilidade bioquimica, tornando-o mais resistente, o que
favorece sua incorporacédo bioldgica (WOODROOF, 1979). Por esses motivos esta protese é
indicada em cirurgia cardiovascular (fechamento de defeitos intercavitarios, ampliacdo da via
de saida do ventriculo direito, alargamento do anel adrtico em trocas valvares, tratamento de
aneurismas de aorta e ventriculo esquerdo, reconstrucdes atriais e ventriculares), toracica
(fechamento de coto brénguico, fechamento de hérnias diafragmaticas, tratamento de defeitos
congénitos e traumaticos da parede toracica), geral (tratamento cirargico de hérnias e
eventracdes), uroldgica (citoplastias, ureteroplastias) e neurocirurgia (substituicdo de dura-
mater) (BRAILE, 1990).

Alguns autores sugerem que o pericardio homologo tratado com glutaraldeido € o
material de escolha para reparos de valvula mitral, pois previne deterioracdo tardia e
calcificacdo do tecido (CHAUVAUD et al.,, 1991). Em contrapartida, nas Gltimas quatro
décadas estudos vém sendo realizados e mostram que o pericardio bovino tem boa resposta
quando aplicado nessa area, por exemplo, em reparos de aorta, atrio esquerdo e paredes
pericardicas (PIRES et al., 1999).

2.2. Conservantes
Os meios de preservacdo utilizados para manter as membranas bioldgicas devem
possuir alto poder estabilizador, impedir a total decomposi¢éo dos tecidos e crescimento de

microorganismos além de preservar ao maximo a integridade celular, aumentar a resisténcia a



tracdo dos tecidos e atuar por um periodo de tempo prolongado (ALVARENGA, 1992,
MOTA et al., 2002).

2.2.1. Glicerina

O meio de conservacdo mais utilizado é a glicerina a 98% mantida em temperatura
ambiente e que apresenta como vantagens baixo custo e propriedade antisséptica
(ALVARENGA, 1992), além de reduzir a antigenicidade, preservar a textura do tecido e
aumentar a resisténcia a tracdo, sem alterar o grau de elasticidade (PIGOSSI, 1967).

A glicerina desidrata o tecido, substitui a maior parte da dgua intracelular, sem alterar a
concentracdo ionica das células, atua como protetor da integridade celular (PIGOSSI, 1967;
PIGOSSI et al., 1971), possui acéo fixadora e desidratante rapida, além de elevar resisténcia a
tracdo sem alterar o grau de elasticidade (LEX & RAIA, 1971; LEITE et al., 1979). Tem acéo
anti-séptica, e na concentracdo igual ou maior que 25% age como desinfetante. Quando
concentrada, a glicerina destrdi bactéria em 3 horas (SOLIMANN, 1957).

Pigossi et al. (1971) observaram que fungos e bactérias (gram-positivas e gram-
negativas) eram susceptiveis ao efeito da glicerina, uma vez que, na dura-mater humana apos
288 horas em imersdo na glicerina ja ndo existiam fungos e bactérias, apenas formas
esporuladas. N&o foi possivel atribuir acdo antiviral, porém constatou-se que ndo houve
alteracdo nas caracteristicas de textura, nem contaminacdo, e ndo foi observada reacao
inflamatdria aguda ou tipo corpo estranho, a membrana foi incorporada ao tecido neoformado,

ndo promovendo reacdo local imunoldgica e teve baixa antigenicidade.

2.2.1. 1. Caracteristicas Bioguimicas da Glicerina

A glicerina, também conhecida como glicerol ou propano-1,2,3-triol, € um composto
organico pertencente a funcdo alcool, apresenta-se no estado liquido a temperatura ambiente;
é inodoro, higroscépico, viscoso e adocicado (COLLINS, 2005).

O glicerol é um precursor para a sintese de triacilglicerdis e de fosfolipidos, no figado
e no tecido adiposo. Quando o corpo usa a gordura acumulada como fonte de energia, glicerol
e acidos graxos sdo libertados na corrente sanguinea. O glicerol pode ser convertido em

glicose pelo figado gerando energia para o metabolismo celular.


http://pt.wikipedia.org/wiki/Triacilglicerol
http://pt.wikipedia.org/wiki/Fosfol%C3%ADpido
http://pt.wikipedia.org/wiki/F%C3%ADgado
http://pt.wikipedia.org/wiki/Tecido_adiposo
http://pt.wikipedia.org/wiki/Energia
http://pt.wikipedia.org/wiki/%C3%81cidos_graxos

O glicerol esta presente em todos os 6leos e gorduras de origem animal e vegetal. Esta
substancia é reconhecida, desde 1959, como segura para consumo humano e é utilizada em
diversos produtos alimenticios para os mais diversos propositos. Os niveis de DLsp em ratos
sd0 de 470 mg. kg™ e em porquinhos-da-india de 7750 mg.kg™. Varios estudos mostraram
que uma grande quantidade de glicerol (sintético ou natural) pode ser administrada sem
aparecimento de qualquer efeito adverso a saude (KIRK-OTHMER, 2007).

Além da industria alimenticia também € utilizado na &rea farmacéutica para fabricacao
de medicamentos e cosméticos, na fabricacdo téxtil para dar maleabilidade a tecidos, como
preservante de bactérias em alguns meios de cultura (KIRK-OTHMER, 2007) e conservante

de materiais, como por exemplo, pericéardio bovino.

HO/\l/\OH

OH

Figura 1. Estrutura quimica da molécula do glicerol (Fonte IUPAC, 1993).

2.2.1.2. Toxicidade da Glicerina

Coelho et al. (1996) demonstraram que a administracdo de glicerol 50% na dose
10mL.Kg™ induz rabdomiélise em ratos apds 24 horas, observando-se insuficiéncia renal
aguda mioglobinarica e lesdo hepatica. Relataram também que a literatura descreve
propriedades embriotoxicas e teratogénicas do glicerol (administracdo subcutéanea,
intramuscular e oral) para ratos em dosagens superiores a 75mg.Kg™. Quando aplicado
intramuscular, o glicerol produz um estado de mioglobindria devido a necrose muscular,
similar a rabdomidlise clinica, levando a insuficiéncia renal aguda, ocorrendo principalmente
lesdo em tdbulos uriniferos proximais.

Martim et al. (2007) induziram insuficiéncia renal aguda apds administracdo de
glicerol 50% na dose de 6mL.Kg™ na regido do mulsculo femoral de ratos, devido &
rabdomidlise. Posteriormente administou extrato de Vitis vinifera em 2 grupos e observou

efeito renoprotetor atribuido aos efeitos antioxidantes desta substancia.


http://pt.wikipedia.org/wiki/Dose_letal
http://pt.wikipedia.org/wiki/Porquinho-da-%C3%ADndia

2.2.1.3. Tecidos Bioldgicos Tratados em Solucéo de Glicerina

Pigossi (1967) utitizou dura-méater homdgena canina conservada em glicerina, lavada
em agua corrente para retirada de sujidades e conservada em frasco de tubo de ensaio com
glicerina pura a temperatura ambiente e conservada por um periodo de 19 a 105 dias. Foi
realizada, em periodos diferentes, analise histoldgica dos implantes para avaliar alteracdo em
sua textura e observou-se uma sutil delaminacdo do colageno, que foi relacionada a
desidratacdo. Estas membranas foram implantadas em dura-maéter de cées sem realizacdo de
testes bacterioldgicos. Os animais foram eutanasiados entre 10 a 360 dias, sendo um animal
por més, e apresentaram a necropsia auséncia de reacdo inflamatéria aguda, o que foi
considerado pelo autor indicativo de esterilidade e de baixa antigenicidade do material
implantado, j& que os animais ndo fizeram antibioticoterapia. Ocorreu também substituicdo da
dura-mater com a reabsorcdo e incorporacdo do material implantado nos casos de maior
evolucdo (PIGOSSI, 1967; PIGOSSI et al., 1971). Segundo Pigossi (1967), estas membranas
podem ser conservadas por um periodo de até seis meses, ou mais, naquele meio. Em outro
estudo, 0 mesmo autor e colaboradores (PIGOSSI et al.,1971), relataram que a glicerina a
98%, em temperatura ambiente, mostrou-se eficiente para conservacdo de tecidos, nado
provocando reacgdes de rejeicdo ou infecccdo no tecido hospedeiro estudado.

