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RESUMO

A busca de materiais, métodos e meios de conservacdo de membranas e tecidos vém sendo
realizada seja para preservacdo de pecas anatbmicas ou para uso nos transplantes homologos e
heter6logos. No presente trabalho foi realizada uma revisao bibliografica sobre os materiais e
meios de conservacdo de membranas bioldgicas utilizadas em procedimentos cirargicos. Trés
experimentos objetivaram: (1) - Determinar a concentracdo dos antibidticos benzilpenicilina,
sulfato de estreptomicina e anfotericina B no meio de conservacdo ERS®04-09-11-16-21; (1)
- Caracterizar a morfologia e histopatologia das MPBs (l1l) - Avaliar as caracteristicas
biomecanicas das MPBs, conservadas no meio proposto. Inicialmente, foram coletadas 10
MPBs, que ap0s processadas, registraram peso médio de 21 g. Para determinacdo da
concentracdo de penicilina, utilizou-se a dosagem atendendo ao peso, enquanto que para o
sulfato de estreptomicina e anfotericina B, adaptou-se o procedimento utilizado em cultivo
celular. Os resultados finais indicaram dosagens de 2,0 mg/ml; 0,035 mg/ml e 0,030 mg/ml
nesta ordem respectivamente. No experimento Il — quatro amostras foram coletadas e
seccionadas em 10 fragmentos de 2 cm? determinando-se peso, tamanho e espessura,
segundo os tratamentos T-0 - In natura; T-30 -, T-60 e T-90, respectivamente aos 30, 60 e 90
dias da coleta. Os resultados morfofométricos demonstraram aumento de espessura, tamanho
e peso das MPBs nos diversos tempos em relagdo ao estado in natura e estudos
histopatoldgicos (microscopia Optica e eletronica) evidenciaram a manutencdo da estrutura
das MPBs, apesar de haver um maior espacamento entre as fibras colagenas. Os fibroblastos
apresentaram graus variados de vacuolizacdo e necrose em todos os tempos. No terceiro
experimento, obedeceram-se aos mesmos procedimentos de coleta e conservacdo do
experimento Il. J&, o tamanho das amostras foi de 13 cm x 20 cm para avaliacdo da espessura,
forca maxima, tensdo e alongamento por meio de dinambémetro computadorizado EMIC.
Tendo em vista todos os resultados, conclui-se que 0 meio proposto € capaz de manter as
MPBs livres de contaminantes por um de 90 dias com o mesmo padrdo morfoldgico e arranjo
das fibras coladgenas. As MPBs conservadas no meio e mantidas em temperatura de
refrigeracdo 12+2°C podem ser utilizadas em procedimentos cirdrgicos num periodo ideal
entre 13 e 69 dias dado pela conservacdo da capacidade de alongamento e pelo aumento da
forca méxima e espessura. Houve também uma reducédo da tensdo a que foi submetida a MPB,
em fungdo do tempo, o que ndo compromete o uso das MPBs em procedimentos cirrgicos
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como reconstituicdo de capsulas articulares, herniorafias, cirurgia reparadora de extensos

traumatismos com perda de tecido conjuntivo, entre outros.
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ABSTRACT

Search for materials, methods and means of conservation of membranes and tissues has been
accomplished either for preservation of anatomic pieces or for utilization in homologue and
heterologue transplants. In the present work, a bibliographical review about materials and
means of conservation of biological membranes utilized in surgery procedures was realized.
Three experiments aimed at: (I) — Determine concentration of the antibiotics benzilpeniciline,
sulphate of estreptomicine and anfotericine B in the environment of conservation ERS®-04-
09-11-16-21; (I1) — Characterize morphology and histopathology of the BPMs (111) — Evaluate
biomechanical characteristics of BPMs conserved in the environment proposed. Initially, 10
BPMs were collected, which registered an average weight of 21g after processed. In order to
determine concentration of peniciline, a dosage taking weight into account weight was used,
whereas for sulphate of estreptomicine and anfotericine B, procedure used in cell cultivation
was adapted. Final results indicated dosages of 2,0 mg/ml; 0,035 mg/ml e 0,030 mg/ml
respectively. In experiment Il — four samples were collected and sectioned in 10 fragments of
2 cm?, determining weight, size and thickness, according to treatments T-0 - In natura; T-30 -
, T-60 e T-90, respectively at 30, 60 and 90 days after collecting. Morphometrical results
demonstrated augmentation of thickness, size and weight of BPMs in the several timings in
relation to in natura state and histopathological studies (optic and electronic microscopy)
brought to evidence maintenance of BPMs structure, although an enlargement of spacing
between collagen fibers took place. Fibroblasts presented varied degrees of vacuolization and
necrosis at all timings. In the third experiment, same procedure of collecting and conservation
as in experiment 1l were obeyed. Size of samples was of 13 cm x 20 cm for evaluation of
thickness, maximum force, tension and expansion through computerized dynamometer EMIC.
Taking all results into account, we come to the conclusion is the environment proposed is
capable of maintaining the BPMs free of contaminants for a period of 90 days with the same
morphological pattern and collagen fibers arrangement. The BPMs conserved in the
environment and maintained under refrigeration temperature 12+2°C can be used in surgery
procedures in an ideal period of between 13 and 69 days given conservation of capacity of
expasion and augmentation of maximum force and thickness. A reduction of tension to which
BMP was submitted because of timing was also observed, which does not endanger use of
BPMs in surgery procedures such as reconstitution of articular capsules, herniorafies,

reparation surgeries of thick traumatisms with loss of conjunctive tissue, and so forth.
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1 INTRODUCAO

Materiais biol6gicos vem sendo utilizados em procedimentos cirdrgicos com
apresentacdo de melhores resultados que os sintéticos, pois apresentam vantagens como:
inducéo de menor reacgdo inflamatdria nos tecidos receptores, baixos custos e facil acesso

(Alvarenga, 1992).

Na década dos anos 60, é que as pesquisas sobre préteses bioldgicas alcangam
maior grau de desenvolvimento para atendimento de patologias de valvas cardiacas e

procedimentos cirurgicos reparadores (implante).

A procura por materiais, métodos e meios de conservacao para diversos tecidos vém
sendo constantemente realizada. Materiais bioldgicos vem sendo mais utilizados em
implantes (aloenxertos e xenoenxertos), cirurgias reconstrutivas e reparadoras de elementos

tubulares, valvares e principalmente de sustentacao.

Dentre as membranas bioldgicas utilizadas, a pericardica bovina tem sido utilizada
com maior freqliéncia que as demais, por ser de facil incorporacédo ao tecido receptor e
possuir baixa antigenicidade (Daleck, et al., 1988; Cunrath, 1999), alta resisténcia a forgas
de tensdo/tracdo e facil disponibilidade. Outro fator de suma importancia: seu baixo custo
permite o uso em paises desenvolvidos e em desenvolvimento onde a aplicagdo de recursos

para salde publica é realizada em baixa escala.

Meios de conservacdo de membranas biologicas tém sido estudados ao longo dos
anos por diferentes pesquisadores em todo o mundo. Tais estudos justificam-se pela busca
de uma melhor conservagdo de membranas e tecidos bioldgicos destinados a utilizagdo em

procedimentos cirdrgicos.

De acordo com Alvarenga (1992), os estudos realizados buscam a obtencdo de um
meio ideal obter um meio ideal para conservacao de tecidos biologicos; meio este que seja de
facil acesso, transporte e sem custos elevados. Isso facilitaria o emprego cirtrgico das

membranas biol6gicas em diferentes procedimentos.

Uma solucdo conservadora “ideal” deve possuir um alto poder estabilizador que

impeca a decomposicdo dos tecidos e o crescimento de microorganismos, manter a0 maximo
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a integridade das células, aumentar a resisténcia a tragdo/tensdo dos tecidos e atuar por um

periodo de tempo prolongado.

Para garantia de sucesso nos procedimentos cirurgicos com a utilizacéo de
membranas bioldgicas, é necessaria a preservacao das caracteristicas estruturais,

macroscopicas e microscépicas, morfoldgicas e biomecanicas.

O presente trabalho objetivou realizar uma revisdo bibliografica dos materiais
utilizados nos meios de conservacdo de membranas bioldgicas usadas em diversos
procedimentos cirargicos. Houve também como finalidade, a determinacdo da concentracéo
dos antibidticos benzilpenicilina, sulfato de estreptomicina e anfotericina B no novo meio de
conservacdo ERS®-04-09-11-16, constituido tambeém de carboidrato, agua e eletrolitos.
Pretende-se com 0 novo meio avaliar as caracteristicas histomorfologicas, morfométricas e

biomecanicas e inocuidade, da membrana pericardica bovina, nele conservadas.
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2 REVISAO DE LITERATURA

Os primeiros trabalhos sobre bioproteses nasceram com a necessidade de
procedimentos cirdrgicos nas patologias do coragdo e procedimentos reparadores de parede
toréacica, diafragmatica e abdominal, bem como curativos biolégicos de feridas. Samwais
(1898) é reportado como pioneiro em sugerir a seccdo de uma valva mitral estenosada. Nos
anos 60, intensificaram-se as pesquisas sobre préteses bioldgicas, para atender as patologias
das vélvas cardiacas e procedimentos cirdrgicos reparadores. As bioproteses dessa época
compreendiam as valvulas naturais de cadaveres humanos (homo-enxertos), de animais
(hetero-enxertos) e do proprio paciente ou auto-enxerto (Murray, 1956; Ross, 1962; Barrat-
Boyes, 1964 e 1965).

Altentativas para conservacdo de tecidos biologicos tem sido investigados. Desta
forma, Felippozi (1967) utilizou vélvula adrtica homologa conservada em alcool a 70%.
Zerbini (1967) obteve bons resultados com o emprego de homoenxertos adrticos conservados
em formaldeido. Pelas caracteristicas anatdmicas, durabilidade, baixa incidéncia de
tromboembolismo e avaliagdo hemodinamica, o uso de valvulas de animais tem sido utilizado
em humanos. As da espécie suina, fixadas e tratadas pelo glutaldeido, tém sido mais utilizadas
até os dias atuais, devido a baixa antigenicidade, tamanhos e disponibilidade (Binet et al.,
1968; Mclintosch, et al., 1975; Rivera et al., 1980; Janusz et al. 1982; Reece et al., 1986 e
David et al., 1988). Carpentier et al. (1969 e 1989) introduziram o uso de glutaraldeido em
baixa concentracdo (0,5%) para preservacdo de tecidos bioldgicos dando inicio a uma nova
era no campo das préteses bioldgicas, em que o pericardio bovino tem alcancado resultados
consistentes.

Outros tecidos tém sido utilizados em procedimentos cirargicos do coracdo. Citam-se
a fascia-lata (lonescu, et al., 1972 e 1974), a dura-mater (Puig, 1973) e pericardio (lonescu et
al., 1974) na fabricacdo de proteses para substituicdo de valvas cardiacas. Puig et al. (1973)
utilizaram um novo tipo de valva cardiaca, confeccionada com dura-mater homdloga
conservada em glicerina a temperatura ambiente, em substituicdo de valvas cardiacas
humanas, com bons resultados e 6tima evolucao dos pacientes. Zerbini (1975) e Verginelli et
al. (1975) usaram valvulas de dura-mater homdéloga preservada em solucdo de glicerol a 98%
a temperatura ambiente, reportando dados importantes nos pacientes, como: nenhum
gradiente de pressdo significante pela valvula em repouso; auséncia de endocardite bacteriana;

nenhuma degeneracdo ou retracdo dos folhetos; auséncia de trombos na valvula e nao
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utilizacdo de anticoagulante. Moraes et al. (1976) realizaram implante de valvas biologicas

(fascia lata, pericardio e dura-mater) em pacientes, com idades variando de oito a 59 anos. Os
pesquisadores reportaram resultados ndo satisfatérios com as valvulas confeccionadas com
fascia lata autdgena, ainda no primeiro ano evolugdo. Observaram melhores resultados com as
valvulas confeccionadas com dura-mater e pericardio homologos. Consideraram ainda, que,
além da dura-mater e o pericardio serem tecidos mais resistentes, outros fatores contribuiram
para os melhores resultados, no entanto consideram ainda que o periodo de evolugdo dos
pacientes, ainda € curto para uma conclusdo definitiva. Manifestaram também, que, a
glicerina parece ter influéncia nos resultados satisfatorios talvez por reduzir a antigenicidade
do tecido.

Materiais sintéticos também tém sido utilizados em outros procedimentos cirurgicos e
critérios tém sido estabelecidos na selecdo destes implantes. Amid et al. (1994) e Cristoforoni
(1996) consideram que o material implantado, deve ser bem tolerado em presenca de
infeccdo, ser flexivel, de facil manuseio e provocar 0s menores graus de aderéncias.
Mittelstaedt et al. (1986) referindo-se aos problemas técnicos na correcdo de grandes hérnias
incisionais, pelo afastamento das grandes margens aponeuroéticas em humanos, continua a
desafiar cirurgiGes, pois 0 emprego de préteses sintéticas, além de caro, ndo € a solucdo ideal
e universal para todos os problemas. Seu emprego como “reforgo” de suturas parece ser Util,
mas sua colocacdo como “ponte” esta sujeita, a elevados indices de complicacdes. Expressam
gue melhores perspectivas futuras estdo no encontro de um material de prétese mais
satisfatorio, que seja resistente, de facil obtencéo e bem tolerado pelo leito receptor.

A substituicdo de tecidos no organismo € um dos principais desafios da cirurgia atual.
Tais procedimentos sdo necessarios, na perda de estrutura anatdmica, por defeitos congénitos,
sequelas de trauma ou cirurgia oncoldgica (Andrews, 1988). Segundo Trautmann et al.
(1950), biomembranas ou tunicas serosas sdo estruturas com fungdo de revestimento de
paredes e cavidades fechadas (toracica e abdominal) que cobrem os 6rgaos existentes nelas.

Meios de conservacdao de membranas bioldgicas tém sido estudados ao longo dos anos
por diferentes pesquisadores no mundo. Tais esforgos se justificam pela busca de alternativas
capazes de conservar as caracteristicas morfologicas e biomecénicas destas estruturas para
utilizacdo em procedimentos cirurgicos.

