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PINTO, T. de J. A. et al. Biocompatibilidade de materiais empregados na confecgio de préteses
cardiovasculares: comparagio entre pericdrdio bovino e Dacron®. Rev. Saiide Piblica, 27: 185-9,
1993. Durante os iltimos 25 anos, numerosos estudos tém sido efetuados visando a
biocompatibilidade de materiais de uso médico-hospitalar. Isto se deve ao desenvolvimento de
materiais destinados as préteses particularmente na 4rea cardiovascular, o que motivou pesquisas
relativas a problematica da compatibilidade entre superficies bioldgicas ou sintéticas e o sangue. O
presente trabalho objetivou comparar a avaliagdo da biocompatibilidade do pericardio bovino, um
dos materiais mais empregados na fabricacdo de vélvulas cardiacas protéticas, apés tratamento com
glutaraldeido e formaldefdo, com o material sintético conhecido como "tricot” de Dacron®, Tanto
fragmentos de pericdrdio submetidos a diferentes tratamentos, como os de Dacron® foram
implantados subcutaneamente na regido abdominal de ratos Wistar, por periodos de 1 a 3 meses. O
exame de cortes histolégicos obtidos por métodos convencionais evidenciou auséncia de
biocompatibilidade principalmente para o pericdrdio tratado com formaldeido. Para o Dacron®, foi
constatado, comparativamente, uma perfeita biocompatibilidade. A cultura de células in vitro, com o
uso de linhagens RC-IAL e Hela pelo método de revestimento com 4gar, foi empregada
exclusivamente para o material de origem biolégica e evidenciou um grau intenso de toxicidade
associado ao residuo do agente de tratamento. Concluiu-se que existe a necessidade do

aperfeicoamento da técnica de lavagem da prétese biolGgica antes da implantagio.

Descritores: Prétese das valvas cardidcas. Bioprétese. Testes de materiais. -

Introdugéo

Aspectos relacionados com a biocompatibili-
dade de produtos de uso médico-hospitalar t&€m
sido intensamente estudados nos dltimos 25
anos!3, especialmente em relagdo ao material pro-
tético destinado a 4rea cardiovascular e os proble-
mas detectados relacionam-se com o contato do
sangue com a superficie de materiais naturais ou
artificiais®, Desde 1969, a aplicagfio do pericérdio
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de origem animal em implantes em humanos tem
passado por estdgios de aperfeicoamento e ji €
grande o0 nimero de receptores com vélvulas
cardiacas confeccionadas com esse material2,

A vantagem do material de origem biolégica
estd justamente na menor propensio as compli-
cagbes trombdticas, além das boas caracteristicas
hemodinamicas!, O aspec’o inerente 2 compatibili-
dade sangiiinea implica série de caracteristicas
intrinsicas ao material de ‘mplante, ou seja, ndo
destruir ou sensibilizar os elementos celulares do
sangue, ndo alterar as proteinas plasmdticas, n3o
causar respostas imunes diversas, ndo induzir a
carcinogenicidade ou mutagenicidade, ndo produ-
zir reagdes toxicas ou alérgicas, nio depletar
eletrélitos, ndo ser adversamente afetado pela es-
terilizagdo, apresentar estabilidade no ambiente fi-
siolégico e ndo provocar calcificagdo®!!,

Um dos produtos mais empregados na confecgio
da prétese valvular tem sido o pericdrdio bovino,
convencionalmente associado ao Dacron®, prefe-
rencialmente as préteses estritamente inorganicas.

Objetiva-se, no presente trabalho, avaliar a bio-
compatibilidade de ambos materiais acima citados,
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submetidos a diferentes tipos de tratamento, tendo
sido empregado o glutaraldeido como propiciador
de ligagbes cruzadas no pericirdio, além de esteri-
lizante conservante, ou sua associagdo ao for-
maldeido e, por sua vez, 4 heparina.