No inicio da década de 70, Puig et al. (1973, 1975 e 1976) desenvolveram uma valvula
cardiaca confeccionada com dura-mater humana conservada pelo glicerol. Concluiram que a
dura-mater preservada e esterilizada em glicerina 98% a temperatura ambiente por no minimo
12 dias com ou sem 0 uso de antibioticos, praticamente, ndo sdo trombogénicos, mesmo sem
uso de anticoagulantes e permitem a fabricacdo de valvas com fluxo central e de varios
tamanhos para substituicdo de valva mitral, adrtica, tricaspide, pulmonar, mantendo os
pacientes operados com padrdes hemodinamicos satisfatérios, e que esta membrana possui a
mesma resisténcia em toda superficie, por isso é ideal para confeccdo de valvas.

Em 2000, Coronado et al. conservaram metatarsos felinos contaminados com virus da
Leucemia Felina em solucdo de glicerina a 22°C por 4 semanas, sendo estes 0SsOS
transplantados em gatos sadios. Foi constatado em 98% dos animais do grupo a
soropositividade para avaliacdo do enxerto, sendo que todos os enxertos avaliados foram
positivos para o virus da Leucemia Felina.

Algumas membranas biolégicas de bovinos tém sido utilizadas em estudos

experimentais e apresentaram resultados satisfatrios. Em cdes, empregou-se dura-mater



conservada em glicerina por periodo maior que seis meses, na reparacdo da bainha do
musculo reto do abdome (INATOMI et al., 1980), peritbnio na substituicdo de retalho
diafragmatico (DALECK et al., 1988) na reparacdo de hérnia perineal (DALECK et al.,
1992), na tenoplastia do tenddo calcanear comum (COSTA NETO et al., 1999) e pericérdio na
artroplastia do acetabulo femural (RODASKI et al., 2002).

2.2.2. Glutaraldeido

2.2.2.1. Caracteristicas Bioquimicas do Glutaraldeido

O glutaraldeido ¢ um dialdeido saturado, encontrado amplamente em forma liquida
incolor ou amarelada, em solucdo aquosa a 50%, que tem sido amplamente utilizado no
tratamento e conservacdo de materiais de uso médico, principalmente para reparo em paredes
de cavidades, de Orgdos ocos, em reconstrucdo vascular e valvular, dentre outros. Possui
potente acdo polivalente sendo, portanto bactericida, fungicida, virucida (sua atividade é
devida a alquilacdo de grupos sulfidrila, hidroxila, carboxila e amino dos microrganismos o
que altera o seu DNA, RNA e sintese de proteinas) e esporicida (devido ao glutaraldeido
reagir com a superficie do esporo, 0 que provoca o endurecimento das camadas externas e
morte do esporo). E uma substancia pouco poluente devido & sua rapida biodegradacéo, nio
bioacumulativa e de pouca persisténcia no ar, solo e agua, além de ser um excelente fixador
de tecidos para a microscopia eletronica (APECIH, 1998 e ANVISA, 2007).

E um produto muito reativo que pode ser polimerizado na presenca da agua. A reagao
de condensacdo € mais rapida em meio alcalino e pode tornar-se violenta em contato com
bases fortes. As solucGes aquosas de glutaraldeido levemente &cidas sdo relativamente
estaveis. A acdo de um estabilizante, como por exemplo, 0 metanol, permite conserva-las por
mais tempo. O Glutaraldeido e as suas solu¢bes aquosas corroem numerosos materiais,
nomeadamente o aco, o ferro galvanizado, o aluminio, o estanho e o0 zinco (Costa et al., 1990)

A solucdo de glutaraldeido possui acdo contra fungos, bactérias e virus e, segundo a
Comissdo de Controle de Infeccdo Hospitalar da Universidade Federal de Minas Gerias
(UFMG; 1993) e a Fundacdo Oswaldo Cruz (2002) esta solucdo na concentracdo de 2% ¢é
utilizada na esterilizacdo de materiais com tempo minimo de 10 horas de exposi¢cdo. Também

é utilizada como um dos meios de tratamento das membranas bioldgicas contra



microrganismos, pois possui poder de esterilizacdo (CARPENTIER et al., 1969; IONESCU et
al., 1977).

OWO

Figura 2. Estrutura quimica da molécula do glutaraldeido (Fonte IUPAC, 1993).

2.2.2.2. Toxicidade do Glutaraldeido

A solucdo de glutaraldeido é toxica para o0 organismo receptor, portanto, €
extremamente importante a lavagem abundante com solucdo salina antes de a membrana
biologica ser implantada (PINTO et al., 1993). Além disso, ja foi considerado que qualquer
variacdo no modo de preparacdo pode influenciar no balanco (equilibrio) entre a reabsorcao
do implante e a deposicao de fibrose no local do implante (ADLIGTON et al., 1992). Por isso,
é importante definir uma concentracéo ideal de glutaraldeido que néo interfira bruscamente na
reacao inflamatoria, que ndo provoque calcificacdo do implante, que ndo gere toxicidade local
e sistémica e que seja capaz de controlar, de forma eficaz, o crescimento microbiano.

Ao se avaliar o processo inflamatério na utilizacdo de enxerto de pericardio bovino
tratado com glutaraldeido, pode-se caracteriza-lo como crénico e moderado (GRECA et al.,
2005). Segundo Tang et al. (1995), respostas inflamatérias crbnicas, acompanhadas de
macrofagos e/ou acimulo de celulas gigantes do organismo, tém sido observadas ao redor de
muitos tipos de implantes de biomateriais e tém sido associadas com véarias complicacfes que
afetam tanto o receptor quanto o implante por si mesmo (TANG et al., 1995). Durante a
resposta inflamatdria crénica ao implante, produtos da aderéncia de células inflamatérias
podem ser gerados e danificar o implante e/ou reagir com o biomaterial e gerar catabdlitos
toxicos (ZHAO & COURTNEY, 1999) .

2.2.2.3. Tecidos Bioldgicos Tratados em Solucédo de Glutaraldeido

lonescu et al., em 1968, utilizaram valvulas de suinos para confeccdo de valvulas
adrticas para humanos, devido ao diametro compativel do modelo suino com o humano. Estas
valvas foram coletadas de animais sem precaucdes de esterilidade e foram conservadas em
10



formaldeido a 4% de solucdo fosfato, pH 5,6, por no minino 2 semanas e mantidas nesta
mesma solucéo, tendo este procedimento sido realizado em 63 pacientes.

Carpentier et al., 1969, introduziram o uso do glutaraldeido em baixas concentragdes,
para preservacdo dos tecidos biolégicos e concluiram haver esterilizagdo, manutencdo das
propriedades mecénicas, eliminacdo ou desnaturacdo dos componentes antigénicos e
prevencdo da desnaturacdo do colageno. Para descrever as valvulas confeccionadas com
tecidos vivos tratados pelo glutaraldeido, propds um novo termo chamando-as de bioproteses.