Entre as membranas biol6gicas frequentemente utilizadas em procedimentos
cirrgicos, o pericardio tem tido a preferéncia de muitos pesquisadores. E uma membrana que

envolve o coracdo, constituida por tecido conjuntivo compacto em que predomina fibras
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colagenas tipo I, de grande resisténcia a tensao (Aradjo et al., 2000). Os feixes colagenos e

fibras elasticas se cruzam em diversos angulos permitindo, adaptar-se rapidamente as
mudancas no tamanho do coragdo (Dellmann e Brown, 1999). Esta membrana tem sido
utilizada, com maior freqiiéncia do que as membranas sintéticas, devido a facil incorporacéao
ao tecido receptor e possuir baixa antigenicidade (Daleck et al., 1988; Cunrath, 1999). Pigossi
(1967) constatou a conservacao de membranas bioldgicas em glicerina a 98% por periodos de
até sete meses. O pericardio eqliino, conservado em este meio foi utilizado no reparo de ampla
lesdo do duodeno de cdes. Apos coleta e tratamento, as membranas, foram armazenadas em
frascos esterilizados contendo glicerina a 98%, onde permaneceram imersas a temperatura
ambiente por 30 dias, sendo entdo considerados aptos para uso. Esta membrana também foi
implantada no tecido subcutdneo de camundongos para estudo de histocompatibilidade.
Comprovou a resisténcia desta membrana a acdo e pressdo dos sucos gastrintestinais servindo
como substrato ao duodeno e permitindo a ocorréncia de processo de restituicdo da leséo
duodenal. A membrana implantada foi hidratada em solucdo salina 0,9% e tratada com 250
mg de ampicilina benzatinica associada a 50 mg de ampicilina sodica, antes de sua utilizacdo.
O estudo microscopico evidenciou infiltrado com predominio de polimorfonucleares, na
maioria dos tempos do implante, porém mais acentuado no segundo dia, acreditando que, o
resultado foi compativel com o processo inflamatorio agudo esperado. No sexto dia iniciou-se
exuberante proliferacdo de fibroblastos e neoformacdo vascular, e no sexagésimo dia
observou substituicdo do tecido implantado por areas extensas de tecido de granulagdo, com
razodvel grau de colagenizacdo. Aos 180 dias de pds-operatério, a lesdo estava
completamente reparada por tecido cicatricial e recoberta por camada mucosa caracteristica,
ndo havendo evidéncia de degeneracdo da camada muscular. O infiltrado inflamatorio
observado nos implantes duodenais em tempos tardios poderia ser devido ou ao efeito
irritativo  do  pericardio, somado as manobras cirargicas, ou a fendémenos de
hipersensibilidade, como os dos experimentos realizados em camundongos. Apesar de néo ter
observado rejeicdo do enxerto, observou que esta membrana pode induzir estado de
hipersensibilidade no hospedeiro. Pode-se afirmar que o pericardio é pouco irritante ou
indcuo, quando utilizado pela primeira vez. No entanto, um segundo implante com pericéardio
de mesma origem, poderia desenvolver reacdo inflamatdria mais acentuada, se realmente
comprovado que este material tem capacidade de induzir estado de hipersenbilidade no
receptor. Andretto et al. (1975 e 1976) apud Alvarenga (1992) empregaram membrana

pericardica de cdes conservada em glicerina, na reparagdo cirdrgica da aorta abdominal,
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reparo da traquéia e das vias biliferas da espécie canina. Alvarenga (1977) utilizou membrana

pericardica homéloga conservada em glicerina para substituir sesgmento do colédoco em cées.
Salienta que a auséncia de reacdo granulomatosa do tipo corpo estranho, bem como a pequena
presenca de linfocitos adjacentes ao preparo tubular implantado, sugere um comportamento
ndo antigénico. Alvarenga et al. (1982) usaram como tecido bioldgico, retalho de pericardio
equino conservado em glicerina, para esofagoplastia em cdo, com nddulo de Spirocerca lupi
ao nivel da porcdo distal do esb6fago toracico. O exame macroscopico ndo evidenciou
aderéncias, estenose e dilatagdo. A avaliacdo histopatoldgica registrou grau exacerbado de
proliferacdo do componente glandular da submucosa mucosa, com hiperplasia glandular. No
tecido implantado foi observado colagenizacdo mais ou menos acentuada, células com
caracteristicas morfologicas de fibrocitos e fibroblastos. O coladgeno apresentou-se
arquiteturalmente bem organizado e relativamente bem vascularizado. De acordo com o0s
resultados, os pesquisadores concluem que o tecido bioldgico oferece condigcdes de ser
utilizado na reparacdo cirargica do es6fago de cdes portadores de afeccdes que produzam
perda tecidual mais ou menos extensa deste orgdo. Daleck (1986) praticou esofagoplastia
cervical experimental em cdes com peritdnio autélogo e homologa conservado em glicerina.
Os retalhos foram removidos do frasco com glicerina e rehidratados com soro fisiol4gico,
acrescido de 0,5 gramas de ampicilina. Ressalta ainda que entre as qualidades dos diversos
tipos de materiais utilizados para reparagdes cirurgicas, os biolégicos, sempre que possivel
sua escolha, apresentam diversas vantagens com realce & possibilidade de incorpora¢do ao
organismo receptor. Conclui que a glicerina (98%) mostrou ser um excelente meio de
conservacao para o peritonio e que histologicamente ndo foi observada nenhuma diferenca
entre os resultados obtidos com implante autélogo ou homologo. Ranzani (1986) utilizou
membrana pericardica eqlina conservada em glicerina a temperatura ambiente por um
periodo ndo menor de trés meses, para substituir um segmento da porcdo muscular
diafragmatica em cées. Observou que, tal membrana ndo desencadeou qualquer manifestacédo
clinica indesejavel nos animais operados. O fragmento do pericardio foi retirado do frasco de
conservacdo e hidratado em solugdo fisiolégica contendo 500 mg de ampicilina, por um
tempo minimo de 10 minutos antes de sua utilizacdo. Stopiglia et al. (1986) relatam entre as
principais doengas da face interna da parede tordcica de cées: tumores (condromas,
condosarcomas, osteosarcoma), osteomielites, infec¢bes cronicas das partes moles da face
interna toracica com fistulacdo e fraturas. Indicam a necessidade de atencdo especial ao
fechamento da ferida. Os materiais biologicos sdo indispensaveis na toracoplastia
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reconstrutiva. Em tais procedimentos utilizaram pericardio eqino conservado em glicerina e

verificaram que a resisténcia desse material, proporcionou bons resultados quando utilizado
em outros tecidos e 6rgdos de cdes. Manifestaram ainda que esta membrana em particular,
apresenta um aspecto amorfo, acelular, e que ndo causa reacdo inflamatéria. Daleck et al.
(1992) utilizaram peritdnio bovino conservado em glicerina na reparagdo de hérnia perineal
em cées, concluindo que este, utilizado nesse meio de conservacao, permite boa reparacédo do
diafragma pélvico da espécie, portadora deste mal. Almeida (1996) utilizou em estudo
experimental, pericardio caprino conservado em glicerina 98% na reconstru¢do do eséfago
cervical de cdes. O autor verificou que a reparacdo da area de reconstrucdo esofagica foi
adequada; visto que ndo foram verificadas quaisquer alteracdes que pudessem comprometer a
funcdo do 6rgdo. Conclui que o pericardio caprino, conservado em glicerina, mostrou-se
satisfatorio na reconstrucdo de esb6fago cervical de aproximadamente cinco centimetros de
comprimento por dois centimetros de largura, induzida experimentalmente em cées. Sartori et
al. (1997) estudaram o comportamento do centro frénico de equinos, conservado em glicerina
e implantado sobre uma regido do tenddo do musculo gastrognémio de coelho, parcialmente
seccionado. Na maioria dos trabalhos relacionados com lesdo tendinea, utiliza-se material
sintético, mas os enxertos autdlogos ou homologos trouxeram resultados muito satisfatérios.
Pigatto et al. (1998) realizaram esofagoplastia cervical em caninos com enxerto homdlogo de
cartilagem conchal preservada em glicerina a 98% e concluiram que a preservacao neste
meio, mostrou-se eficiente na reparacdo de defeitos produzidos na parede cervical esofégica
dos mesmos. Concluram, entdo que esta membrana, conservada em glicerina, pode ser
utilizada de maneira satisfatoria emcirurgias reconstrutivas de face interna toracica em cées;
ja que permite a recuperacdo das funcbes pulmonares sem nenhum fenémeno de rejeicao,
favorecendo assim, a organizacdo de tecido conjuntivo nas regides afetadas. Ramsey et al.
(1995) utilizaram diacetato de clorexidina na concentragdo 0,025% a 4°C na conservagao de
membrana amniotica equina para curativo oclusivo no tratamento de feridas em cées. Almeida
(1996) utilizou pericardio caprino conservado em glicerina a 98% para reconstituicdo de
esofago cervical em cdes. Sartoti et al. (1997) estudaram o comportamento do centro frénico
eqliino conservado em glicerina e implantado sobre uma regido do tenddo do musculo
gastrognémio de coelho. Pigatto et al. (1998) realizaram esofagoplastia cervical em cées
utilizando enxerto homologo de cartilagem conchal conservada em glicerina a 98%. Costa
Neto et al. (1999) utilizaram peritdnio bovino conservado em glicerina a 98% em tenoplastia

experimental do calcaneo em cées, com evolucdo clinica satisfatoria e recuperacéo funcional
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do membro. Costa Neto et al. (2000) avaliaram a acdo antimicrobiana da glicerina a 98% na

conservacao e rehidratacdo do ligamento nucal de bovino. A a¢édo antimicrobiana da glicerina
a 98%, permitiu constatar a agdo antis-séptica desta substancia na conservacédo e reidratacao
do mesmo. Os microrganismos foram susceptiveis ao efeito bactericida, exceto a forma
esporulada de Bacillus cereus. Raiser et al. (2001) praticaram homoimplante ortotépico de
tend@o calcaneo em cées conservado em glicerina a 98%. O homoimplante foi imerso em
solucdo salina isotbnica com iodopovidona para adequada rehidratacdo e esterilizacdo, nédo
desencadeando sinais caracteristicos de infeccdo ou rejeicdo. Rappeti et al. (2003)
implantaram cartilagem auricular heter6gena, conservada em glicerina a 98%, na parede
toracica de gatos. Atraves de avaliacdo macroscopica e microscopica da regido do implante,
observaram proliferacdo de tecido fibrovascular neovascularizado sobre o implante.
Concluiram que o implante de cartilagem heter6loga neste meio de conservacdo pode ser
utilizado para reconstrucdo de defeitos que abrangem o espago de trés costelas e que o
implante é substituido por tecido cicatricial em um periodo de 60 dias, sem apresentar sinais
de rejeicao.

O glutaraldeido também tem sido considerado na conservacdo de membranas
destinadas a fabricacdo de protese cardiaca e cirurgia reparadora por sua acao fixadora. Gallo
et al. (1978) transplantaram retalhos de pericardio suino preservado em glutaraldeido em caes.
Os pericardios suinos assim tratados, que foram utilizados no fechamento da cavidade
pericardica de oito pacientes, ndo revelaram nenhum problema no periodo de nove meses.
Janusz (1982) implantou proteses heterogénicas suinas em pacientes humanos. A avaliagéo,
por cinco anos seguidos, demonstrou que a bioprotese suina, proporcionou qualidade
excelente de vida a maioria dos pacientes. Constatou também que biopréteses preservadas em
gluteraldeido, foram superiores as proteses mecanicas. Santillan-Doherty et al. (1995)
efetuaram reparacdo de defeitos da parede abdominal de cées, utilizando biopréteses de
pericardio bovino preservado em concentracfes de glutaraldeido que variaram entre 0,5% a
10%. Concluiram que a menor concentracdo conservou sua forca de tensdo/ruptura e que
concentragcfes maiores alteram esta caracteristica. Piza (1997) utilizou concentracGes
crescentes de glutaraldeido em tempos de cinco a 90 minutos e temperaturas entre cinco e
45°C, observando que nos resultados de ensaios mecénicos, com exce¢do da resisténcia a
tracdo, o pericardio bovino apresentou valores aceitaveis para a confeccdo de valvulas
cardiacas. Cunrath (1999) tratou o pericardio bovino com glutaraldeido para reparacdo de

hérnia incisional em caprinos. Concluiu que as biopréteses assim tratadas mostraram-se
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adequadas ao reparo no procedimento cirargico. Matucci et al. (2000) utilizaram pericardio

bovino tratado pelo glutaraldeido no tratamento cirdrgico da incontinéncia urinaria por lesao
do esfincter. Cconcluem que as o “sling” de pericardio bovino com elevadas taxas de erosao e
perda do enxerto, contra-indicam sua utilizag&o.

Solugdes anti-septicas também tém sido reconhecidas como substancias inibidoras de
crescimento bacteriano e/ou fangico na conservacdo de membranas biologicas. Porém, poucos
sdo os trabalhos desenvolvidos com a utilizacdo de tais substancias. Ramsey et al. (1995)
utilizaram diacetato de clorexidina na concentragédo de 0,025% a 4°C na conservagdo da
membrana amniotica eqlina para uso como curativo oclusivo do tratamento de feridas em
cdes. Os resultados satisfatorios. Costa Neto et al. (2000) avaliaram a a¢do antimicrobiana da
solucdo aquosa de iodo-povidona a 0,1% na conservacdo e rehidratacdo do ligamento nucal
bovino, permitindo constatar a acéo anti-séptica desta substancia na conservacao e reidratacao
do ligamento. Os microrganismos foram susceptiveis ao efeito bactericida, exceto a forma
esporulada do Bacillus cereus. Aradjo et al. (2000) experimentaram diferentes técnicas de
conservacao de pericardio bovino para cirurgia recronstrutiva, incluindo-se também o soro
fisiologico acrescido de clorexidina a 0,025% e conservado a 14 e -2°C, soro fisiolégico com
15% de glicerol mantido a -196°C. Os melhores resultados foram registrados no grupo
mantido a 14°C. Mota et al. (2003) preservaram camada de intestino delgado de cdes em
tintura alcodlica de timerosal 1:1.000 e solucdo de polivinilpirrolidona a 50%. Nas analises
morfoldgicas e microbioldgicas, observaram que o poder anti-séptico dessas substancias, ndo
permitiu crescimento de microrganismos. Ressaltam que a camada muscular conservada na
solucdo timerosal apresentou alteracbes (aumento de volume nuclear e caridlise),
provavelmente devido a toxicidade da substancia.