Material e Método
Tipo de material

Osmateriais utilizados foram o pericdrdio bovino
submetido aos diversos métodos de tratamento em-
pregados na preparagdo de valvulas ¢ o Dacron®),
um tecido poliester, que representou o material
sintético e normalmente utilizado no revestimento
do anel da bioprétese ou mesmo na confecgdo de
préteses valvulares.

Preparo do pericdrdio

Etapa I: Imediatamente apés o abate, o pe-
ricdrdio foi selecionado e imerso em solugéo fi-
siolégica a pH 7,4 e mantido a 10°C. Esta con-
dicdo foi respeitada durante o transporte do
material até o laboratério.

Etapa 2: Ap6s o processo de eliminagfio da
gordura e selegfio a0 microscépio, 0 material foi
mantido em banho de solugfo fisioldgica e conser-
vado até¢ o momento do preparo das amostras.

Etapa 3: No momento do preparo, o pericardio
foi imerso numa solugdo de glutaraldeido a 0,5%
em tamp3o fosfato pH 7,4, previamente esteriliza-
da. No primeiro dia foram realizadas trocas a in-
tervalos de 3h. A manuten¢fio posterior por
periodo minimo de 15 dias foi efetuada nesse
liquido e no refrigerador.

Etapa 4: Parte do material processado con-
forme a Etapa 3 foi imerso numa solugo aquosa
de formaldeido a 4%, tamponada com acetato de
s6dio a 0,2M. A manutengfo do pericardio nesta
solu¢do obedeceu as condigdes da Etapa 3.

Material sintético

O Dacron® testado consistiu de "tricot” de po-
liester com espessura de 0,37 £ 0,02 mm, apresen-
tado como produto terminado estéril para uso
como prétese vascular. Dispensou tratamentos adi-
cionais, exceto pela fragmentagdo e imersées con-
forme descrito no preparo de amostras.

Preparo de amostras
Tanto as amostras processadas conforme des-

crito nas Etapas de 2 a 4 como o material sintético
foram cortadas, sob condigdes assépticas, em frag-
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mentos de 12 x 7 mm. Esses fragmentos foram
entdo submetidos a etapas posteriores que com-
preenderam, conforme o caso, imersdo em solugdo
fisiolégica, com agitagdo manual periddica e 3 tro-
cas a cada 15 min, imersdo em solugdo aquosa
contendo 300 UI/mL de heparina, por 15 min.

Resultaram entfio amostras que puderam ser
agrupadas de I a VI, a saber:

Grupol - Pericardiobovino+ solugfo fisioldgica
+ glutaraldefido + formol + lavagem
com solugo fisiol6gica + heparina.

Grupo Il - Pericardio bovino + solugio fi-
siolégica + glutaraldeido + lavagem
com solugdo fisiolégica + heparina.

Grupo III - Pericardio bovino + solugdo fisio-
légica + glutaraldeido + formol +
lavagem com soluggo fisiolégica.

Grupo IV - Pericardio bovino + solugfio fisio-
l6gica + glutaraldeido + lavagem com
solugdo fisioldgica.

GrupoV - Dacron® 4+ solugdo fisiolégica +
heparina.

Grupo VI - Dacron® + solugdo fisiolégica.

Em seguida procedeu-se a implantagdo das
amostras.

Implantac¢do das amostras

Foram utilizados 72 ratos Wistar de ambos os
sexos, com idade minima de 8 meses. gualmente
distribuidos ert’e os 6 grupos de amostras. Apés a
anestesia com éter etilico, procedeu-se a depilago
da regifio abdominal central, assepsia local e in-
cisdo longitudional com cerca de 7 mm de compri-
mento. Com auxilio de tesoura, foram preparadas
pequenas bolsas em cada extremidade das in-
cisdes, pelo afastamento do tecido subcutineo e
entfio alojado em cada uma um fragmento. Foram
testadas 24 réplicas para cada grupo, de forma a
permitir 8 para cada tempo de implantagfio, tendo
sido de 30 dias o intervalo entre as avaliagdes.
ApGs sutura e aplicagdo de "spray" de polimetil
acrilato, os ratos foram mantidos em biotério com
acesso livre a dgua e ragdo durante um periodo
maximo de 3 meses.