Em 1974, lonescu et al., confeccionaram uma valvula com pericardio bovino tratado
pelo glutaraldeido e conservado em formaldeido. Isto ap6s um trabalho que comparava as
valvulas confeccionadas de fascia lata homdloga que foi preservada em 4% de formaldeido ou
0,2% de glutaraldeido das valvulas de pericardio heteroldgo foi tratado com 0,2% ou 0,6% de
glutaraldeido, e verificou através de analises clinicas e hemodindmicas, que as valvulas de
pericardio apresentavam um maior potencial de qualidade para o uso como valvula cardiaca,
sendo considerado também que o método de preparacdo da valvula é importante para sua
durabilidade.

lonescu et al.(1977) estabilizaram e fixaram pericardios bovinos com solucdo de
glutaraldeio 0,5% tampédo fosfato com pH 7,4 a 4°C por 2 semanas, sendo estocada em 4% de
solucéo de formaldeido tampéo a pH 5,4 com 0,2 M acetato. Foram realizadas implantacGes
de valvulas de pericardio em 212 pacientes humanos e na analise estrutural e da integridade
funcional da protese, mostrada por histologia e avaliacdo hemodindmica, respectivamente,
evidenciou-se que a durabilidade e integridade fornecidas pela estabilizacdo do glutaraldeido
eram satisfatorias.

A importancia do tratamento prévio com glutaraldeido é que esta solucdo serve para
esterilizacdo e preservacdo da membrana, previne reacdo imunoldgica pela reducdo do
potencial antigénico de cada tecido, previne desnatura¢do do colageno criando uma grande
estabilidade pela durabilidade das proteses. Baseada na estabilidade do material bioldgico, os
tecidos tratados apresentam durabilidade de acordo com a regeneracéo tecidual das células do
hospedeiro (CARPENTIER et al., 1969; CARPENTIER et al., 1974). GOISSIS et al. (1999)
concluiram que a solucdo de glutaraldeido provoca diminui¢do da reacdo imunoldgica da
membrana bioldgica no organismo receptor e aumento da resisténcia da membrana.

Em 1990, Braile, confecciou préteses de pericardio bovino e implantou em humanos

para correcdo fechada de insuficiéncia mitral. As membranas pericardicas foram coletadas em
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abatedouros, seguidas de limpeza para retirada das sujidades e tratamento com glutaraldeido
0,5% por um periodo de 18 dias .

Zufiiga et al. (2002), desenvolveram um estudo experimental em cédes e avaliaram
pericardio tratado pela solucdo de glutaraldeido para o uso em ressec¢do pulmonar em cées.
As amostras foram colocadas em solucdo de Hanks a 4°C por 6 horas com solucdo bactericida
(penicilina e estreptomicina) e fungicida (anfotericina B), depois as membranas foram
tratadas com solugdo de glutaraldeido 0,5% com pH 7,4 por um periodo de 15 dias. Os
autores utilizaram esta membrana na forma de tratamento por 10 anos na clinica cirurgica
toraco-abdominal e obtiveram resultados satisfatorios.

A utilidade, cicatrizacdo e integridade do pericardio de bovinos em tecidos nasoseptais
de porcos foi observada por Marcos et al.(2002-2003) que colocaram as membranas imersas
em solucédo de Hanks a 4°C por 6 horas com solugdo bactericida (penicilina e estreptomicina)
e fungicida (anfotericina B), e posteriormente tratadas com solucdo de glutaraldeido 0,5%
com pH tampéo fosfato por um periodo de 15 dias. O controle microbiologico depois dos 15
dias de tratamento das amostras de pericardio foi negativo e antes da implantacdo também foi
negativo, assim como na solucdo de preservacdo. A solucdo de glutaraldeido atuou como
agente que estabiliza a forca de unido cruzada do tecido, e atua como germicida e
desnaturando as proteinas dos agentes infecciosos, e portanto reduz a antigenicidade. A
evolucdo clinica foi satisfatdria, com baixa reacdo de corpo estranho, baixo potencial
infeccioso e adequado suporte para incorporacdo do tecido fibroso, promovendo boa
cicatrizacdo. O material foi considerado de facil manipulacéo cirurgica e baixo custo.

Pinto et al. (1993) realizaram um estudo experimental para avaliacdo da
biocompatibilidade do pericardio bovino tratado com glutaraldeido conservados ou ndo em
formaldeido e tecido sintético (dacron), implantados no tecido subcutaneo da regido
abdominal de ratos. A histologia das pecas revelou auséncia de biocompatibilidade
principalmente na membrana tratada pelo glutaraldeido e conservada com formaldeido,
diferentemente do dacron, que apresentou perfeita biocompatibilidade. No teste da cultura de
célula “in vitro” mostrou um grau intenso de toxicidade associado ao residuo do agente de
tratamento. Tanto o grupo tratado com glutaraldeido e conservado em formaldeido quanto o
grupo so tratado pelo glutaraldeido apresentaram toxicidade nas células.

Trani et al. (2008) em experimento com pericardios de camundongos tratados com
glutaraldeido 0,625%, observaram a ocorréncia do virus rabico mesmo quando as membranas

foram mantidas na solugdo por 30 dias & temperatura ambiente, sendo reproduzida a infeccdo
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em 50% dos camundongos que receberam injecdo de macerado das amostras tratadas. Este
trabalho demonstrou a necessidade de encontrar-se uma maior concentracdo de glutaraldeido
que possa demonstrar agdo viricida, sem promover maiores danos teciduais locais ao
hospedeiro nem toxicidade sistémica.

Em trabalho recente de nosso Grupo de Pesquisa, Costa (2009)* observou, nos mesmos
animais utilizados no presente trabalho, reacdo inflamatéria local exacerbada e incorporacéao
insatisfatoria naqueles implantes tratados com concentracdo de 1,5% de glutaraldeido,

obtendo boa resposta local nos outros grupos.

! Comunicagéo pessoal (dados ainda ndo publicados). E-mail: claudiabdacosta@gmail.com
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3 MATERIAL E METODOS

3.1. Obtencéo e Limpeza das Membranas Bioldgicas

Os pericardios bovinos foram obtidos de animais abatidos em matadouro na cidade de
Trés Rios, Rio de Janeiro, e submetidos a fiscalizacdo do Departamento de Inspecdo Federal
do Ministério da Agricultura e Departamento de Vigilancia Sanitaria da Secretaria de Saude
Estadual. Para a conservacdo do material durante o transporte, foi utilizado um recipiente
térmico com gelo, o qual permitiu que os pericardios permanecessem em temperatura de
aproximadamente 10°C até a chegada ao laborat6rio. Em prosseguimento, foi realizada a
limpeza manual da membrana pericardica e retirada da gordura para que o seu tratamento e

conservacdo fossem iniciados.

3.2. Preparacéao das solugdes de Glutaraldeido e Glicerina

As solucdes foram preparadas em laboratério do Departamento de Clinica e Cirurgia
da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro. Uma solucdo PBS (Phosphate-Bufferid
Saline), composta por fosfato monopotéassico, fosfato dissodico, cloreto de sodio e agua
destilada, foi utilizada para tamponamento das solucdes de glicerina P.A. (Pro-Analysis)
bidestilada 98%? e de glutaraldeido 25%° em agua. A solucdo de glutaraldeido foi diluida em
agua destilada até chegar-se as concentracdes de 0,625%, 1% e 1,5% e tamponada com

solucdo PBS até chegar-se a um pH de 7,4, assim como a glicerina 98% (TRANI et al., 2006).

3.3. Tratamento e Conservacao dos Pericardios Bovinos

Os pericardios bovinos foram fracionados em partes com areas de aproximadamente
9cm? e colocados em frascos coletores estéreis comerciais para exames laboratoriais com
capacidade para 80mL; cada frasco, contendo volume aproximado de 50mL das solucbes de
glicerina a 98% e glutaraldeido a 0,625%, 1% ou 1,5%, recebeu trés fragmentos de pericardio.
Parte dos fragmentos foi conservada em solugdo de glicerina 98% durante 30 dias e a outra

parte dos fragmentos pericardicos recebeu tratamento com a solu¢do de glutaraldeido por 18

2 Apresentacdo Comercial: Glicerina 98% P.A. bidestilada Proquimios.
® Apresentacdo Comercial: Solugéo de glutaraldeido 25% em &gua Proquimios.
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dias, nas concentragdes de 0,625%, 1% ou 1,5%. Os frascos foram armazenados em

temperatura ambiente e protegidos da luz.