Entre outros procedimentos realizados, a solucéo fisiologica acrescida de antibioticos
tem sido também objeto de estudo para preservacdo de membranas bioldgicas destinadas a
procedimentos cirurgicos. Petropoulus e Kleinhenz (1962) substituiram parcialmente a parede
do esbfago tordcico em cées, implantando dura-mater homdloga a fresco e preservada em
solucdo salina refrigerada contendo penicilina e estreptomicina por um periodo que variou
entre dois a cinco dias. Da mesma forma, Almeida (1996) na reconstrugdo de esofago cervical
de cdes, utilizou solucdo fisiologica a 0,9% a temperatura de 4°C para conservacdo de
pericardio caprino, com 0 mesmo tempo de conservacdo de aproximadamente duas horas apds

a coleta. Quinze minutos antes da sua utilizagdo, as membranas foram removidas do meio de
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conservacdo e colocadas em recipiente estéril, acrescido da solucdo fisiologica a 0,9%

contendo 250 mg de ampicilina benzatinica sodica.

A liofilizagdo também tem sido utilizada como método de conservacdo de membranas
biologicas. Assim, Laun et al. (1990) utilizaram pericardio bovino liofilizado ou duramater
liofilizada no fechamento de dura-méater em pacientes humanos. O estudo apontava a
comparacdo de ambos materiais, em termos de resposta imunogénica; constatando baixa taxa
de complicacdes no pos-operatdrio dos grupos. Consideraram que a membrana ndo mostrou
sinais de resposta humoral celular. Logo, o pericardio bovino liofilizado parece ser uma
alternativa para o reparo cirargico de defeitos da dura-méter. Freud et al. (1993) empregaram
dura-mater liofilizada, na forma de retalho ou tubo, na correcdo cirurgica de defeitos no
esdfago de cdes. O estudo sugere que a dura-mater liofilizada pode ser considerada uma
alternativa para reparar defeitos com pontes esofagicas em cées. Estudos posteriores poderdo
ser efetivos no tratamento de abertura longa, atresia congénita de es6fago e defeitos
adquiridos.

Na utilizacdo de bioproteses, com membranas bioldgicas, outros tecidos tém sido cada vez
mais estudados. Um dos objetivos mais importantes é a utilizagdo como tratamento
alternativo acessivel as diversas camadas sociais. Desta forma, Robson et al. (1973)
utilizaram placentas de seres humanos conservadas a 4° C, por um periodo maximo de trés
semanas sem crescimento de microrganismos. Cerise (1974); Amid et al. (1994) e
Cristoforoni (1996) reportaram que o material ideal deve ser de baixo custo, flexivel, de facil
manipulacdo, resistente. Deve também promover o crescimento do tecido do hospedeiro,
permitir que o tecido cicatricial tenha forca igual ao tecido normal, ser resistente as infeccdes,
ndo causar inflamacdo exacerbada, ndo promover formacdo de aderéncias e fistulas e ainda,
ndo ter suas caracteristicas fisicas alteradas pelos liquidos tissulares. Rao et al. (1980)
utilizaram membrana amnidtica conservada a 4°C em solucéo contendo penicilina cristalina
por seis semanas. Reportaram que em funcdo das condi¢fes higiénicas do meio, os cuidados
na obtencdo da placenta de bovinos devem ser superiores aqueles relativos as humanas.
Salientaram ainda o uso da mesma em funcdo da alta disponibilidade e grande superficie.
Hustson e Azmy (1985) repararam, em humanos, grandes defeitos congénitos da parede
abdominal de recém nascidos utilizando dura-mater humana liofilizada e pericardio bovino,
sem observar diferencas entre ambas. Manifestaram que a dura-mater possui a habilidade de
conservar sua resisténcia a tracdo durante muitos meses enquanto é substituida gradualmente

por fibroblastos do tecido receptor, até a completa incorporacdo. Salientaram a formacao de
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uma lamina cicatricial promovendo a estabilizacdo da parede abdominal e diafragmatica.

Faulk et al., (1980) utilizaram membrana amnidtica no leito de feridas de 55 pacientes.
Depois de cinco dias observaram consideravel formagéo de tecido de granulagdo no leito da
ferida. Sugerem a presenca de fatores angiogénicos na membrana amnidtica humana, como
responsaveis pelo sucesso com o uso desta membrana na prética cirdrgica.

Falcdo (1999) em estudo experimental utilizou pele de rd conservada em glicerol a
15% a temperatura de refrigeracdo de -4°C como curativo biologico oclusivo, em feridas
cuténeas produzidas em cdes. Observou intensa reacdo inflamatoria local. Rodaski et al.
(2000) utilizaram fascia-lata autéloga em mioplastia experimental do esfincter anal externo
em cdes. Reportaram que as caracteristicas de elasticidade e resisténcia deste tecido de baixa
antigenicidade permitiram a realizacdo do procedimento cirargico sem complicacdes.

Novos procedimentos tém sido objetos de estudo para a conservacdo de membranas
bioldgicas destinadas a procedimentos cirdrgicos. Chirife et al. (1982) utilizaram agucar como
meio de conservacdo de tecidos. Afirmam que o agucar atua criando um ambiente de baixa
atividade de agua, inibindo o crescimento bacteriano. No mesmo ano empregaram solucéo
hipersaturada de sal e verificaram que a agdo antibacteriana e antifingica desta solucdo, esta
centralizada na diminuicdo da atividade de agua. Contudo, ndo descartam a possibilidade de
que o iodo presente no sal comercial, possa neste sentido. Postmes (1993) reporta que o mel
pode trazer contaminacdo por residuos de pesticidas e farmacos como a tetraciclina, utilizados
no tratamento de doencas de abelhas. Tais condi¢cOes estdo ausentes quando se utilizam
solucBes hipersaturadas de aglcar ou sal como meio de conservacdo de membranas
bioldgicas. Subrahmanyam (1993) realizou estudos com 0 mel ndo processado como meio de
conservacao de pele em enxertos de pacientes humanos em periodos de armazenamento
minimo de duas semanas. As peles implantadas no tratamento de queimaduras e Ulceras, ndo
demonstraram sinais de autélise ou alterag@es histoldgicas. Paulo (1997) utilizou membrana
amnidtica equina preservada em &cido ascético glacial a 0,25% no tratamento de feridas
cutaneas em caes. Amendola et al. (2000) procederam a terapéutica cirurgica de defeitos
parciais na traquéia de coelhos com centro frénico canino conservado em mel. Observaram
epitelizacdo completa sobre o tecido implantado. Gongalves (2000) realizou ceratoplastia
lamelar bilateral em cées com corneas homogéneas mantidas em solucdo hipersaturada de
acucar ou em glicerina. As avaliacdes histopatoldgicas revelaram processo inflamatdrio inicial
com neovascularizacdo abundante e repitelizacdo completa, seguido de proliferacdo de
colageno com acantose e involucgdo vascular, sem sinais de rejeicdo. Mazzanti (2000) realizou
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reparacdes de extensos defeitos diafragmaticos em cédes, com musculo diafragma homologo

conservado em solucdo de acgucar. Observou auséncia de infeccdo bacteriana ou rejeicéo.
Mazzanti et al. (2001) procederam a reparacdo do diafragma de cdes com segmento muscular
homdlogo ortotopico, conservado em solucdo supersaturada de acucar a 300% mantida a
temperatura ambiente. Apesar de ndo realizar estudos bacterioldgicos e imunoquimicos da
solucéo conservante do tecido, ndo foram detectados sinais de infeccdo ou rejeicdo. Brun et al.
(2002) utilizaram solucdo hipersaturada de sal na conservacao de pericardio canino utilizado
na reparacdo do musculo reto abdominal de ratos Wistar. As membranas, mantidas no meio
por um periodo minimo de 90 dias, foram avaliadas bacteriologicamente demosntrtando
resultado negativo para bactérias e fungos. Concluem que o meio mostrou-se adequado na
conservacdo de pericardio canino. Mota et al. (2003) também utilizaram solucédo
supersaturada de acUcar na concentragdo a 300%, desta feita, contendo cefazolina sddica a
0,5%, na preservacdo da camada muscular do intestino delgado de cdes. N&o foi observado
crescimento de microrganismos. Panizzutti (1994) indica a necessidade de uso de antibioticos
no meio de cultura de células em que a escolha deve considerar diversos aspectos como:
espectro de acdo, custo, tempo de estabilidade nos meios, pH, temperatura de estocagem e
cultivo, baixa toxicidade para as células. Reporta a penicilina G potassica como a mais
utilizada em cultivos celulares, por ser um agente antimicrobiano néo téxico para as células e
efetivo para o controle de bactérias gram-positivas e gram-negativas. Recomenda a
preparacdo de uma solucgédo de estoque e adicionar de 100 a 200 Unidades de penicilina por
mililitro de meio. Caso fagca a opcdo de se utilizar o sulfato de estreptomicina, deve-se
acrescentar ao meio 0,1 a 0,2 mg/ml e para anfotericina B, 0,25 mg/ml no meio. Na producéo
de células € mais recomendado trabalhar com menores concentragdes, pois ocorre menor
producdo de &cidos penicilinico e penicilindico, com menor toxicidade para as células. As
solugdes de estoque devem ser conservadas a -20°C.

Os agentes antimicrobianos costumam ser classificados de acordo com seus efeitos
sobre 0s microrganismos como agentes inibidores ou destruidores (letal), agindo na sintese da
parede celular bacteriana (penicilinas). Outros antimicrobianos (aminoglicosideos) atuam na
sintese protéica, podendo afetar a funcdo das subunidades ribossémicas e causar inibicdo
reversivel da sintese de proteinas (Andrade et al. 2002; Chambers, 2003). Ha os que afetam a
manutencdo da integridade da membrana celular, alterando sua permeabilidade e ocasionando
extravasamento de compostos intracelulares, ao ligar-se a esterdides da parede celular. E o
caso da anfotericina B (Farias e Giuffrida, 2002; Bennett, 2003).
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O presente trabalho teve como objetivo revisar a bibliografia consultada, com a

finalidade de determinar a concentracdo inibitoria dos antibiéticos benzilpenicilina, sulfato de
estreptomicina e anfotericina B no novo meio ERS®-04-09-11-16-21. Pesquisou-se a
capacidade de conservacdo da MPB dentro dos padrdes histomorfoldgicos, inocuidade e
preservacdo de qualidades biomecénicas que permitam sua utilizacdo em procedimentos
cirargicos.
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4 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO MINIMA INIBITORIA DOS

ANTIBIOTICOS BENZILPENICILINICO,
AMINOGLUCOSIDIO E POLIENICO EM UM NOVO MEIO DE
CONSERVACAO DA MEMBRANA PERICARDICA BOVINA

DETERMINATION OF MINIMUM INHIBITION CONCENTRATION OF
THE ANTIBIOTICS BENZILPENICILINIC, AMINOGLUCOSIDE AND
POLIENIC IN A NEW MEANS OF CONSERVATION OF BOVINE
PERICARDIAL MEMBRANE

RODRIGUEZ-SALAS, E*, COELHO, M. C. 0.C? PORTO, A. L. F3 SILVA JUNIOR. V?,

RESUMO: Avaliou-se um novo meio de conservacdo da membrana pericardica bovina
(MPB) constituido de: &gua, eletrolitos, fonte de carboidrato e antibidticos. Foram coletadas
em matadouro, dez MPBs e destas foram coletadas amostras de swab para identificacdo da
flora microbiana contaminante. Apds a limpeza, as membranas foram pesadas, obtendo-se um
peso médio de 21g. Todo o material foi transportado em caixas de isopor com gelo. Para
determinar a concentracdo do antibidtico benzilpenicilina, foi considerado sua dosagem
terapéutica e o peso das MPBs. Para o aminoglucosideo e poliénico, adaptou-se protocolo
utilizado em culturas celulares. Os antibioticos foram diluidos em &gua destilada, (solucdo de
estoque), de modo a obter concentragdes de 313 mg/ml, para benzilpenicilina, 100 mg/ml para
0 aminoglucosideo e 5mg/ml para o poliénico. Ap6s comprovagédo da inocuidade do meio, as
MPBs foram imersas em recipientes de vidro contendo 62,5 ml do meio ERS®-04-09-11-16-
21 e mantidas sob refrigeracdo a 12 °C+ 2 °C. AvaliacGes microbioldgicas do meio contendo
as MPBs foram realizadas aos 15, 30, 45, 60, 75 e 90 dias. As concentragdes de 2 mg/ml para
benzilpenicilina, 0,035 mg/ml para o aminoglucosideo e 0,030 mg/ml para o poliénico foram
capazes de manter as MPBs isentas de microrganismos por um periodo de 90 dias.
PALAVRAS CHAVES: Membrana bioldgica, conservacao, antibioticos.

I*professor Adjunto - UFAC — Doutorando - Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE), Programa
de Pos-graduagdo em Ciéncia Veterinaria, Recife — ernestorsa@yahoo.com.br

2 professora Adjunta, Orientadora, Departamento de Medicina Veterinaria, UFRPE.

3 Professores Adjuntos, Co-Orientadores, Departamento de Morfologia e Farmacologia Animal, UFRPE.
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ABSTRACT: A new means of conservation of the Bovine Pericardial Membrane (BPM),

constituted by water, electrolytes, source of carbon and antibiotics. Ten BPMs were collected
from slaughterhouse, along with their respective “swab” samples, for identification of
contaminant microbial flora. After cleanness membranes were weighed and reached an
average weight of 21g. All material was transported in plastic boxes with ice. In order to
determine the concentration of the benzilpenicilin antibiotics, the BPMs therapeutic dosage
and weight were considered; for aminoglucoside and polienic, protocol used in cell cultures
was adopted. The antibiotics were diluted in distilled water (stock solution), in order to obtain
concentrations of 313mg/ml, for benzilpenicilin, and 5mg/ml for aminoglucoside and
polienic, and added to the environment in study. Its harmlessness was confirmed through
bacteriological routine. After corroboration of environment inocuity, the BPMs were
immersed in glass recipients, containing 62,5 ml of the environment ERS®-04-09-11-16-21
and maintained under refrigeration of 12 °C+ 2 °C. Microbacteriological evaluations of the
environment containing the BPMs took place on the 15" 30™, 45" 60" 75" 90™ days.
Concentrations of 2mg/ml for benzilpenicilin and 0,035 mg/ml for aminoglucoside and
polienic, respectively, were capable of maintaining BMPs exempt from microorganisms for a

period of 90 days.