3.4. Animais

Foram utilizados 65 camundongos com pesos entre 20 e 30g, procedentes do Biotério
do Laboratério de Coccidioses do Departamento de Epidemiologia e Saude Puablica da
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro. Os animais foram mantidos separados em
caixas de aco inoxidavel individuais, em sala com refrigeracdo adequada. Os camundongos
tiveram suas caixas trocadas uma vez por semana e, apos cada troca, eram lavadas com cloro,
secadas e forradas com maravalha limpa e autoclavada. A &gua e a racdo eram fornecidas sem
restricdes.

Foram formados um grupo controle (contendo 5 animais), um grupo para receber o
pericardio bovino conservado com glicerina 98% subdivido em 3 subgrupos (composto por 5
animais cada subgrupo) correspondentes ao tempo para eutanasia (7, 14 e 30 dias), 3 grupos
para as diferentes concentracdes de glutaraldeido (0,6255, 1% e 1,5%) sendo cada subdivido
em 3 subgrupos (com 5 animais cada subgrupo) correspondentes ao tempo para eutanasia (7,
14 e 30 dias), conforme descrito no Quadro 1.

Quadrol. Delineamento experimental dos grupos de camundongos (Mus musculus)
submetidos a implantes de pericardio bovino tratado com glicerina 98% e glutaraldeido a
0,625%, 1% e 1,5% e grupo controle sem implantacdo da membrana.

x NUMERO
SOLUCAO DE TEMPO DE
GRUPOS X SUBGRUPOS DE
TRATAMENTO AVALIACAO ANIMAIS
Grupo | Controle ldia |  ----- 5
Grupoll Glicerina 98% 7 dias Ila 5
14 dias I1b 5
30 dias llc 5
Grupo Il Glutaraldeido 0,625% 7dias Ila 5
14 dias b 5
30dias Ilic 5
Grupo IV Glutaraldeido 1% 7 dias IVa 5
14 dias Vb 5
30 dias Ve 5
Grupo V Glutaraldeido 1,5% 7 dias Va 5
14 dias VDb 5
30 dias Vc 5
Total de animais 65
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3.5. Procedimentos Cirurgicos
3.5.1. Implantacéo dos Pericardios

Os fragmentos de pericardios foram retirados dos frascos, com cuidados de assepsia, e
lavados com salina estéril para a retirada do excesso de solu¢do conservante presente na
superficie da membrana (PINTO et al., 1993). Foram feitas trés lavagens nos fragmentos
tratados com glicerina e oito lavagens nos fragmentos em glutaraldeido (PINTO, 1993;
HADDAD FILHO et al., 2004). Cada lavagem continha 10mL de solu¢do salina, e na Gltima
lavagem permaneciam por 30 minutos.

Os camundongos encontravam-se em jejum de 12 horas para a realizacdo do
procedimento cirtrgico, foram pré-anestesiados, via intraperitoneal, com diazepam® (5mg.kg
1 (PAIVA, 2005) e anestesiados com xilazina® (15mg.kg™) e quetamina® (150mg.kg™), via
intraperitoneal (PLUNKETT, 2006). Em seguida foram tricotomizados e receberam para
controle de dor cloridrato de tramadol’ (7mg.kg™) por via subcutanea e 0,05mL de
antibiotico® (composto associado de benzilpenicilina benzatina 1.200.000 UL,
benzilpenicilina procaina 600.000 U.l., benzilpenicilina potassica 600.000 U.I,
diidroestreptomicina base 500mg, estreptomicina base 500mg em 6mL) por via intramuscular
(PLUNKETT, 2006) e realizou-se a antissepsia do local com alcool iodado a 0,5%.

A regido abdominolateral esquerda foi escolhida para implantacdo do fragmento de
pericardio. Os animais encontravam-se em decuUbito lateral direito com membros relaxados,
foi realizada incisdo de pele de 1,5cm (Figura 5) no sentido dorsoventral paralelamente entre a
Gltima costela e a articulagdo fémur-tibio-patelar. Em sequéncia, seccionou-se um retalho de
musculatura abdominal com auxilio de um molde quadrado de polipropileno com 0,5 cm de
lado e reparos com fios de nylon nos vértices do recorte. Devido a indefinicdo dos limites de
cada musculo abdominal, o fragmento muscular retirado em cada camundongo abrangia o
musculo obliquo externo, além do masculo obliquo interno e do muasculo transverso

abdominal (Figura 6).

* Apresentagdo Comercial: Compaz 5mg/mL , Cristélia.

® Apresentagdo Comercial: Ansedan 2%, Vetbrands.

® Apresentacdo Comercial: Ketamina 10% , Agener.

" Apresentacdo Comercial: Dorless 100mg/2mL, Unido Quimica.
8 Apresentacdo Comercial: Pentabiético, FortDodge.
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Figura 3: Animal em declbito
tricotromia.

Figura 4: Incisdo na pele.

lateral

direito,

apos
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Figura 5: Incisdo na pele e pontos de reparo com fio Nylon 5-
0 fixados na musculatura abdominal lateral de camundongo,
delimitando a area que sera incisada para implantacdo de
fragmento de pericardio bovino conservado.

Figura 6: Pontos de reparo delimitando as bordas da &rea de
na musculatura abdominal lateral de camundongo ap0és inciséo
e retirada de fragmento muscular para implantacdo de
fragmento de pericardio bovino conservado.

Um fragmento de pericardio quadrado, com 1cm em cada lado, foi implantado entdo no
mesmo local de retirada do retalho, através de sutura descontinua simples com fio de nylon

5.0 (Figura 7), e posterior rafia cutdnea com sutura descontinua simples e fio de nylon 5.0.
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Figura 8: Suturas das margens de fragmento de pericardio
bovino conservado com a face lisa do implante voltada para o
interior da cavidade abdominal de camundongo.

Figura 9: Suturas dos vértices do fragmento de pericardio
bovino na cavidade abdominal do camundongo.
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Figura 10: Suturas das bordas do fragmento de pericardio
bovino na cavidade abdominal do camundongo.

Figura 10: Suturas da pele.
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Figura 11: Ferida cirrgica recoberta.

Cada animal, no p6s-operatorio, recebeu mais duas doses do mesmo antibiético do pré-
operatério, via intramuscular, sendo cada uma administrada com um intervalo de 48 horas, e
nenhuma administracdo de antiinflamatorio foi realizada. As feridas foram recobertas com

curativo constando de tira de esparadrapo hipoalergénico®.

3.6. Eutanaésia, Coleta e Anélise Macro e Microscépica das Amostras Teciduais de Rins,

Figado e Baco

A eutanasia dos camundongos seguiu as normas preconizadas pelo COBEA (lei n° 6338
de maio de 1979) e foi realizada nos periodos pos-operatorios correspondentes a 7, 14 e 30
dias, de acordo com o Quadro 1.

Os farmacos para eutandsia foram aplicadas por via intraperitoneal, constando de
quetamina (450mg.kg™) e xilazina (45mg.kg™) (PAIVA, 2005).

Os figados, bacos e rins foram avaliados quanto ao aspecto macroscopico e logo apos
foram fixados em formol a 10% tamponado.

As amostras foram encaminhadas ao Laboratério de Histopatologia do Departamento de
Epidemiologia e Saude Publica do Instituto de Veterindria. Apos fixagdo, o material foi

processado como de rotina para exame histopatolégico e avaliado em microscopia 6Gtica.

° Apresentagdo Comercial: Fita Micropore 3M (25mm x 1,34m).
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4 RESULTADOS

A implantagdo dos fragmentos na parede abdominal dos camundongos ndo apresentou
dificuldade de execucdo, tampouco complicagbes pds-operatdrias como deiscéncias de
suturas, eventracdo ou evisceracdao. Os curativos mantiveram-se nos animais por periodos que
variaram entre 3 a 7 dias, quando observou-se a regido operada sem edemas, hematomas ou
exsudatos.

O protocolo anestésico empregado permitiu a execucdo do implante na maioria dos
animais. Em dez camundongos foi necessaria aplicacdo de mais um terco da dose inicial por
via intraperitoneal, para a rafia dos Gltimos pontos de fixacdo da membrana e sutura da pele.
A técnica cirurgica levava em torno de 45 minutos a uma hora e a recuperacdo anestesica
ocorria aproximadamente em uma hora e trinta minutos.

A avaliagdo macroscopica, 0s 6rgaos apresentaram alteracdes tais como rins e figados
com focos amarelados e até todo o parénquima com esta cor. Ocorreram tambem coloracdes
acinzentadas, esbranquicadas e com areas ligeiramente enegrecidas nos parénquimas. Os
bacos de alguns animais apresentavam polpa branca evidente. Estas alteracGes ocorreram
aleatoriamente entre os animais dos cinco grupos sem, portanto, caracterizar indicativo de
toxicidade das solugdes em estudo (Quadro?2).

Da mesma forma, foram observadas alteracbes microscopicas variadas, com
distribuicdo aleatoria, tais como: em rins cilindros hialinos, congestdo moderada, poucas
células tubulares com citoplasma mais eosinofilico, alguns tdbulos apresentavam-se
tumefeitos e ligeiramente vacuolizados, hemossiderose e infiltrado inflamatorio mononuclear;
figados congestos e infiltrado inflamatorio polimorfonuclear em regiGes periductais, alguns
hepatocitos com vacuolizacdo; baco apresentando moderada hematopioese extramedular. Foi

observada também congestdo dos 6rgaos em todos os grupos de animais.
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Quadro 2 — Avaliacdo macroscopica de camundongos (Mus musculus) controle sem implantacdo da membrana

. Continua.

GRUPO I (Controle)

Al

A2

A3

A4

AS

BACO

Levemente
aumentado, com
pontos
esbranquicados  a
superficie e
evidentes também
ao corte

Levemente amarelado e
com pontos
esbranquicados a
superficie

Pontos esbranquicados
a superficie

FIGADO

Moderadamente
amarelado

Pontos levemente mais
escuros a superficie,
alguns vistos também ao
corte

RINS

--- = sem alteracéo
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Quadro 2 — Avaliacdo macroscopica de camundongos (Mus musculus) submetidos a implantes de peicardio bovino tratado com Glicerina a 98%.

Continua.
GRUPO 11 (Glicerina 98%)
SUB- GRUPO lla (7dias) SUB- GRUPO IIb (14dias) SUB- GRUPO lIc (30dias)
Al A2 A3 A4 A5 Al A2 A3 A4 A5 Al A2 A3 Ad A5
Pontos Pontos Pontos
esl;;ﬁ(l)rlq; ¢ | Pontos esl;aactgq; 'S | Pontos esl;‘rjaor;q; I¢ Pontos Difusame
- esbranquic - esbranquic - esbranquic nte
BACO superficie e superficie e superficie e R
- ados ao - ados ao . ados a | amarelad
evidentes corte evidentes corte evidentes superficie o
também ao também ao também ao P
corte corte corte
Difusame | Difusame Difusame
nte nte Difusame | Difusame nte
Moderame amarelo amarelo nte nte amarelo
Moderame | Difusament | Moderame nte Difusament Levemen | Levemen | claro claro amarelo amarelo Difusame Moderame claroe
< amarelado te te claroe claroe com
FIGADO nte e amarelo nte . e amarelo . nte nte
e vesicula amarelad | amarelad vesicula com alguns
amarelado claro amarelado o claro - amarelado | amarelado
biliar 0 0 biliar focos pontos
distendida distendid marrom milimétri
a escuros cos
escuros
D'ﬁrjlfsme D'ﬁrjlfsme Alguns Moderam
. Difusame | Difusame | Difusame pontos ente Com focos | Levemen
Difusament | Moderame Moderame amarelo amarelo I
Levemente | Levemente nte nte nte milimétri amarelado marrom te
RINS e amarelo nte nte claroe claroe
amarelado amarelado amarelo amarelo amarelo cos e pontos escuros na | amarelad
claro amarelado amarelado pontos focos -
claro claro claro vermelho vermelho superficie 0
marrom marrom
escuros escuros
escuros escuros
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Quadro 2 — Avaliagdo macroscopica de camundongos (Mus musculus) submetidos a implantes de pericardio bovino tratado com Glutaraldeido a
0,625%. Continua.

GRUPO Il (Glutaraldeido 0,625%)

SUB- GRUPO llla (7dias)

SUB- GRUPO llIb (14dias)

SUB- GRUPO llic (30dias)

Al A2 A3 A4 A5 Al A2 A3 A4 A5 Al A2 A3 A4 A5
Levement Pontos Pontos Pontos
e esbranqui¢ | esbranquig esbranquic
Pontos Pontos amarelado ados a ados a Pontos Pontos Pontos ados ao Pontos
BACO esbranqui¢ | esbranquic e com superficie | superficie | esbranqui¢ | esbranqui¢ | esbranquic corte e esbranquic
ados a ados a pontos e e ados ao ados ao ados ao pontos ados ao
superficie superficie | esbranqui¢ | evidentes evidentes corte corte corte acinzentad corte
ados a também ao | também ao 0s na
superficie corte corte superficie
Levement
e Moderame . Moderame Moderame | Moderame
Difusamen Moderame
amarelado nte nte . nte nte
te amarelo . nte Difusam | Moderam | Levem
£ e pontos amarelado | Levement | Moderame | Moderame Difusamen | Levement | amarelado amarelado | amarelado
FIGA . claroe amarelado ente ente ente
acinzentad e pontos e nte nte . te amarelo e e pontos e pontos e pontos
DO . vesicula . e pontos amarelo amarelad | amarela . >
ose esbranqui¢ | amarelado | amarelado | amarelado L claro amarelado | acinzentad eshranqui¢ | esbranquig
s biliar marrom claro 0 do s s
vermelho ados a . - 0s na ados a ados a
. distendida . escuros . .
escuros na | superficie superficie superficie superficie
superficie
Levement
e
Levement
Pontos e ECE Leveme Levem
. Difusamen | Levement Levement | Difusamen | Difusamen | Difusamen e Alguns Difusamen Levement Levement
esbranqui¢c | amarelado nte ente
RINS s te amarelo e e teamarelo | teamarelo | teamarelo pontos te amarelo e e
ados a e pontos LN amarelad amarela
. claro amarelado | amarelado claro claro claro milimétric claro amarelado | amarelado
superficie vermelho - 0 do
escuros
vermelho
escuros




Quadro 2 — Avaliacdo macroscopica de camundongos (Mus musculus) submetidos a implantes de pericardio bovino tratado com Glutaraldeido a 1%.