KEY-WORDS: Biological Membrane, conservation, antibiotics.
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4.1 INTRODUCAO

Membranas biologicas vém sendo utilizadas h& varios anos para a fabricagdo de
valvulas cardiacas e em diversos procedimentos cirurgicos; porém somente a partir dos anos
60, as pesquisas foram intensificadas. Entre as membranas bioldgicas mais utilizadas citam-
se: duramater, pericardio, peritdnio, pleura e membrana amniotica. A de maior uso tem sido a
membrana pericardica, isto pela disponibilidade e por possuir baixa antigenicidade.

O epicéardio ou pericardio € constituido de duas camadas: uma fibrosa interna e uma
serosa externa, chamada de pericardio visceral (Neves et al., 1997), fibra colagena tipo | e
glicoproteinas (Gartner e Hiatt, 2002).

Véarios meios de conservacdo tem sido objeto de estudo para a preservagdo de
membranas e tecidos bioldgicos. Entre os meios mais utilizados para conservagdo e
preservacao de tecidos e membranas bioldgicas, citam-se: a glicerina, por suas propriedades
antisséptica, fixadora e desidratante de atuacao rapida, amplo espectro de acdo, excetuando-se
as formas bacterianas esporuladas, e baixo custo (Alvarenga, 1992; Menezes et al., 2002). A
glicerina a 98% tem sido utilizada com maior frequiéncia como meio conservador (Stopiglia et
al., 1986; Alvarenga, 1992; Bellenzani et al., 1998; Peixoto et al., 1999; Raiser et al., 2001;
Aceto et al., 2002; Brun et al., 2002; Menezes et. al, 2002; Safatle et al., 2002; Mota et al.,
2003; Rappeti et al., 2003). Embora com tais caracteristicas, Raiser et al. (2001) utilizaram
este meio, garantindo a antissepsia com solucdo de polivinilpirrolidona; o formaldeido
(Zerbini, 1967); o glutaraldeido (Gallo et al., 1978; Cunrath, 1999); solucdo supersaturada de
acucar (Goncalves, 2000; Mazzanti et al., 2001; Mota et al., 2003); mel ndo processado
(Subrahmanyan, 1993; Amendola, 2001); soro fisioldgico acrescido de clorexidina a 0,025%
v/v (Aradjo et al. 2000); solucédo fisiologica refrigerada (Mota et al., 2003); solugdo iodo-
povidona a 0,1 e 0,2% v/v (Costa-Neto et al., 2000); solucdo salina refrigerada contendo
penicilina e estreptomicina (Petropoulus e Kleintz, 1962); solucdo hipersaturada de sal (Brun
et al., 2002); polivinilpirrolidona, solucdo alcodlica de tintura de tiomersal, solucédo
fisiolégica a 0,9% contendo cefazolina sddica a 0,5% (Mota et al., 2003).

O objetivo deste trabalho foi determinar a concentracdo dos antibidticos
benzilpenicilina, sulfato de estreptomicina e anfotericina B no meio de conservacdo ERS®-
04-09-11-16-21, que contem em sua composi¢do: agua, carboidrato, eletrolitos e antibidticos,
sendo capaz de proporcionar as MPBs, nutrientes, inocuidade, manutencdo das caracteristicas
macroscopicas, histopatoldgicas e biomecanicas, e sob refrigeracdo, permite sua conservacéo

por um periodo de 90 dias.
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4.2 MATERIAL E METODOS

Foram coletadas dez MPBs de bovinos machos da raca Nelore com idade aproximada
de 48 meses e com peso médio de carcaca de 450 Kg, abatidos no matadouro de Séo
Lourenco da Mata, no Estado de Pernambuco-Brasil.

Apds a assepsia do material necessario, foi aberta a cavidade toracica, para a remoc¢éo
do tecido adiposo, em sala contigua a sala de abate. As MPBs foram transportadas do
matadouro, até o Laboratério de Implantes Biol6gicos (LIB) do Hospital Veterinario do
Departamento de Medicina Veterindria da Universidade Federal Rural de Pernambuco
(UFRPE), em caixas de isopor, contendo gelo. Foram delimitadas com placa de vidro
esterilizadas de 20 cm x 30 cm e pesadas em balanca eletronica com registro de peso méedio
de 21,0 g. O tempo gasto no transporte até o LIB foi de aproximadamente 35 minutos.

O meio para conservacao das MPBs teve sua esterilizagdo comprovada através de sua
inoculacdo em tubos contendo caldo de BHI e semeadura em placas de Petri contendo os
meios Agar sangue e Sabouraud. Este procedimento precedeu a coleta das MPBs.

Foram coletadas 14 MPBs. Destas, sete foram selecionadas aleatoriamente, e coletadas
amostras com swab, para identificar a flora microbiana presente. Apos a retirada do tecido
adiposo e lavagem com agua corrente, as MPBs foram imersas em solucdo de transporte
contendo 4gua destilada, e Clorexidina® a 0,05% vlv, e trazidas sob refrigeracio até o LIB.
Al, foi entdo retirado o restante de tecido adiposo, detritos e seccionadas com placas de vidro
esterilizadas de 6,5 cm x 10 cm; receberam trés lavagens sucessivas em cubas de inox
devidamente esterilizadas, por trés tempos de 30 minutos cada. A seguir, as MPBs foram
imersas no meio de conservagdo ERS® 04-09-11-16-21 e mantidas sob refrigeragéo a 12 °C +
2 °C. Para cada cm® das MPBs, foi adicionado um mililitro do meio. A membrana in natura,
ndo recebeu nenhum tratamento, apenas sua limpeza. O novo meio de conservagao é
constituido de &gua, sais, os antibiéticos benzilpenicilina®, sulfato de estreptomicina® e
anfotericina B’ e fonte de carboidrato, de maneira a obter uma osmolaridade proxima do
plasma, com pH de 7,0 (tabela 1). Esta registrado no Instituto Nacional da Propriedade
Industrial (INPI), sob o N° P10400935-5.

* Chorohex? — Gluconato de Clorexidina — Jhonson Wax.

> PENICILINA G - potéssica Arison (Benzilpenicilina potéssica) — 5.000.000UI.

¢ ESTREPTOMICINA sulfato 1g. — Fundac&o para o Remédio Popular — FURP, S.P.
" FUNGIZON® Anfotericina B — 50g. — Bristol-Myers Squibb.
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Tabela 1. Composic¢ao do meio liquido ERS® 04-09-11-16-21

Elementos Fracoes
Sal -1 (5xK) mg
Sal -2 30 (52x_K) mg
Sal -3 15 (&Si() mg
Carboidrato 15 (5i<) mg
Agua (g.s.p.) 1002ml

Para a diluicdo dos antibidticos, foram preparadas solucGes de estoque com as
seguintes concentracdes: benzilpenicilina (313 mg/ml), sulfato de estreptomicina (100 mg/ml)
e anfotericina B (5 mg/ml). Os antibitticos foram adicionados ao meio de conservacdo das
MPBs em concentragdes que variaram de 0,3 a 2 mg/ml, para benzilpenicilina e 0,005 a 0,035
mg/ml, para o sulfato de estreptomicina e anfotericina B respectivamente. No calculo da dose
de benzilpenicilina, foi usada a dose terapéutica indicada por Andrade (2002), considerando-
se 0 peso da MPB. Para o sulfato de estreptomicina e anfotericina B, foram usadas as
dosagens indicadas por Panizzutti (1994) para cultura de células. Trabalhos preliminares
foram realizados para a formulacdo das concentragcGes inibitdrias minimas destes
antimicrobianos. No primeiro ensaio, as concentracGes dos antimicrobianos foram definidas
agrupando-se os antibioticos aos pares, com concentra¢des crescentes conforme demonstrado
na tabela 2. Testes microbioldgicos foram realizados para comprovar a esterilizacdo do meio
ERS® 04-09-11-16-21, semeando-os em tubos de ensaio contendo caldo Infuso Cérebro
Coracdo (BHI)® e em placas de Petri contendo os meios: Agar sangue e Sabouraud
Dextrosado®. Os tubos e as placas contendo o meio de Agar Sangue foram incubados em
estufa bacteriolégica do Laboratério de Imunopatologia Keison Assami (LIKA) da
Universidade Federal de Pernambuco por 24 h a 37 °C, para verificar crescimento bacteriano.
As placas contendo Agar Sabouraud foram mantidas a temperatura de + 28 °C por periodo de
15 dias para verificacdo de crescimento fungos. As avaliacdes microbioldgicas nos tempos: T-
15 (aos 15 dias da coleta), T-30 (aos trinta dias da coleta), T-45 (aos 45 dias da coleta), T-60
(aos sessenta dias da coleta), T-75 (aos setenta e cinco da coleta) e T-90 (aos 90 dias da

coleta), foram realizadas no Laboratério de Bacteriologia do Departamento de Medicina

®Infuso Cérebro Coragéo (BHI) — BIOBRAS.
°Agar Sabouraud Dextrosado — BIOBRAS.
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Veterindria da Universidade Federal Rural de Pernambuco, atendendo-se a metodologia

descrita por Koneman et al. (2001). As avalia¢@es fangicas foram realizadas no Laboratério e
Micologia da Universidade Federal de Pernambuco, atendo-se também aos procedimentos
indicados por Koneman et al. (2001).

Para a comprovacao da eficacia do novo meio de conservacdao, de 14 MPBs com
dimensdo de 65 cm? foram selecionadas sete, tratadas como anteriormente descrito,
colocadas individualmente em frascos de vidro contendo 65 ml do meio (tabela 2) e foram
mantidas sob refrigeragéo a 12 °C + 2 °C nos tempos do estudo. Como controle, foi utilizado
solucdo de cloreto de sodio 0,9%' sem antibidticos. Ao final de cada tempo, foram

realizadas as avaliagdes microbioldgicas.

Tabela 2. Agrupamento de concentra¢des dos antimicrobianos no meio ERS®-04-09-11-16-21

Grupo 1 Grupo 2
Frascos Antibioticos Concentragdes Antibitticos Concentragdes
C-1 Benzilpenicilina 0,3mg/ml S. Estreptomicina 0,005 mg/ml
Anfotericina B 0,005 mg/ml  Anfotericina B 0,005 mg/mi
C-2 Benzilpenicilina 0,6 mg/ml S. Estreptomicina 0,010 mg/ml
Anfotericina B 0,010 mg/ml  Anfotericina B 0,010 mg/mi
C-3  Benzilpenicilina 0,9 mg/ml S. Estreptomicina 0,015 mg/ml
Anfotericina B 0,015 mg/ml  Anfotericina B 0,015 mg/mi
C-4  Benzilpenicilina 0,9 mg/ml S. Estreptomicina 0,020 mg/ml
Anfotericina B 0,015 mg/ml  Anfotericina B 0,020 mg/mi
C-5 Benzilpenicilina 0,9 mg/ml S. Estreptpmicina 0,025 mg/ml
Anfotericina B 0,015 mg/ml  Anfotericina B 0,025 mg/mi
C-6 Benzilpenicilina 0,9 mg/ml S. Estreptomicina 0,030 mg/ml
Anfotericina B 0,015 mg/ml  Anfotericina B 0,030 mg/mi
C-7 Benzilpenicilina 0,9 mg/ml S. Estreptomicina 0,035 mg/ml
Anfotericina B 0,015 mg/ml  Anfotericina B 0,035 mg/mi

Apobs a avaliagdo das concentracBes de antimicrobianos no meio de conservagdo
proposto, com provavel auséncia de sinergismo entre as drogas estudadas, um segundo ensaio
foi realizado, agrupando-se todos os antibidticos com as mesmas concentracfes anteriormente
utilizadas, de forma a determinar a concentracdo inibitéria minima, procurando-se o
sinergismo desejado, capazes de causar morte da flora contaminante e inibir o crescimento de

bactérias e fungos (tabela 3).

OCloreto de Sodio 0,9% HalexIstar, Goiania-GO.
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Tabela 3. Concentracdo das diferentes associagcdes de antimicrobianos no meio ERS®-04-09-

11-16-21
Frascos Antibidticos Concentracdes
Benzilpenicilina 0,3 mg/mi
C-1 Sulfato de Estreptomicina 0,005 mg/mi
Anfotericina B 0,005 mg/mi
Benzilpenicilina 0,6 mg/ml
C-2 Sulfato de Estreptomicina 0,010 mg/mi
Anfotericina B 0,010 mg/mi
Benzilpenicilina 0,9 mg/mi
C-3 Sulfato de Estreptomicina 0,015 mg/mi
Anfotericina B 0,015 mg/mi
Benzilpenicilina 1,2 mg/mi
C-4 Sulfato de Estreptomicina 0,020 mg/mi
Anfotericina B 0,020 mg/mi
Benzilpenicilina 1,4 mg/mi
C-5 Sulfato de Estreptomicina 0,025 mg/mi
Anfotericina B 0,025 mg/mi
Benzilpenicilina 1,7 mg/ml
C-6 Sulfato de Estreptomicina 0,030 mg/mi
Anfotericina B 0,030 mg/ml
Benzilpenicilina 2 mg//ml
C-7 Sulfato de Estreptomicina 0,035 mg/mi

Anfotericina B

0,035 mg/mi
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4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

As membranas bioldgicas, bem como outros tecidos, necessitam de meios de
conservagdo que mantenham suas qualidades histomorfol6gicas, biomecénicas e inocuidade, a
fim de garantir o sucesso em sua utilizacdo nos procedimentos cirdrgicos.

O célculo da concentracdo de antibioticos no meio é um procedimento que exige
cuidados rigorosos, para garantir as estruturas biolégicas sua inocuidade, preservando suas
caracteristicas originais. 1sso s6 sera alcancado, se utilizarmos dosagens adequadas de
antimicrobianos e/ou substancia bactericida no meio. Esta € a base para a eleicdo de
determinado farmaco para um meio de conservacao, transporte de tecidos e/ou membranas e
cultivos celulares.

Os exames microbioldgicos dos swabs revelaram bacilos Gram negativos e Gram
positivos e os fungos Curvularia spp. e Aspergiluus spp. A mesma morfologia foi encontrada
na membrana conservada em solucdo salina a 0,9%.