Continua.
GRUPO 1V (Glutaraldeido 1%)
SUB- GRUPO IVa (7dias) SUB- GRUPO Vb (14dias) SUB- GRUPO IVc (30dias)
Al A2 A3 A4 A5 Al A2 A3 A4 A5 Al A2 A3 Ad A5
Pontos Pontos
esbranqui esbranquig
esT)org;?qsui e;}?g;%zi Pontos ¢ados a Pontos Pontos Pontos ados ao Pontos Pontos Pontos Pontos Pontos Pontos
BACO ados & ados & esbranqui¢ | superfici esbranquic¢ | esbranqui¢ | eshranquic corte e esbranquic | esbranqui¢ | esbranqui¢ | esbranqui¢ | esbranqui¢ | esbranquig
SE erfici S(li erfici ados a ee ados ao ados ao ados ao pontos ados ao ados ao ados ao ados ao ados ao ados ao
P e P o superficie | evidentes corte corte corte acinzentad corte corte corte corte corte corte
também 0s na
ao corte superficie
Moderame Moderame
nte nte
Modera | Moderame amarelado | Moderame | Moderame amarelado | Moderame
Moderame Moderame
mente nte , pontos nte nte , pontos nte
nte . nte .
Moderam | Moderam Moderam | amarela | amarelado esbranqui¢ | amarelado | amarelado esbranqui¢ | amarelado
amarelado Moderame amarelado | Moderame | Moderame
< ente ente ente doe e pontos ados na e pontos e pontos ados na e pontos
FIGADO e pontos . nte o . R e pontos nte nte o s
amarelad | amarelad . amarelad pontos milimétric superficie | milimétric | milimétric . superficie | milimétric
eshbranquic amarelado esbranqui¢c | amarelado | amarelado
0 0 0 vermelh 0s e pontos 0s 0s e pontos 0s
ados na . A . . ados na L .
- 0 acinzentad milimétric | acinzentad | acinzentad . milimétric | acinzentad
superficie superficie
escuros 0s 0s 0s 0s 0s 0s
acinzentad acinzentad
0S 0S
Difusamen L Levement Levement
L ente
te amarelo Pontos Ligeirame e e
pontos P amarelo . Alguns
. claro e milimétr nte Difusame amarelado amarelado
esbranqui - claro e pontos Levement Levement
N pontos icos amarelado nte SR e pontos e pontos
RINS cados a A Fromrmr alguns milimétric A e A~ e
L milimétric vermelh e focos amarelo milimétric milimétric
superfici : pontos 0S marrom amarelado amarelado
0s 0 acinentado AR claro 0S 0s
e milimétric escuros
vermelho escuros S vermelho vermelho
0S marrom
escuros escuros escuros
escuros
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Quadro 2 — Avaliacdo macroscopica de camundongos (Mus musculus) submetidos a implantes de pericardio bovino tratado com Glutaraldeido a 1,5%.

GRUPO V (Glutaraldeido 1,5%)

SUB- GRUPO Va (7dias) SUB- GRUPO Vb (14dias) SUB- GRUPO Vc (30dias)
Al A2 A3 A4 A5 Al A2 A3 A4 A5 Al A2 A3 Ad A5
Pontos Pontos
esbranqui esbranqui
Pontos Pontos Pontos a dosqé ¢ Pontos Pontos a dosqa ¢ Pontos Pontos Pontos
- esbranqui esbranqui . esbranqui esbranqui . esbranqui esbranqui esbranqui
BACO esbranquicad quic quic superficie quic guic superficie quic guic quic
05 80 Corte ados a ados ao o evidentes ados ao ados a pontos ados ao ados a ados ao
superficie corte ; corte superficie corte superficie corte
P também ao P vermelho P
corte escuros
Difusam
ente Moderame Moderame
. . Moderame Difusament Moderame nte nte
Moderament Difusamen Difusame amarelo Moderame
nte Moderame e amarelo nte amarelado amarelado
e amarelado, te amarelo nte claro, nte
amarelado nte claro, com amarelado e com e com
com pontos claroe Moderam | amarelo . com amarelado
- Moderame Moderame e com Difusamen | amarelado, alguns e com alguns alguns
M acinzentados, com ente claroe alguns e com
FIGADO nte nte alguns te amarelo com pontos alguns pontos pontos
marrom pontos amarelad com . pontos - pontos .
amarelado LS amarelado pontos claro pontos acinzentado pontos eshranquic - eshranquic
escuros e milimétric 0 focos . - . vermelho . eshranquic
. esbranquic acinzentad | se vesicula esbranquic ados e ados e
enegrecidos 0S marrom marrom . escuros ados na
.. ados na 0s biliar ados na vermelho . vermelho
na superficie escuros escuros - . - na P superficie
superficie distendida superfici superficie escuros na escuros na
P e superficie superficie
Ligeirame Moderada
nte Difusame - Difusamen mente
Ligeirame
amarelado nte e Levemente te amarelo amarelo
Pontos e com . amarelo Ligeiram - . . Levemen | amarelado claroe claroe
; Difusamen 9 amarelado Ligeirame | Difusamen | Difusamen Moderada
esbranquicad pontos claroe ente te e pontos Levemente com com
RINS \ S te amarelo e pontos nte te amarelo | te amarelo mente e et
osa milimétric com amarelad o —— amarelad | milimétric | amarelado pontos pontos
L. claro milimétric amarelado claro claro amarelo L e
superficie 0S focos 0 0 o vermelho milimétric | milimétric
o vermelho
amarronza marrom escuros o vermelho 0
escuros
dos na escuros escuros vermelho
superficie escuros
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Quadro 3 — Avaliacdo microscopica de camundongos (Mus musculus) controle sem implantacdo da membrana. Continua.

GRUPO I (Controle)

Al

A2

A3

A4

AS

Leve congestdo

BACO Leve congestéo e hemossiderose
Alguns hepatdcitos -
FIGADO Leve congestdo com citoplasma Prﬁiﬂfgfﬁ?cﬂgizdo
eosinofilico
Algumas células
RINS Algumas células epiteliais epiteliais
tubulares vacuolizadas tubulares

vacuolizadas

--- = sem alteracéo
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Quadro 3 — Avaliacdo microscopica de camundongos (Mus musculus) submetidos a implantes de pericardio bovino tratado com Glicerina a 98%.

Continua.
GRUPO 1 (Glicerina 98%)
SUB- GRUPO lla (7dias) SUB- GRUPO IIb (14dias) SUB- GRUPO lIc (30dias)
Al A2 A3 A4 A5 Al A2 A3 A4 A5 Al A2 A3 A4 A5
Leve Leve Leve Leve
Hematopo Hematopoie | congestdo e congestédo e L congestéo e congestdo e
. - - eve - -
iese Leve se hematopoie Leve hematopoie ~ hematopoie Leve hematopoie
BACO « N congesta x
extramedu | congestdo extramedula se congestdo se o se congestdo | se
lar r extramedul extramedul extramedul extramedul
ar ar ar ar
Leve Leve Leve Leve
congestéo Alguns congestdo e | congestdo e congestdo Alguns Alguns Alguns
L Leve Leve P . P
FIGADO Leve e algups hepatO(_:ltos algun_s algun_s congest | congesta e algur_15 Leve hepatot;ltos Leve hepatoqtos hepatoc_:ltos
congestdo | hepatécitos | vacuolizad | hepatécitos | hepatdcitos o o hepatécitos | congestdo vacuolizad congestdo vacuolizad vacuolizad
vacuolizad 0s vacuolizado | vacuolizado vacuolizad 0s 0s 0s
0s s s 0s
Algumas Leve Leve
cglul_as_ congestéo congesta Algumas Algumas 1&E Algumas
epiteliais e algumas oe células : x células
A Algumas R Algumas células congestéo Algumas o Foor
tubulares células h algumas epiteliais h S h epiteliais
. T células , células epiteliais e algumas células
tumefeitas epiteliais P células tubulares P A oo tubulares
RINS epiteliais S epiteliais tubulares células epiteliais
e com tubulares epiteliais com S com
. tubulares . tubulares com epiteliais tubulares .
citoplasm com . tubulare citoplasma . . . citoplasma
. tumefeitas R tumefeitas citoplasma tubulares tumefeitas R
as citoplasma S eosinofilic P . eosinofilic
U g . eosinofilico | tumefeitas
eosinofilic eosinofilic tumefeit 0 0
0s o} as
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Quadro 3 — Avalia¢do microscopica de camundongos (Mus musculus) submetidos a implantes de pericardio bovino tratado com Glutaraldeido a

0,625%. Continua.