Para a dosagem da benzilpenicilina utilizada no meio liquido ERS®-04-09-11-16,
para conservacdo de MPBs, foram observadas as recomendacOes de Panizzutti (1994) que
sdo indicadas para cultura de células, na dose de 62,69 mg/ml (solugdo de estoque).
Atendendo-se ao peso das MPBs, com a primeira formulagdo do meio em estudo (tabela-2)
foi observada morfologia semelhante a encontrada nas amostras de swab. Dos
microrganismos identificados, para as bactérias Gram positivas registrou-se um percentual de
(33,3%), para as Gram negativas (16,7%) e para os fungos Aspergillus spp. e Curvularia
(41,7%) respectivamente. Tais resultados sugerem auséncia de sinergismos dos
antimicrobianos no primeiro ensaio.

Em experimentos preliminares realizados, onde os antibi6ticos foram testados
separadamente, com o objetivo de diminuir a alta concentragéo de benzilpenicilina no meio
ERS®-04-09-11-16, foram utilizadas baixas dosagens de benzilpenicilina, tendo em vista que
com menores concentragdes, os produtos de degradagéo (acido penicilinico e penicildico) sdo
produzidos em menores quantidades, com menor efeito toxico para as células (Panizzultti,
1994).

Outra razdo para diminuir a concentracao da benzilpenicilina, é que o meio ERS®-04-
09-11-16, € menos rico em sua composicao, quando comparado com os meios utilizados em
culturas celulares. Assim, as concentracdes foram fracionadas até alcancar aquela que tivesse
capacidade de causar a inibicdo/morte dos microrganismos contaminantes das MPBs. Com 0s

resultados obtidos nos ensaios preliminares, em que foi identificada a mesma morfologia
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bacteriana e fungica presente nos swabs, nova formulacdo foi realizada, reduzindo-se a

dosagem de benzilpenicilina. Nesta nova formulacéo, os antibiéticos foram agrupados (tabela-
4), utilizando-se concentragcOes que variaram de (0,3mg/ml a 2 mg/ml) para a benzilpenicilina,
(0,005mg/ml a 0,035mg/ml) para o sulfato de estreptomicina e para anfotericina B (0,005 a
0,030mg/ml). Os resultados dos testes microbioldgicos de acordo com a nova formulagéo
estdo apresentados nas figuras 1, 2, 3 e 4 e tabela 4. Pode-se observar que com a nova
formulacdo, as concentraces de 2 mg/ml para a benzilpenicilina e 0,035 mg/ml para o sulfato
de estreptomicina e 0,030 mg/ml para anfotericina B, foram capazes de causar a morte dos
contaminantes e impedir o crescimento bacteriano e fangico por um periodo de 90 diasPara
comprovar a auséncia de crescimento bacteriano e fungico, foram realizados repiques em
caldo BHI e em placas de Petri, contendo os meios Agar sangue e Sabourad. Tais resultados
gue comprovam a auséncia de crescimento bacteriano e fangico, foram realizados através de
repique em caldo de BHI e em placas de Petri contendo os meios de Agar Sangue e

Sabouraud, constatados na concentracdo C-7.
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Figura-1. Resultados das inoculagfes em
caldo BHI dos frascos contendo as MPBs
conservadas no meio ERS® -04-09-11-16-
21 atendendo o0s tempos da pesquisa.
Observar transparéncia do meio.
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Figura-3. Resultado das semeaduras dos
frascos contendo as MPBs conservadas
no meio ERS®-04-09-11-16-21 em
placas de Petri contendo o meio Agar
Sabouraud. Observar auséncia de
crescimento de fungos.
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Figura-2. Resultados da inoculacéo
em placas de Petri contendo o meio
Agar Sangue. Observar auséncia de
crescimento bacteriano.

Figura-4. Observar transparéncia do
meio ERS®-04-09-11-16-21 e as
caracteristicas macroscopicas das
MPBs nos tempos do estudo.
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Tabela-4. Resultados de testes microbioldgicos de acordo com as concentracdes de
antimicrobianos.

Frascos Antibioticos Concentracdes Microrganismos

Benzilpenicilina 0,3 mg/ml Aspergillus spp

C-1  Sulfato de Estreptomicina 0,005 mg/ml Curvularia spp.
Anfotericina B 0,005 mg/ml Bacilos Gram negativos
Benzilpenicilina 0,6 mg/mi Aspergillus spp

C-2  Sulfato de Estreptomicina 0,010 mg/mi Curvularia spp.
Anfotericina B 0,010 mg/ml Bacilos Gram negativos
Benzilpenicilina 0,9 mg/mi Aspergillus spp

C-3  Sulfato de Estreptomicina 0,015 mg/ml Curvularia spp.
Anfotericina B 0,015 mg/ml Bacilos Gram positivos
Benzilpenicilina 1,2 mg/mi Aspergillus spp

C-4  Sulfato de Estreptomicina 0,020 mg/ml Curvularia spp.
Anfotericina B 0,020 mg/ml Bacilos Gram positivos
Benzilpenicilina 1,4 mg/mi Aspergillus spp

C-5  Sulfato de Estreptomicina 0,025 mg/ml Curvularia spp.
Anfotericina B 0,025 mg/ml Bacilos Gram positivos
Benzilpenicilina 1,7 mg/mi

C-6  Sulfato de Estreptomicina 0,030 mg/ml Bacilos Gram positivos
Anfotericina B 0,030 mg/ml
Benzilpenicilina 2 mg/ml

C-7  Sulfato de Estreptomicina 0,035 mg/mi
Anfotericina B 0,035 mg/ml Negativo

Os resultados indicados na tabela-4 estdo de acordo com Aradjo et al. (2000),

também descritos por Peixoto et al. (1999). O comportamento evidenciado em todas as
concentracOes utilizadas, conforme analises microbioldgicas, indicam resultados idénticos a
morfologia das MPBs in natura (swab) e aos do grupo controle.

Os resultados apresentados na figura 5 sugerem sinergismo entre 0s antimicrobianos
utilizados na formulacédo apresentada na tabela-4.

Um dos métodos utilizados para avaliar combinacgdes de farmacos, consiste na curva
de tempo-destruicdo, que avalia as atividades bactericidas e fungicidas, procedendo-se a
repiques quantitativos no decorrer do tempo para determinar o ndmero de bactérias
remanescentes. Quando os farmacos sdo testados para uma variedade de concentracdes
proporcionais, o0 sinergismo é demonstrado por uma curva céncava, efeito aditivo ou por uma
reta conforme Chambers (2003). Tal mecanismo observado no presente experimento, esta

representado pela interseccdo das linhas, apontada pela estrela na figura 5.
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Diante da auséncia de trabalhos que contemplem a formulacdo de meios de

conservacao de MBs que contenham antibioticos, os resultados obtidos no presente trabalho,

constituem um ponto de partida para orientar novas pesquisas com tais propositos.

Figura 5 Efeito sinérgico das concentracdes de antimicrobianos no meio ERS®-04-09-11-16-21

¢ 0,3
0 Cl 0,005 BGN
0,005 A, C
N 0,6
C2 0,010 BGN
C 0,010 A, C
0,9 BGP
E c3 0015
N 0,015 A, C
1,2 BGP
T C4 0,020
0,020 AC
R 1.4 BGP
C5 0,025
A 0,025 A.C.
1,7 BGP
¢ c6 0,030
& 0,030
2,0
E C7 0,035 N
0,035
S Dias
B Penicilina B Estreptomicina B Anfotericina B
Sinergismo.
Legenda:

AC: Aspergillus spp; Curvularia spp.
BGN: Bacilos Gram negativos.
BGP: Bacilos Gram positivos.

A glicerina tem sido utilizada como meio de conservacdo de Membranas Bioldgicas

(MBs) por sua propriedade fixadora e desidratacdo de acdo rapida (Alvarenga, 1992;

Meneses, 2002). Quando utilizada como meio de conservacao de MBs, sugere-se um periodo

de conservacdo minimo de 30 dias antes de sua utilizacdo e recomendam-se exames

bacterioldgicos periodicos para deteccdo de contaminantes (Alvarenga, 1992). Daleck (1992;
Almeida, 1997; Oliveira e Alvarenga, 1998; Pigatto, 1998 e Rapetti, 2003, protocolaram a
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imersdo das MPBs em solucéo fisiologica e tratamento com antibioticos por periodos que

variaram de 10 a 20 minutos, antes de sua utilizacdo em procedimentos cirurgicos.

O meio ERS®-04-09-11-16-21, devido a suas caracteristicas fisico-quimicas,
mantém as MPBs hidratadas, suas caracteristicas organolépticas e de inocuidade, preservando
também suas caracteristicas histomorfologicas e biomecénicas. Por ndo necessitar dos
tratamentos indicados pelos autores referenciados acima, uma vez que se apresenta hidratada
e indcua, reduz os possiveis riscos de contaminacdo com tais procedimentos. Além do mais,
com a utilizacdo do meio proposto, a conservacdo das MPBs livres de contaminantes, &

garantida por um periodo de tempo de 90 dias.
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4.4 CONCLUSAO

v" O meio ERS®-04-09-11-16-21, foi capaz de manter as MPBs livres de contaminantes,

preservar suas caracteristicas histomorfométricas e biomecéanicas por um periodo de
90 dias.
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5 AVALIACAO HISTOMORFOLOGICA E MORFOMETRICA DA
MEMBRANA PERICARDICA BOVINA (MPB) CONSERVADA NO
MEIO ERS®-04-09-11-16-21 DESTINADA A CIRURGIAS
REPARADORAS.

HISTOMORPHOLOGICAL AND MORPHOMETRICAL EVALUATION OF
BOVINE PERICARDIAL MEMBRANE (BPM) CONSERVED IN THE
ENVIRONMENT ERS®-04-09-11-16-21 FOR THE PURPOSE OF REPARATION
SURGERIES.

RODRIGUEZ-SALAS, E!% COELHO, M. C. O.C*: SILVA JUNIOR. V. A% PORTO, A. L.
FB: PEIXOTO, C. A

RESUMO: Foi realizada avaliacdo histologica e morfoldgica de quatro Membranas
Pericardicas Bovinas (MPBs), as quais foram transportadas sob refrigeracdo, sendo uma in
natura e trés em solucdo de Clorexidina a 0,05% v/v em diferentes tempos que constituiam os
tratamentos, a saber: T-0 (in natura, apos processamento), T-30 (aos 30 dias), T-60 (60 dias)

e T-90 (90 dias). Para os tempos T-30, T-60 e T-90 as MPBs foram conservadas em meio
ERS®-04-09-11-16-21. Fragmentos das MPBs foram processados rotineiramente para

observagdo em microscopia optica e eletrénica. Os resultados histopatoldgicos evidenciaram
manutencdo da estrutura das MPBs, apesar de um maior espagcamento entre as fibras
colagenas. Os fibroblastos apresentaram vacuolizacdo e necrose em todos 0s tempos,
confirmado pela microscopia Optica e eletronica. Morfométricamente constatou-se aumento

de espessura, tamanho e peso das MPBs nos diversos tempos em relacdo ao estado in natura.
De acordo com os resultados, conclui-se que o meio ERS®-04-09-11-16-21 pode ser

utilizado como meio de conservacdo da membrana pericardica bovina por um periodo de até
90 dias.

PALAVRAS CHAVES: Membrana bioldgica, conservacdo, fibroblasto.
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ABSTRACT: Histological and morphometrical evaluation of four Bovine Pericardial
Membranes (BPMs) was done. BMPs were transported under refrigeration, one “in natura™
and three in Clorexidine solution at 0,05% v/v in different timings, constituting the following
treatments: T-0 (in natura, after processing), T-30 (at 30 days), T-60 (at 60 days) and T-90
(at 90 days). For the timings T-30, T-60 and T-90, BPMs were maintained in the environment

ERS®-04-09-11-16-21. Fragments of BPMs were processed in a routine way for observation

in optic and electronic microscopy. The histopathology results brought to evidence
maintenance of the BPMs” structure, regardless of a major space between collagen fibers. The
fibroblasts presented vacuolization and necrosis at all timings, confirmed by optic and
electronic microscopy. An enlargement of thickness, size and weight of the BPMs in the
several timings — in relation to “in natura” state — was morphometrically proved. In

accordance to the results, conclusion is ERS®-04-09-11-16-21 environment can be used as a

means of conservation for the bovine pericardial membrane for a period of until 90 days.

KEY-WORDS: Biological Membrane, Conservation, Fibroblast.



58

5.1 INTRODUCAO

Materiais bioldgicos tém sido utilizados em procedimentos cirargicos, tornando-se
mais importantes do que os materiais sintéticos, quando comparados com outros tecidos
destinados a enxerto, pois tém a vantagem de possibilitar a sua incorporagdo ao tecido
receptor (Daleck et al., 1988).

A membrana pericardica consiste em uma camada mesotelial mais interna que repousa
numa fina camada de tecido conjuntivo frouxo, seguida por uma camada resistente e espessa
de feixes colagenos e fibras elasticas que se cruzam em diversos angulos permitindo, assim
como o epicardio, adaptar-se rapidamente as mudancas no tamanho do coracdo (Dellmann e
Eurell, 1999). Esta membrana bioldgica tem sido utilizada com maior freqtiéncia do que as
membranas sintéticas, em procedimentos cirdrgicos, por sua facil incorporacdo ao tecido
receptor e por possuirem baixa antigenicidade (Daleck et al., 1988; Cunrath, 1999).

Membranas pericardicas de diferentes espécies tém sido utilizadas na confeccdo de
valvulas cardiacas devido a sua alta resisténcia e facil aquisicdo (lonescu et al., 1974; Moraes
et al., 1976; Schlichter e Kreutzer, 1985; Alvarenga, 1992), no reparo da dura-mater (Parizec
et al., 1989), na protecdo de suturas pulmonares (Date et al, 1998) e em procedimentos
cirdrgicos que visem reparar ou substituir segmentos de 6rgdos como em esofago de cées
(Mittelstaed et al., 1986; Daleck, 1988), protecdo de extensas lesbes em membros
locomotores de equinos (Oliveira e Alvarenga, 1998) e em hérnias incisionais (Cunrath,
1999).

Alguns meios sdo reportados como conservadores de membranas biolégicas e tecidos
(Alvarenga, 1992) e sdo citados aqueles a base de glicerina (Daleck et al, 1992; Pinto Jr. et al.,
1995; Almeida, 1996; Paulo, 1997; Sartori Filho et al., 1997; Pigatto et al., 1998; Bellenzani
et al., 1998; Goncalves, 2000; Menezes, 2002), glutaraldeido (Piza 1997; Cunrath, 1999),
solucdes supersaturadas de acucar (Mazzanti 2000) ou sal (Brun et al. 2002), mel
(Subrahmanyan, 1993; Amendola et al 2000; Amendola, 2001) e solu¢des anti-sépticas a base
de timerosal, clorexidina e iodo-povidona (Alvarenga, 1992; Peixoto, 1999; Costa Neto,
2000; Aceto et al., 2002).

Dentre os meios utilizados na conservacdo de membranas e estruturas biologicas, a
glicerina tem sido a mais freqlente, devido ao baixo custo, facil manipulacdo, poder anti-
séptico e permitir seu armazenamento a temperatura ambiente (Alvarega, 1992). Apesar de

ndo ter sido referenciado nenhum inconveniente na utilizagdo desta substancia para
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conservacao de membrana pericardica bovina (MPB), Castillero (1996) relaciona a ocorréncia

de seroma, inflamacao, fistulas e micro-abcessos em cirurgia reparadora de parede abdominal
e a correcdo de extensas hérnias incisionais, em seres humanos, a este meio de conservagéo.
Tais complicagdes, segundo o mesmo, séo decorrentes da utilizagdo de glicerina como meio
de conservacao para o pericardio.

Além da utilizacdo de meios de conservacdo de membranas bioldgicas, meios de
preservacao a base soro fisioldgico e antibidticos tém sido propostos na manutencao de MPBs
(Petropoulus e Kleinz, 1962; Almeida, 1996). Entretanto, o inconveniente da utilizagdo destes
meios € o curto periodo de tempo que estes podem abrigar tais membranas sem produzir
efeitos deletérios a estrutura das mesmas.

Nos organismos Vvivos 0s processos metabdlicos sdo mantidos atraves do aporte de
nutrientes, gases e eletrolitos indispenséveis ao funcionamento celular. Com a supressao desta
condicdo proveniente do sacrificio de animais para consumo das populagdes, as células sdo
privadas de tais condigdes. Desta forma, para preservar as caracteristicas macroscopicas,
biomecanicas e estrutura tecidual das MPBs, por um maior periodo, é necessario dispor de
meios de conservacdo, que possibilitem sua utilizacdo em procedimentos cirdrgicos e
producéo de bioprateses.

Assim, este trabalho teve como objetivo realizar uma avaliacdo histopatologica e
morfométrica das MPBs mantidas sob refrigeracdo, por um periodo de 90 dias, no meio

ERS®-04-09-11-16-21", constituido de agua, sais, fonte de carboidrato e antibidticos.

15 P10400935-5
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5.2 MATERIAL E METODOS

Membranas pericardicas de quatro bovinos da raca Nelore com idade aproximada de
48 meses, machos, com peso médio de carcaca de 450 Kg, foram coletadas no matadouro de
Sao Lourenco da Mata no estado de Pernambuco. Trés membranas foram transportadas em
solucéo resfriada de 4gua destilada contendo Clorexidina'® a 0,05% v/v até o Laboratério de
Implantes Biologicos (LIB) do Hospital Veterinario do Departamento de Medicina
Veterindria da Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE), enquanto que a
membrana in natura ndo recebeu meio de transporte, apenas o resfriamento.

Posteriormente, trés MPBs, exceto aquela transportada sob refrigeragdo, foram
colocadas sobre panos de campos esterilizados para retirada da solucdo de transporte e
lavados com &gua bidestilada. Todas as MPBs foram seccionadas em 10 fragmentos de 2 cm?,
com auxilio de placa de vidro esterilizada. As MPBs que foram transportadas em solucéo de
Clorexidine a 0,05% v/v foram imersas em cubas de inox contendo &gua bidestilada por trés
tempos de 30 minutos, para retirada de vestigios da solucdo de transporte. Em seguida, 0s
fragmentos imersos em vidros esterilizados contendo 65 ml do novo meio ERS®-04-09-11-
16-21 constituido de agua, sais, e antibioticos, com doses que variaram para benzilpenicilia
(0,3mg/ml a 2mg/ml), sulfato de estreptomicina (0,005 a 0,035mg/ml) e anfotericina B
(0,005mg/ml a 0,035mg/ml). As MPBs foram mantidos sob refrigeracdo a 12°C + 2°C para
garantir tempos de 30, 60 e 90 dias. No final de cada tempo foram determinados o volume do
meio, peso e as dimensbes médias dos fragmentos.

A avaliacdo biométrica dos fragmentos foi realizada em quatro tempos: T-0 (in
natura), T-30 (30 dias), T-60 (60 dias) e T-90 (90 dias). Todos os fragmentos foram pesados
em balanca eletrénica com trés casas decimais'’, o tamanho medido com paquimetro
(METER)® e a espessura foi aferida com auxilio de medidor de espessura (Starret®)* com
resolugéo de 0,01mm.

Para avaliacdo histopatologica, foram coletados fragmentos das MPBs nos tempos T-
0, T-30, T-60 e T-90 que foram fixados em solucdo de formalina tamponada a 10% e

processados rotineiramente para inclusdo em parafina. Os cortes histoldgicos foram corados

16 Chorohex? — Gluconato de Clorexidina — Jhonson Wax.
'7 Balanga Eletronica Modelo BG-200, Marca® GEHAKA
'8 paquimetro (METER)

9 Medidor de espessura (Starret®)
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em Hematoxilina e Eosina (HE) e tricromico de Masson e analisados em microscopio optico

(Olympus BX 51)%. A avaliacéo histopatoldgica nos tempos: T-0, T-30, T-60 e T-90 visava
verificar a influéncia do meio ERS®-04-09-11-16-21 sobre os fibroblastos e arranjo das

fibras colagenas das MPBs neste meio conservadas.

Para as avaliacbes em microscopia eletrénica, as amostras foram fixadas por uma hora em
solucédo de glutaraldeido a 3% em tampao fosfato de sodio a 0,1M, com pH 7,2. Depois da
fixacdo, as MPBs foram lavadas duas vezes com uma solucdo de tampéo fosfato de sédio a
0,1M, com pH 7,2 e fixadas em uma solucdo tetroxido de ésmio a 1% em tampdo fosfato de
sodio a 0,1M, pH 7,2, desidratada em acetona e incluida em resina Epson 812%' (Compania
Sigma, St. Louis, MO). A polimerizacdo foi feita a 60°C por dois dias. Cortes ultrafinos foram
colocados em grades de malha de cobre e contra-corados com acetato de uranila e citrato de

chumbo, e examinadas por meio de microscépio eletronico ZEISS 109%,

20 Microscopio Olympus
2! Epson 812 — Compania Sigma, St. Louis, MO
22 ZEISS — Microscépio Eletronico
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5.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

As membranas pericardicas foram avaliadas histopatologicamente nos tempos T-0, T-
30, T-60 e T-90 para verificar a influéncia de meio ERS-04-09-11-16-21 sobre os fibroblastos
e arranjo das fibras colagenas.

No T-0 foi observado arranjo tipico de tecido conjuntivo denso ndo modelado na
membrana pericardica caracterizado pelo alinhamento paralelo entre as fibras e presenca de
fibroblastos orientados no mesmo sentido desta fibra, além de capilares. Apesar dos
fibroblastos apresentarem morfologia tipica em T-0 através da Microscopia Optica (M O), as
fotomicrografias eletronicas (ME) revelam fibroblasto vacuolizados e com organelas

degeneradas (Figura 1a, 1b e 1c).
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Figura 1. Membrana pericérdica bovina (MPB). Figura la. MPB em T-0. Notar
fibras colagenas paralelas (setas curtas), fibroblastos (seta larga) e capilar (C). 1000x.
Fotomicrografia eletrénica da Membrana pericérdica bovina (MPB). MPB em T-0.
Figura 1b. Notar fibras colagenas paralelas (setas curtas) e em cortes transversais
(setas longas) 7.000X. Figura 1c. Observe fibroblasto com inimeros vacutolos (cabeca
de setas) e organelas degeneradas (seta curtas) 12.000X.

As MPBs preservadas durante 30 dias mantiveram o arranjo das fibras colagenas,

porém foi observado discreto espacamento entre estas. Os fibroblastos mantiveram a mesma
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relacdo com as fibras descrita em T-0, contudo, foi observada vacuolizacdo e ndcleo picnético

indicativo de necrose destas células (Figura 2a, 2b e 2c).
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Figura 2. Membrana pericardica bovina (MPB). Figura 2a. MPB em T-30. Fibras
coldgenas espacadas (setas curtas) e fibroblastos associados (seta larga). 1000x.
Fotomicrografia eletrénica da Membrana pericardica bovina (MPB). Figura 2b.
Fibras colagenas com manutencdo arranjo paralelo tipico de tecido conjuntivo frouxo
(setas curtas) 7.000X. Figura 2c. Fibroblastos picnoticos (seta larga) 12.000X.

A ”; s

Ap0s 60 dias de conservacdo das MPBs constatou-se 0 mesmo arranjo descrito para as
fibras coldgenas aos 30 dias. A analise histoldgica e ultraestrutural dos fibroblastos ap6s 60
dias de conservacdo das MPBs, revelaram resultados muito semelhantes aos anteriores, com

excecdo do maior espagamento entre as fibras colagenas (Figura 3a, 3b e 3c).
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Figura 3. Membrana pericardica bovina (MPB). Figura 3a. MPB em T-60.
Observar espagamento (E) entre as fibras colédgenas (Fc) e fibroblastos vacuolizados
associados (seta). 1000x; Figura 3b. Notar fibras colagenas paralelas (setas curtas)
em cortes longitudinais 20.000X. Figura 3c. Observe fibroblasto necrotico (seta
longa) e desarranjo de fibras colagenas em corte transversal (seta curtas) 7.000X.

Aos 90 dias, as MPBs conservadas no meio ERS-04-09-11-16-21® seguiram 0 mesmo padrdo
morfoldgico descrito anteriormente para os tempo T-30 e T-60 (Figura 4a, 4b e 4c).
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Figura 4. Membrana pericardica bovina (MPB). Figura 4a. MPB em T-90. Detalhe de
Fibroblasto vacuolizado (setas) associado as fibras colagenas (Fc). 1.000x. Figura 4b.
Observe espacamento entre as fibras colagenas (setas largas), fibras elasticas (setas
curtas). 4.400x. Figura 4c. Fibroblastos picnoticos (setas largas) 4.400x.

O fibroblasto € uma célula de origem mesenquimal que sintetiza os componentes fibrilares
(colageno e elastina) e ndo-fibrilares (glicoproteinas e proteoglicanos) da matriz celular do
tecido conjuntivo (Moraes e Joazeiro, 2005). Quando em intensa atividade, estas células

apresentam nucleo volumoso e eliptico, cromatina frouxa e um ou mais nucléolos evidentes;
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prolongamentos citoplasmaticos irregulares que se insinuam entre as fibras depositadas

durante a atividade de sintese de matriz extracelular, o que nédo foi observado nas avaliacdes
microscopicas, em funcgdo das alteracfes microscopicas apresentadas pelo fibroblasto.

Entre os fatores que induzem perdas da capacidade proliferativa, funcdo e morte dos
fibroblastos destacam-se 0s ambientais, quimicos e fisicos. A hipdéxia desencadeia
mecanismos que podem levar desde a perda da capacidade proliferativa dos fibroblastos até
morte celular por apoptose ou por necrose. A inibicdo da respiracdo mitocondrial in vitro,
desencadeia na maioria dos fibroblastos, aparecimento de sinais morfoldgicos e bioguimicos
condizentes com apoptose, mimetizando as fazes iniciais de apoptose, seguida de intensa lise
celular, caracteristica de necrose (Moraes e Joazeiro, 2005).

No presente experimento ndo foram encontrados fibroblastos com caracteristicas
morfoldgicas tipicas de células vivas. Apesar do meio ERS®-04-09-11-16-21 estar dentro dos
padrdes de osmolaridade equivalentes ao plasma sangiineo, além de nutrientes que por
ventura manteriam os fibroblastos vivos, é possivel que o tempo de processamento das MBPs
antes de seu acondicionamento no meio tenha provocado a morte dos fibroblastos por hipdxia

0 que justifica os achados em MO e ME.

Os resultados dos volumes do meio ao final de cada tempo sdo apresentados na tabela
1. Nesta, observa-se que houve uma redugéo gradativa no volume do meio ERS®-04-09-11-
16-21 nas proporcdes de cinco mililitros (7,7%) em T-30, 13 mililitros (20%) em T-60 e 14
mililitros (21,5%) em T-90, em relagdo ao volume inicial. E bastante provavel que a redugéo
do volume do meio de conservacdo das MBPs tenha ocorrido devido a incorporacdo de agua
aos componentes da matriz extracelular.

Na matriz extracelular existem elementos ndo fibrilares representados pelas
glicoproteinas estruturais ndo-colagénicas e os proteoglicanos (Alberts et al., 2004). Os
proteoglicanos caracterizam-se pela presenca de proteina central, que além de servir como
molde para a ligacdo dos glicosaminoglicanos (GAGS), permite seu transito intracelular. Esta
proteina central dos proteoglicanos possui dominios especificos que lhe permite interacéo
com diversos acgucares, os glicosaminoglicanos (GAGSs), além de uma gama de arranjos
associados a diversas fungbes no organismo (Alberts et al., 2004; Gomes, 2001). Os GAGs
sdo carboidratos formados por uma estrutura dissacaridica basica, com cadeias lineares de
comprimento varidvel, que apresentam cargas negativas devido & presenca de radicais
carboxilicos e sulfatados. Estes radicais garantem a estas moléculas a capacidade de retencao

de &gua nos tecidos (Gomes, 2001). Portanto, segundo 0s mesmos autores, a alta densidade de
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cargas negativas atrai uma nuvem de cations, que sdao osmoticamente ativos, resultando na

incorporacdo de grandes quantidades de dgua na matriz (Alberts et al. 2004). A temperatura
de manutencdo das MPMs no supracitado meio (12+2°C) parece haver contribuido para
manutencdo da integridade dos glicosaminoglicanos (GAGSs) e proteoglicanas da matriz
celular das MPBs durante todos tempos do estudo.