GRUPO 11 (Glutaraldeido 0,625%)

SUB- GRUPO llla (7dias)

SUB- GRUPO IlIb (14dias)

SUB- GRUPO llic (30dias)

Al A2 A3 Ad A5 Al A2 A3 A4 A5 Al A2 A3 | A4 A5
Hematopoie
Hematopoie se Hematopoie Hematopoie
Leve 2 Al se extramedul se se
BHED congestéo con%esta con%esta extramedul are extramedula extramedul
ar hiperplasia r ar
folicular
Leve Alguns Leve~
. P Leve congestéo,
. congesta hepatécitos ] M
Infiltrado . Infiltrado Alguns congestédo e alguns "
. . oe tumefeitos . L - I L Infiltrado Alguns
inflamatér Alguns Leve L Leve inflamatori Leve hepatécito infiltrado hepatécitos | . . -
p . o alguns e infiltrado ~ ~ . g . inflamatério | hepatdcitos
FIGADO io hepatdcitos L congest . g congesta 0 congesta S inflamatéri | vacuolizado o~ .
. hepatocit ~ inflamatori . o neutrofilico | vacuolizado
mononucl tumefeitos do 0 mononucle 0 vacuolizad 0 s e infiltrado
0s 0 - - e focal S
ear focal . ar focal 0s neutrofilico | inflamatdrio
tumefeito mononucle -
focal neutrofilico
S ar focal
focal
Leve Leve Leve
Leve ~ ~ 5
x Moderada congesta congesta congestéo e
congestéo M . Algumas . Leve
congestdo e | o e Infiltrado 0 e . algumas Infiltrado x "
e . . - células A . - congestdo e | Infiltrado
. Infiltrado algumas inflamatori algumas R células inflamatori S . -
infiltrado . - h h epiteliais | Leve o infiltrado inflamatorio | Leve
RINS - . inflamatori células (o] células " epiteliais 0 . - x
inflamatér o o tubulares | congestédo inflamatério | mononuclea | congestdo
. 0 epiteliais mononucle epiteliais . tubulares mononucle
io tumefeita mononuclea | r focal
mononucle tubulares ar focal tubulares com ar focal
mononucl . h S . r focal
ar focal tumefeita tumefeita citoplasma
ear focal AU
S eosinofilico

8
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Quadro 3 — Avalia¢do microscopica de camundongos (Mus musculus) submetidos a implantes de pericardio bovino tratado com Glutaraldeido a
1%. Continua.

GRUPO 1V (Glutaraldeido 1%)

SUB- GRUPO IVa (7dias)

SUB- GRUPO IVb (14dias)

SUB- GRUPO IVc (30dias)

Al A2 A3 A4 A5 Al A2 A3 A4 A5 Al A2 A3 Ad A5
Leve
congestdo e Hematopoie
Leve A Leve
x Leve Leve hematopoie se Leve Leve x
BAGO congesta congest&o congestio se extramedula | congestio congest&o con%esta
extramedula r
r
Leve
congestéo, Alguns Alguns Leve
alguns hepatécitos Leve Leve Leve hepatécitos congestd
Alguns hepatdcitos | vacuolizad Infiltrado 9 9 | ~ vacuolizad | | 9
hepatécit | vacuolizad ose inflamatori congestaoe | congestao e A guns congestao e 0se A guns A guns _0¢€
< - Leve alguns alguns hepatécitos Leve alguns - hepatécitos | hepatécitos | infiltrado
FIGADO 0s ose infiltrado 0 « g g . « . infiltrado . : -
. s . g congestdo hepatdcitos | hepatdcitos vacuolizado | congestéo hepatdcitos | . .. | vacuolizad | vacuolizad inflamat
vacuoliz infiltrado inflamatori mononucle - - ; inflamatori o
. o vacuolizad | vacuolizad S vacuolizado 0s 0s orio
ados inflamatori 0 ar focal 0
0s 0s s mononuc
0 mononucle mononucle lear focal
mononucle ar focal ar focal
ar focal
Algumas Leve Alqumas
células Leve Leve Algumas congestdo cglulas
epiteliais Leve congestdo e Leve congestd células e algumas eniteliais Leve
tubulares | congestdo e algumas congestdo e oe epiteliais células tli)bulares congestdo e
tumefeita infiltrado células infiltrado algumas tubulares epiteliais - algumas L&
RINS se inflamatori epiteliais inflamatori células tumefeitase | tubulares e infiltrado células conaestio -
infiltrado 0 tubulares 0 epiteliais infiltrado com inflamatori epiteliais 9
inflamat mononucle com mononucle tubulares | inflamatério | citoplasm 2 tubulares
orio ar focal citoplasma ar focal tumefeita | mononuclea a e EEE tumefeitas
mononuc eosinofilico s r focal eosinofilic ar focal
lear focal 0
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Quadro 3 — Avalia¢do microscopica de camundongos (Mus musculus) submetidos a implantes de pericardio bovino tratado com Glutaraldeido a 1,5%.

GRUPO V (Glutaraldeido 1,5%0)

SUB- GRUPO Va (7dias)

SUB- GRUPO Vb (14dias)

SUB- GRUPO V¢ (30dias)

Al A2 A3 A4 A5 Al A2 A3 A4 A5 Al A2 A3 Ad A5
Leve
Leve congesta ngestd
eve congestdo o Leve Leve congestao Leve Leve Leve Leve Leve
BACO e Leve congestdo o o e 5 o A 5 5
. congestéo congestéo . congestdo | congestéo congestdo | congestdo | congestdo
hemossiderose hemossider
0se
Leve congestao Alguns
ealguns hepatécitos Leve Leve Leve
Alguns hepatécitos | Leve congestdao pato ~ Leve congestdo | Alguns Infiltrado Alguns congestdo | congestdo
- - vacuolizados | congestdo e - . . -
P hepatécitos vacuolizados e e alguns - e alguns hepatécitos | inflamatério | hepatocitos | Moderada | e alguns e alguns
FIGADO - o . e infiltrado alguns Y - - ~ . Y
vacuolizados e infiltrado hepatocitos . - - hepatécitos | vacuolizad | mononuclear | vacuolizad | congestdo | hepatdcitos | hepatécitos
. . - - inflamatério | hepatécitos - - -
tumefeitos inflamatério vacuolizados - vacuolizados 0s focal 0s vacuolizad | vacuolizad
mononuclear | vacuolizados
mononuclear 0s 0s
focal
focal
- Leve
Hemossiderose . Leve
3 Poucas congestado ~ Poucas
e poucas Poucas células . - congestéo e .
. R células | e infiltrado = células
células x epiteliais Leve Leve Leve A . e infiltrado o
RINS oo Leve congestdo " . . epiteliais | inflamatori . e epiteliais
epiteliais tubulares congestdo congestdo congestdo inflamatorio
] tubulares 0 tubulares
tubulares tumefeitas . mononuclear .
- tumefeitas | mononucle tumefeitas
tumefeitas ar focal focal
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5 DISCUSSAO

Os estudos sobre biocompatibilidade de membranas bioldgicas vém utilizando
principalmente o rato Wistar como animal de experimentacdo (OLIVER et al., 1980;
ADLINGTON et al., 1992; PINTO et al., 1993; BURUGAPALLI et al., 2004; HADDAD
FILHO et al., 2004; COSTA et al., 2005; ALKAN et al., 2006), devido a praticidade de
manutengdo, anestesia e execucdo de procedimentos cirdrgicos. No presente trabalho, a
facilidade de obtencdo de camundongos em nossa instituicdo determinou a escolha desta
espécie e os resultados de praticidade de execucdo das técnicas anestésicas e cirargicas, bem
como a evolucdo clinica favoravel dos animais, demonstraram adequacdo do modelo
experimental.