Tabela 1. Volumes finais, absor¢do e percentual do meio ERS®-04-09-11-16-21 absorvido pelas

MPBs conforme os tempos de estudo.

T-30 (dias) T-60 (dias) T-90 (dias)
Absor-  Percentual Absor-  Percentual Absor-  Percentual
Volume Volume Volume
) cao de volume cdo de volume ) cdo de volume
final (ml) ] final (ml) ) final (ml) )
(ml) absorvido (ml) absorvido (ml)  absorvido
60 5 1,7 52 13 20 51 14 21.5

Os resultados das analises de variancia com regressdo e os valores médios e desvios-
padrdo para as variaveis morfométricas: area, peso e espessura das MPBs sdo apresentados
nas tabelas 2 e 3, respectivamente. Nestas, observa-se que a area e o peso das MPBs
apresentaram aumento linear em relacdo ao tempo com tendéncia quadratica significativa
(P<0,01).

Tabela 2. Resultados das andlises de variancia com regressdo (Quadrados médios - QM,
valores de F, significancia e coeficientes de variagdo - CV) para as variaveis fisicas: area, peso
e espessura das MPBs conservadas no meio ERS®-04-09-11-16-21

Fontes de variagio  GL Area (cm?) Peso (g) Espessura (mm)
oM F QM F oM F

Tempo 3 41433 31,31** 0,0192 1230** 274,0458 2,30
Linear 1 11,9508 90,43** 0,0283 18,11 ** 119,9025 1,01
Quadratico 1 03354 254 0,0292 18,68 ** 702,1125 5,89 *
Cdubico 1 01436 1,09 0,0002 0,11 0,1225 0,00

Residuo 16 0,1322 0,0016 119,2500

CV(%) 11,34 16,78 24,44

* Significativo a 5% de probabilidade
** Significativo a 1% de probabilidade
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Tabela 3. Valores médios + desvios-padrdo para as variaveis fisicas: area, peso e espessura

das MPBs conservadas no meio ERS®-04-09-11-16-21

Tempo (dias)

Variaveis

0 30 60 90
Area (cm?) 200 + 000 310 + 019 357 + 0,27 4,15 + 0,65
Peso (g) 015 + 002 026 + 004 029 + 003 025 + 0,06

Espessura (mm) 35,50 + 0,00 49,40 + 1837 51,80 + 9,71 42,00 + 6,75

Na figura 5 pela equacéo de regressdo obtida, estima-se que esse incremento linear foi
de 0,023047 cm para cada unidade de tempo aumentada. Este resultado indica que os tempos
testados ndo foram suficientes para proporcionar estimativa da area maxima da MPB, fato
este observado em T-90, onde nota-se ainda uma tendéncia de crescimento. Porém deve haver

um ponto para estabilizacao.

50« Y=21674+0,023047X P<0,01
45 R®=99,15%

e
S
©
e
<
1,0 4
0,5 -
0,0 L] v L
0 30 60 90

Tempo (dias)

Figura 5 Efeito do tempo sobre a area das MPBs conservadas no meio ERS®-04-09-11-16-
21

Na figura 6 observa-se que o peso da MPB em funcdo do tempo apresentou tendéncia
quadratica significativa (P<0,01), atingindo valor maximo estimado de 0,291g no tempo
Otimo aos 58 dias, diminuindo sua taxa de crescimento posteriormente. Este comportamento
sugere que em um primeiro momento, ocorreu uma absor¢do dos componentes do meio pela

matriz extra celular da MPB até o seu engurgitamento.
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0,350 9 Y =0,1469 + 0,004941X - 0,00004244X?
R?=99,65% P,.,(58;0,291)

0,300 -
0,250 -

2 0,200 -

Peso

0,150
P <0,01

0,100 -
0,050 -

0,000 v v J
0 30 60 90

Tempo (dias)

Figura 6 Efeito do tempo sobre o peso membranas MPBs conservadas no meio ERS®-04-09-
11-16-21

De modo analogo ao peso, a espessura fisica da membrana pericardica bovina
apresentou comportamento quadratico significativo (P<0,05) em fungdo do tempo, cujo efeito
esta expresso na figura 7. Verifica-se que a espessura aumentou até o tempo estimado de 51
dias, atingindo valor maximo de 52,28 mm, para entdo decrescer com o efeito de maiores
tempos.

70 1 Y=35,4650 + 0,6655X - 0,006583X P <0,05
R?=99,98% P, (51;52,28)
60 -
50 -
40 A

30 1

Espessura (mm)

20 A
10 -

O L] L] L]
0 30 60 90

Tempo (dias)

Figura 7 Efeito do tempo sobre a espessura fisica das MPBs.

De acordo com os resultados expressos na tabela 3 e figuras 5, 6 e 7, foram

constatados aumentos na area, peso e espessura das MBPs conservadas no meio ERS®-04-
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09-11-16-21 ao longo dos tempos estudados. Devido a auséncia de fibroblastos vivos nas

amostras de MBPs, avaliadas microscopicamente, ndo podemos correlacionar os aumentos
descritos anteriormente a atividade sintética de fibroblastos. Por outro lado, a justificativa
mais plausivel para tal fendmeno estaria relacionada a incorporacdo dos componentes do meio
utilizado, as glicosaminoglicanas e peptidioglicanas da matriz extracelular. Esta justificativa
baseia-se na reducao gradativa dos volumes do meio de conservagdo onde estavam contidas as
MPBs e no espacamento observado entre as fibras coldgenas ao longo dos tempos de
avaliacdo. Por outro lado, a justificativa mais plausivel para tal fenémeno estaria relacionada a
incorporacdo dos componentes do meio utilizado, as glicosaminoglicanas e peptidioglicanas
da matriz extracelular. Esta justificativa baseia-se na reducdo gradativa dos volumes do meio
de conservacdo onde estavam contidas as MPBs e no espacamento observado entre as fibras
coldgenas ao longo dos tempos de avaliacdo. Alguns estudos tém demonstrado o crescimento
in vitro de fibras semelhantes as de amildide a partir de protofilamentos de amilina (Stolz et
al., 2000; Goldsbury et al., 2001). Assim, possivelmente 0 aumento da area das MPBs apds
mantidas no meio de conservacao utilizado, poderia ser explicada, pelo menos em parte, pela
formacdo de fibras colagenas a partir da reunido espontanea de protofilamentos presentes nas
MPBs.
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5.4 CONCLUSOES

v" O meio ERS®-04-09-11-16-21 é capaz de preservar o arranjo das fibras colagenas das

MPBs nos tempos estudados ;

v" As MPBs conservadas no meio ERS®-04-09-11-16-21, podem ser utilizadas a partir

do 13° de conservacao, até um periodo de 90 dias;

v' O meio ERS®-04-09-11-16-21 promoveu incremento de area, peso e espessura no

periodo de até 90 dias;

v" O meio ERS®-04-09-11-16-21 esta provido de condi¢es que permitem sua utilizacao

como meio de transporte de MPBs.
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6 AVALIACAO BIOMECANICA DA MEMBRANA PERICARDICA
BOVINA (MPB) CONSERVADA NO MEIO ERS®-04-09-11-16-21.

BIOMECHANICAL EVALUATION OF THE BOVINE PERICARDICAL
MEMBRANE (BPM) CONSERVED IN THE ENVIROMENT ERS®-04-
09-11-16-21.

RODRIGUEZ-SALAS, E?®: COELHO, M. C. O. C**: SILVA JUNIOR. V. A®: PORTO, A.
L. F?®.: SOARES, E?'.

RESUMO: Quatro MPBs de animais da raca Nelore, com idade média de 4,5 anos e peso de
carcaca de 450 Kg foram coletadas para avaliacdo biomecanica atraves de testes realizados no
Centro do Couro e do Calgado Albano Franco no municipio de Campina Grande, Paraiba —
Brasil, para avaliacdo da espessura, forca méxima, tensdo e alongamento, através de
dinambémetro computadorizado EMIC, atendendo a norma ASTM-638 da American Society
for Testing and Materials (2001). Os tratamentos estudados foram: T-0 (in natura, apds
processamento), T-30 (aos 30 dias), T-60 (aos 60 dias) e T-90 (aos 90 dias), concluindo-se
que o meio testado foi capaz de conservar e proporcionar aumento das caracteristicas
avaliadas, exceto quanto a tensdo, preservando suas caracteristicas biomecéanicas por um

periodo de até 90 dias.

PALAVRAS CHAVES: Membrana bioldgica, conservacdo, fibroblasto.
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ABSTRACT: Four BPMs of animals of the Nelore race, with an average age of 4,5 years and
carcass weight of 450 kg, were collected for biomechanical evaluation through tests carried
out at the Centro do Couro e do Cal¢ado Albano Franco (Albano Franco Leather and
Footwear Center) in the city of Campina Grande, Paraiba — Brasil, evaluating thickness,
maximum force, tension and elongation. The procedure was accomplished through a
computerized dynamometer EMIC, respecting norm TM-638 of the American Society for
Testing and Materials (2001). Treatments studied were: T-0 (in natura, after processing), T-
30 (at 30 days), T-60 (at 60 days) and T-90 (ad 90 days), coming to the conclusion that the
tested environment was capable of preserving and providing augmentation of the evaluated
characteristics, except for the tension, preserving their biomechanical characteristics major for
a period of 90 days.

KEY-WORDS: Biological, Membrane, Conservation, Fibroblast.
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6.1 INTRODUCAO

Meios de conservacdo tem sido objeto de estudo para preservacdo de membranas e
tecidos bioldgicos.

Segundo Petropoulus e Kleinhez (1962) e Almeida (1996) ha meios que preservam as
caracteristicas de Membranas Bioldgicas (MBs) por curtos periodos de tempo. Ja, Alvarenga
(1992), Ramos et al. (2001), Cunrath (1999), (Raiser et al., 2000) e Brun et al. (2002) citam a
conservacao destas caracteristicas por maiores tempos.

Materiais biolégicos quando comparados aos sintéticos, possuem vantagem quanto a
incorporacgdo e baixa antigenicidade (Daleck et al, 1988). Materiais sintéticos devem possuir
como qualidade: ndo ser fisicamente modificados pelo tecido receptor, ser quimicamente
inertes, ndo induzir a reacdo inflamatoria tipo corpo estranho, ndo possuir efeito
carcinogénico, ndo causar reacdo alérgica ou de hipersenbilidade e ser fabricado na forma
requerida com baixo custo. Esses critérios sdo também considerados para outros tipos de
materiais (Amid et al., 1994; Cristoforoni et al., 1996). Ja Cerise (1974) e Alvarenga (1992)
indicam que o material utilizado deve ser de baixo custo de producédo, facil manipulacéo,
promover o crescimento dos tecidos do hospedeiro, permitir que o tecido cicatricial tenha
forca igual ao tecido normal, serem resistentes as infecgdes, ndo causar inflamacéo
exacerbada, ndo promover formacdo de aderéncias e fistulas e ndo ter suas caracteristicas
fisicas alteradas pelos liquidos tissulares. Ser flexivel, inerte, poroso, resistente, manter a
integridade celular, impedir o crescimento de microorganismos, e ainda, aumentar a
resisténcia a tracdo dos tecidos e atuar por um periodo de tempo prolongado, impedindo a
decomposicéo dos tecidos.

Os materiais de proteses sintéticas, como as telas de poliéster e polietileno sdo
dispendiosos; por este motivo proibitivos para a grande maioria da populacdo de paises em
desenvolvimento. O uso de tais materiais pode acarretar riscos de erosdo, infeccdo e fistulas
(Larson, 1986 e Prevel, 1995), o que pode acasionar uma série de complicaces.

A substituicdo de tecidos no organismo € um dos principais desafios da cirurgia atual.
Esses procedimentos sdo necessarios na perda de estrutura anatdbmica, em caso de defeitos
congénitos e sequelas de trauma ou cirurgia oncoldgica (Andrews, 1988). Leber et al., (1998)
reportaram que complicagdes decorrentes do uso de material prostético para reconstrucdo da
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parede abdominal podem ser consequéncia das propriedades fisicas de tal material. Para

Giroto (2003), as bases para reconstitucdo da parede abdominal devem seguir os critérios de
DiBello et al., (1996), prevenindo a eventragdo, promovendo suporte muscular dindmico e
aproximagcéo livre de tenséo.

Quanto aos materiais biologicos de procedéncia animal, destaca-se importancia para a
Membrana Pericardica Bovina (MPB). As células aqui encontradas sdo os fibroblastos
achatados e organizados em fileiras paralelas (Ham, 1991). E constituida por uma parte
parietal e uma visceral. A parietal reveste a lamina fibrosa a qual esta intimamente ligada. A
visceral cobre o coracdo e parte dos grandes vasos (Getty, 1975; Neves, 1997).

O meio ERS®-04-09-11-16-21, constituido de &gua, sais, fonte de carboidrato e
antibidticos, com osmolaridade proxima do plasma, proporciona a hidratacdo das MPBs,
preserva suas qualidades biomecanicas e inocuidade torna-se uma nova alternativa para
conservagao de MPBs.