Durante a execucdo da técnica cirurgica, houve sempre a preocupacéo de realizar-se a
implantacdo do pericardio bovino em uma regido do abdome onde houvesse menor
movimentagdo, para reduzir-se as chances de deiscéncia de sutura e até uma possivel
eventracdo através do sitio de implantacdo, fato que ndo foi observado em nenhum dos
animais. As dimensdes da falha produzida na parede abdominal foram adequadas, apesar de
demandarem instrumental cirdrgico e manipulacdo delicados, e o fragmento de pericéardio,
possuindo tamanho maior que a falha, permitiu preenchimento da area lesada, uma vez que a
retracdo da musculatura aumentava bastante o tamanho do recorte na parede.

O tempo para execucdo da cirurgia, de aproximadamente 45 minutos, foi apropriado as
condicdes anestésicas, uma vez que, na maioria dos animais, a primeira injecdo anestésica foi
suficiente, e o tempo de recuperacao da anestesia (em torno de uma hora e trinta minutos) foi

também considerado conveniente.

Né&o foram encontrados na literatura trabalhos que relacionassem a possivel toxicidade
sistémica sobre visceras abdominais devido ao uso do glutaraldeido e do glicerol para
preservacdo de membranas biologicas implantadas cirurgicamente.

Tanto o glicerol na concentracdo de 98% quanto as diversas concentracdes (0,625, 1,0
e 1,5%) de glutaraldeido utilizadas como conservantes de pericardio bovino que foi
implantado na parede abdominal dos 60 camundongos utilizados em nosso estudo, nédo
produziram lesbes macro ou microscopicas que permitissem uma inferéncia sobre o efeito

toxico dessas substancias sobre o figado baco e rim de todos esses animais.
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A ocorréncia de hematopoiese extramedular, caracterizada pela presenca de grandes
celulas multinucleadas (megacariocitos e megacarioblastos) observadas no bago de todos os
animais do experimento, foram inclusive observadas nos bagos dos cinco animais do grupo
controle, o que, portanto ndo pode ser relacionado ao efeito das substancias conservantes
utilizadas.

A presenca de figados amarelados, no aspecto macroscopico e com vacuoliza¢do no
citoplasma de hepat6citos, em distribuicdo aleatoria, foi observada em camundongos
implantados e ndo implantados, e pode estar relacionada a reservas nutricionais de glicogénio
e/ou lipideos.

Segundo Coelho et al. (1996) a administracdo de glicerol 50% na dose 10mL.Kg™,
induziu rabdomidlise em ratos apds 24 horas, observando insuficiéncia renal aguda
mioglobinurica e lesdo hepatica. Martim et al., (2007), em experimentos com ratos Wistar,
machos, adultos, induziram rabdomidlise e consequente lesdo renal aguda (LRA), pela
administracdo muscular de glicerol 50% (6mL/kg; metade em cada regido femural) a fim de
testar a funcédo protetora das sementes de uva (Vitis vinifera) sobre os rins. Sabe-se que a LRA
por nefrose mioglobindrica é causada pela destruicdo dos tubulos renais, decorrente da
presenca de cilindros formados pelo pigmento heme, pela vasoconstricdo renal (leséo
isquémica), pela toxicidade direta desse pigmento, pelo estresse oxidativo sobre as células
tubulares renais e pelos mecanismos interrelacionados (PALLER, 1988; ZAGER, 1996). Nos
rins de todos os 15 camundongos que receberam implantes de pericardio bovino tratados com
glicerol a 98%, no presente trabalho, ndo foram encontradas lesdes renais de qualquer
natureza que pudessem causar diminuicdo ou perda da funcdo renal, o que se justifica pela
provavel diferenca de absorcdo do glicerol em relacdo aos trabalhos de Coelho et al. (1996) e
Martim et al. (2007), uma vez que estes autores aplicaram a substancia por via muscular,
mesmo que em menor concentragao.

Cabe ainda ressaltar que os pericardios utilizados no implante da parede abdominal
dos camundongos foram submetidos a dez lavagens sucessivas com solucao fisioldgica, o que
reduz ainda mais a possibilidade de producdo de lesdes musculares e consequente
rabdomidlise. Costa (2009), que utilizou os mesmos camundongos dos Nossos experimentos,
ndo observou rabdomidlise no local do implante em nenhum dos animais, nem mesmo com a
concentracdo de 1,5% de glutaraldeido, que foi capaz de produzir citotoxidade exarcebada,

levando a destruicdo celular sem regeneragdo muscular abdominal.
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As vantagens atribuidas ao pericardio bovino em relagdo a ser uma membrana
acessivel (ALVARENGA, 1992; YAMATOGI et al., 2005) foram comprovadas neste
experimento, uma vez que pode ser obtida sem custos e com seguranca em abatedouro com
inspecdo estadual. Seu tratamento e manutencdo com glicerina e glutaraldeido foram
considerados de baixo custo e facil implementacdo. Outras vantagens como elevada
resisténcia a forcas fisicas e estabilidade bioquimica foram descritas na literatura (IONESCU
et al., 1979; SANTILLAN-DOHERTY et al., 1995; ANSON & MARCHAND, 1996; HOLT,
1970 apud COVARRUBIAS et al., 2005), o que vem tornando o pericardio bovino a
membrana biolégica ou bioprétese de escolha para maioria dos reparos cirdrgicos (BRAILE,
1990; CHAUVAUD et al., 1991; PIRES et al., 1999; YAMATOGI et al., 2005).

A utilizag&o da glicerina como conservadora de tecidos biologicos € muito difundida na
medicina veterinaria (INATOMI et al., 1980; DALECK et al., 1988; DALECK et al., 1992;
COSTA NETO et al, 1999; RODASKI et al.,, 2002). Seus efeitos antibacterianos séo
considerados desde os trabalhos de Pigossi (1967) sem, entretanto, ter sido questionada sua
acdo esterilizante em relacdo a particulas virais até o trabalho de Coronado et al. (2000), no
qual 98% dos felinos com enxertos homologos de metatarsos conservados em glicerina 98%
apresentaram positividade para o virus da Leucemia Felina, sabendo-se que, antes da
implantacdo Ossea, esses animais eram negativos e que os metatarsos foram retirados de
animais soropositivos, concluindo-se que a glicerina 98% néo € capaz de inativar o virus da
FelLV.

Trani et al. (2008) também verificaram a ocorréncia de virus rabico em 50% das
amostras positivas de pericardio de camundongos, apds conservacao em glicerina 98% por 30
dias. No mesmo experimento, 0s autores obtiveram positividade também para pericardios
tratados com glutaraldeido 0,625%, que é uma concentracdo considerada segura em varios
estudos experimentais e descricdes de utilizacdo clinica. Estes achados motivaram a
continuidade dos estudos, estando o presente trabalho inserido neste processo.

Concentrac6es de glicerina e glutaraldeido semelhantes as utilizadas neste experimento
foram testadas por Costa (2009) quanto as reacdes locais e incorporacdo dos implantes. O
tratamento dos pericardios com solucéo de glutaraldeido 1,5% mostrou elevada toxicidade no
local do implante o que, entretanto, ndo foi equivalente aos achados sistémicos nas
observacOes deste estudo. Este fato deve estar relacionado a uma baixa absorcdo sanguinea,
incapaz de promover efeitos sistémicos nos 6rgdos pesquisados. Ainda, considera-se que 0s

resultados obtidos no presente trabalho reforcam a seguranca de utilizagdo das concentragdes
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entre 0,625% e 1% de glutaraldeido quanto a sua biocompatibilidade no tratamento de

pericardios bovinos.
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6 CONCLUSAO

N&o se observaram lesdes macroscopicas ou histoldgicas no rim, figado e baco dos 60
camundongos implantados com pericardio bovino, conservados com glicerol a 98% e
glutaraldeido a 0,625, 1,0 e 1,5%, que pudessem estar associadas aos efeitos toxicos dessas

substancias conservadoras.
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