Este trabalho teve como objetivo avaliar a espessura, forca méxima, tensdo e
alongamento do pericardio bovino conservado no meio ERS®-04-09-11-16-21 em periodos
de (30, 60 e 90 dias).
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6.2 MATERIAL E METODOS

Membranas pericardicas de oito bovinos da raca Nelore com idade aproximada de 48
meses, todos machos, com peso médio de carcaca de 450 Kg, foram coletadas no matadouro
de S&o Lourengo da Mata no estado de Pernambuco. Das oito membranas, apenas quatro
foram selecionadas para analises. A MPBs in natura foi transportada em isopor contendo e as
outras trés foram transportadas em solucdo resfriada de 4gua destilada contendo Clorexidina?®
a 0,05% v/v até o Laboratério de Implantes Bioldgicos (LIB) do Hospital Veterinario do
Departamento de Medicina Veterinaria da Universidade Federal Rural de Pernambuco
(UFRPE). Posteriormente, estas membranas, exceto a in natura, foram colocadas sobre panos
de campos esterilizados para retirada da solucdo de transporte e lavadas com agua bidestilada.
As MPBs foram delimitadas com placas de vidro esterilizadas de 13 cm x 20 cm e enseguida
imersas em cubas de aco inox devidamente esterilizadas em tempos de 30, 60 e 90 minutos

para retirada da solugdo de transporte e imediatamente imersas no meio ERS®-04-09-11-16-

21. Finalmente foram transportadas para o Centro do Couro e do Cal¢ado Albano Franco no
municipio de Campina Grande, Paraiba — Brasil sob a mesma forma para avaliacdo
biomecéanica em T-0 (in natura, apds processamento), T-30, T-60 e T-90 aos 30, 60 e 90 dias
respectivamente de conservacdo no meio proposto. As quatro MPBs coletadas foram
classificadas atendendo a dimensdo da placa de vidro de acordo com seu tamanho,
classificadas em grandes (G), média (M) e pequenas (P). Cada frasco foi identificado com o
nimero da MPB. Para esta classificacdo, estabeleceram-se alguns critérios em relacdo a
dimensdo da placa de vidro (13 x 20 cm) e o tamanho da MPB. Foi classificada com G aquela
em que se encaixava com grande facilidade na placa de vidro, como aquela que se encaixava
na placa de vidro com algum esforco e como P aquela que somente se encaixava na placa com
a seccdo dos extremos. Em todas as amostras foram realizados cortes em planos verticais,
horizontais e transversais. Atendendo a norma técnica ASTM-D638 (2.001) foram
confeccionados 12 corpos de prova (figura 1) utilizados para avaliacdo biomecénica das
MPBs. No final dos tempos T-30, T-60 e T-90. A avaliacdo da forca maxima, tensdo e

alongamento foi realizada avaliacdo de forca maxima, tensdo e alongamento através

28 Chorohex? — Gluconato de Clorexidina — Jhonson Wax.
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dinamdmetro (EMICZQ). As anélises estatisticas obedeceram aos procedimentos indicados por

Steel e Torres, 1960; Snedecor e Cochran, 1967 e Statistical, Analysis System, 1996.
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Figura 1. DinamOmetro computarizado.

 Dinambmetro computarizado EMIC®
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6.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Na matriz extracelular celular da MPB existem elementos ndo fibrilares representados
pelas glicoproteinas estruturais ndo-colagénicas e os proteoglicanos (Alberts et al., 1997). Os
glicosaminoglicanos (GAGs) sdo carboidratos formados por uma estrutura dissacaridica
basica, com cadeias lineares de comprimento variavel que apresentam cargas negativas
devido a presenca de radicais carboxilicos e sulfatados. Estes radicais garantem a estas
moléculas a capacidade de retencdo de dgua nos tecidos (Gomes, 2001).

Os proteoglicanos caracterizam-se pela presenca de uma proteina central que serve
como molde para a ligacdo dos glicosaminoglicanos (GAGSs). Esta proteina central possuli
dominios especificos que Ihe permite interacdo com diversos aclcares, além de uma gama de
arranjos associados a diversas fungdes no organismo (Alberts et al., 1997; Gomes, 2001).

Os resultados das analises de varidancia com regressdo (Quadrados médios-QM,
valores de F, significAncia e coeficientes de variacdo - CV) para espessura, forca maxima,
tensdo e alongamento a que foi submetida a MPB estdo apresentados na tabela 1, cujos dados
revelam que houve efeito do quinto grau do tempo, com significancia de 1% sobre a espessura
e tensdo a que foi submetida. O tempo também teve efeito clbico significativo a 1% sobre a

forca maxima com efeito linear a 5% sobre o alongamento.
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Tabela 1. Resultados das analises de variancia com regressdo (Quadrados médios -QM, valores de
F, significancia e coeficientes de variagdo - CV) para espessura, forca maxima, tensdo e

alongamento a que foi submetida a Membrana Pericardica Bovina (MPB).

Fontes de 6L Espessura (mm)  Forca maxima (N)  Tensdo (N/mm?)  Alongamento %
Variacdo QM F QM F QM F QM F

Tempo 6 0,6240 283,02** 762,3297 7,64** 114,5009 6,80** 129,2963 1,79
Linear 1 0,1560 70,76** 555,5314 557* 59360 0,35 394,0734 5,45*
Quadratico 1 1,5588 707,04** 5,7483 0,06 325,2459 19,30** 10,7963 0,15
Cubico 1 0,5101 231,34** 3.338,2621 33,47** 53,8722 3,20 37,2960 0,52
4° grau 1 0,7209 326,98** 1425074 1,43 102,0746 6,06 14,4372 0,20
50 grau 1 0,7822 354,79** 20,9503 0,21 187,4644 11,13** 43,4173 0,60
6° grau 1 0,0159 7,21* 5109788 5,12* 12,4122 0,74 275,7577 3,82

Residuo 14 0,0022 - 99,7410 - 16,8492 72,2497 -

CV(%) 7,37 23,78 35,14 20,89

* Significativo a 5% de probabilidade
** Significativo a 1% de probabilidade

Na tabela 2 estdo apresentados os valores médios com respectivo desvio-padrdo para
espessura, forca maxima, tensdo e alongamento a que foi submetida a Membrana Pericardica
Bovina. O comportamento desses dados foi expresso por meio de equagdes de regressao, com
excecdo da variavel alongamento que nao foi afetado pelo aumento do tempo. Os valores
médios referentes a varidvel alongamento ndo apresentaram diferencas significativas
(P>0,05), os quais variaram de 36,87 + 5,58% a 46,16 + 12,10%, denotando-se tendéncia de
estabilidade com 46,16% a partir dos 60 dias. Tais resultados séo indicativos de que em T-60
os glicosaminoglicanos (GAGs) e proteoglicanos demonstraram indices de saturacdo dos

componentes do meio em estudo.
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Tabela 2 Resultados das analises de variancia com regressdo (Quadrados médios - QM,
valores de F, significancia e coeficientes de variagdo - CV) para espessura, forca méaxima,

tensdo e alongamento a que foi submetida a Membrana Pericéardica Bovina (MPB).

Tempo (dias)

Variaveis

0 30 60 90
Espessura (mm) 0,34+ 0,07 0,39 £ 0,06 0,37 £0,04 0,38 +0,01
Forca maxima (N) 47,14+ 16,42 29,80+ 4,76 65,07 + 6,40 35,91 +4,24
Tenso (N/mm?) 19,41+10,30 11,66+ 1,34 5,96 £ 0,72 12,63+1,82
Alongamento (%) 36,87 +558 43,10+9,87 46,16 12,10 46,16 +12,10

A analise de regressdo revelou que a espessura da MPB apresentou comportamento
cubico significativo, aumentando a partir de 13 dias com valor minimo de 0,06 mm,
significativamente em funcdo do aumento do tempo até aproximadamente 65 dias, atingindo a

espessura de 1,42 mm, para entdo diminuir consideravelmente, como se observa na figura 5.
A temperatura de 12+2°C utilizada na conservacdo das MPBs no novo meio ERS®-04-09-11-

16-21, foi capaz de preservar os glicosaminoglicanos (GAGS) e proteoglicanos da matriz
extracelular da membrana em estudo (Albert set al., 1997; Gomes, 2001). Estes acucares
carregados negativamente, sdo responsaveis pela incorporagdo de cétions, agua e acucar,
componentes do meio, mecanismo que ocorre provavelmente sob influéncia da temperatura
de conservacdo na MPB no meio (12+2°C). Na medida em que ocorre saturacdo destes
componentes da matriz extracelular pelos elementos constituintes do meio, também ocorre

espacamento das fibras colagenas das MPBs.

Os resultados encontrados para espessura, forca maxima e alongamento satisfazem ao
exigido por Cunrath (1999) garantido sua utilizacdo na confeccdo de valvulas. Com relacdo a
tensdo, os resultados foram semelhantes ao encontrado por Piza (1997), que encontrou valores

inferiores ao convencional padréo Braile para a confec¢do de valvulas cardiacas.

Na figura 2, referente a MPB, a espessura em funcdo do tempo apresentou tendéncia

cubica significativa (P< 0,01) atingindo valor minimo de 0,06 mm aos 13 dias e maximo de
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1,42 mm aos 66 dias. Tais resultados indicam que houve um processo de adaptacdo da MPB

ao meio, iniciando a absor¢cdo do mesmo aos 13 dias, atingindo seu valor maximo de absor¢édo
aos 66 dias. Os resultados maximos de 1,42 mm foram bastante superiores aos indicados por
Cunrath (1999) que afirma que as melhores medidas de espessura para confeccdo de
bioproteses é rigorosamente medida entre 0,25 mm e 0,35 mm.

1,6 4 Y =0,3433-0,04646X + 0,002135X - 0,00001794X°
R*=1

Pmin(ls; 0106); Pméx(66; 1,42)

mm)

N—r

Espessura

0,0 T T |
0 30 60 90

Tempo (dias)

Figura 2. Efeito do tempo sobre a espessura da MPB conservada no meio ERS®-04-09-11-
16-21.

Na figura 3, referente a MPB, a forca maxima a que foi submetida em funcao do
tempo apresentou tendéncia cubica significativa (P<0,01) a partir de 19 dias com valor
minimo de 23,86 N, e atingiu valor maximo estimado de 68,41 N aos 68 dias. O declinio
inicialmente observado nesta figura, poderia estar relacionado ao periodo de adaptacédo das
MPBs ao novo meio e a temperatura de conservacdo (12+2°C). Passado esse periodo de
adaptacdo, inicia-se 0 processo de incorporagdo dos componentes do meio aos
glicosaminoglicanos (GAGSs) e proteoglicanos da matriz extracelular da membrana. Em
conseqiiéncia da absorcdo de agua e componentes do meio em estudo pela matriz
extracelular da MPB, estes dois indicadores seriam responsaveis pela diminui¢do da forca

de tensao.
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Figura 3. Efeito do tempo sobre a forca maxima a que foi submetida a8 MPB conservada no
meio ERS®-04-09-11-16-21.

Na figura 4, referente a MPB, a tensdo maxima a que foi submetida em funcgéo do
tempo, apresentou tendéncia cubica significativa (P<0,05). Ao contrario do comportamento
das variaveis mecanicas espessura e forca maxima verificou-se que a tensdo diminuiu a
medida que o tempo aumentava, porém até 56 dias, atingindo valor minimo estimado de
7,44 N/mm?. Este resultado demonstra que a tensdo, em N/mm?, apresenta comportamento

inverso ao da espessura e forca maxima a que foi submetida essa membrana.

Da mesma forma que ocorreu com a espessura, a MPB conservada no meio ERS®-
04-09-11-16-21 registrou valores maiores de tensdo do que aquela reportada como ideal por
Cunrath (1999), que encontra-se em torno de 1,8 Kgf/mm? ou 17,65 N/mm? ou superior, de
modo a adequar esse valor em razdo direta com o didmetro do anel da valvula a ser
montada.
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Figura 4. Efeito do tempo sobre a tensdo a que foi submetida & MPB conservada no meio
ERS®-04-09-11-16-21.

As MPBs coletadas foram classificadas atendendo o tamanho em grandes (G), médias
(M) e pequenas (P). E provavel que a queda de tensdo da MPB observada em T-60, guarde
relacdo com sua classificacdo (P) e a absorcdo de agua e componentes do meio em estudo,
pela matriz extracelular (tabela 3).

O desempenho biomecanico das MPBs, acontece em funcdo da absorcdo dos
componentes do mesmo. Devido a fatores fisico-quimicos, em que as altas densidades de
cargas negativas osmoticamente ativas dos glicosaminoglicanos e proteoglicanos, permitem a
incorporacdo de grande quantidade de agua e constituintes do meio a matriz extracelular. Tal
mecanismo gera pressdo e/ou turgor, o que faz com que a MPB resista a forcas compressoras
e de tenséo (Alberts et al., 1997; Gomes, 2001).
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Tabela 3. Volumes finais, absor¢éo e percentual do meio absorvido pela MPB conforme os tempos de

estudo.
T-30 (dias) T-60 (dias) T-90 (dias)

Percentual Percentual Percentual

Volume Volume Volume
) Absorcdo de Volume ] Absorcdo de Volume ) de volume %
final (ml) ) final . final )
absorvido absorvido absorvido
240 20 7,7 226 34 20 204 56 21,5

Analisando conjuntamente todos os resultados, verificou-se que ocorreram aumentos
significativos das varidveis relacionadas com a resisténcia biomecéanica, sem entretanto
observar-se aumento no alongamento. Estudos tém demonstrado o crescimento in vitro de
fibras semelhantes as de amildide a partir de protofilamentos de amilina (Stolz et al., 2000;
Goldsbury et al., 2001). Por outro lado, o aumento da &rea, espessura, forca de tensdo e
alongamento das MPBs apds mantidas no meio de conservacao utilizado, por um periodo de
até 90 dias, poderia também ser explicado, pela formacdo de fibras colagenas a partir da

reunido espontanea de protofilamentos presentes nas MPBs.

Assim sugere-se a utilizacdo da MPB conservada no meio ERS®04-09-11-16-21 em
procedimentos cirargicos de cavidades que necessitem forca de tensdo sobre o tecido a
reconstituir (Leber, et al., 1998; Larson, 1986). O novo meio alem de manter as MPBs
hidratadas e in6cuas, permite sua utilizacdo com periodos minimos de conservacao de 13 e 19
dias, e maximos de 68 a 90 dias. Ja Alvarenga (1992) utilizando a glicerina como meio de
conservacao sugere um tempo minimo de 30 dias para utilizacdo de MPBs, e ainda assim,
mediante a realizacdo prévia de exames microbioldgicos para detectar possiveis

contaminagoes.
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6.4 CONCLUSOES

v O melhor periodo para utilizacdo das MPBs conservadas no meio ERS®04-09-11-

16-21 esta entre 13 e 19 dias (periodo minimo) e 68 e 90 dias (periodo maximo);

v" O novo meio ERS®04-09-11-16-21 foi também capaz de proporcionar aumento da
espessura, forca méaxima e alongamento das MPBs, nele conservadas, por um
periodo de até 90 dias. Vale ressaltar que, mesmo observando-se uma reducao da
tensdo a que foram submetidas as MPBs em func¢éo do tempo, estas poderdo ainda
ser utilizadas em procedimentos cirtrgicos diversos (reconstituicdo de cépsulas
articulares, herniorrafias, cirurgia reparadora de extensos traumatismos com perda

de tecido conjuntivo, entre outros).
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