Preparacgées histolégicas

Decorridos 30, 60 e 90 dias, os ratos foram sen-
do sacrificados por destroncamento cervical e a
por¢do da parede abdominal com os implantes, re-
tirada, ¢ as pegas fixadas numa solugio de for-
maldeido a 10% tamponada a pH 7,0 com tampdo
fosfato, por 7 dias. Cada pega foi depois dividida
em 3 partes codificadas.
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O processamento histolgico foi convencional,
ou seja, desidratagfio, diafaniza¢fo e inclusfo em
parafina, Tomou-se o cuidado de incluir as trés
partes da mesma amostra num mesmo bloco a fim
de permitir observagio comparativa na mesma pre-
paragfio ap6s coloragfo pela Hematoxilina e Eosina
de cortes com 5 pum. A observagdo visou ao estudo
da interagfio entre o implante ¢ o tecido adjacente,
em termos de intensidade e caracteristicas.

Efeito citotbxico

Fragmentos obtidos conforme a Etapa 4, corta-
dos em condi¢des assépticas, em dimensio aproxi-
mada de 12 x 7 mm, foram imersos
seqiiencialmente num total de 3, 5 ou 8 banhos de
solugfio fisiol6gica, mantidos em cada um por
periodo de 5 min, na proporgdo de 8 fragmentos
em 50 mL da solugfio. Portanto, resultaram os
Grupos Ill.a e IV.a, a saber:

Grupo Ill.a: peric&rdio bovino + soluglio fisio-
l6gica + glutaraldeido + formol + 3,
5 ou 8 lavagens em solugdo fisio-
l6gica;

Grupo IV.a: pericardio bovino + solugfo fisio-
16gica + glutaraldeido + 3, 5 ou 8
lavagens em solugfio fisioldgica.

Os fragmentos destes dois grupos foram avalia-
dos quanto a citotoxicidade, por método de reves-
timento de 4gar com vermelho neutro, sobre
monocamada de linhagens celulares RC-IAL e
Hela39, em comparagdo aos controles positivo (la-
tex toxico) e negativo (porcelana). A resposta das
amostras foi expressa como média das leituras das
8 réplicas, tendo sido Indice de Zona (IZ) a
distincia de difusio do agente téxico entre a amos-
tra e linha limitrofe de inibi¢3o e crescimento celu-
lares, e fndice de Lise (IL) a percentagem de célu-
las lisadas no halo de inibigdo de crescimento.
Indice de Resposta (IR) € a relagfio entre o fndice
de Zona e o Indice de Lise (IZ/IL)3.

Resultados

Os resultados relativos ao teste de citotoxici-
dade sfio apresentados na Tabela 1.

Os dados pertinentes a avaliagdes histolégicas
so apresentados na Tabela 2.

Discusséo

O processamento do pericdrdio bovino foi, ba-
sicamente, aquele adotado industrialmente com
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Tabela 1. Indice de resposta citotéxica (IR) "in vitro™ do
pericardio bovino, submetido a diferentes tratamentos,
frente a duas linhagens de células.

Lavagens

Grupos/ 3 5 8

controle

RC-IAL Hela RC-IAL Hela RC-IAL Hela

Grupolila 44 4/4 4/4 414 414  4/4
GrupolV. 414 414 414 414 414 4/4
Controle

Positivo 35 35 35 35 35 35

IR = 1Z/IL

IZ3 = Distanciade 0,2a 1,0 cm
124 = distanciade 1,0a22,0 cm
IL4 = lise celular de 60 a 80%
ILS = lise celular acima de 80%

" vistas 4 confecgio de vélvulas cardiacas, acrescido

de tratamento que simula as condi¢Ges de comer-
cializagdo destas préteses, além do aspecto reco-
mendado para uso clinico. A adig@io do banho em
formol foi fundamentada exatamente no aspecto
de esterilizagio ¢ manutengfio do material pronto
até o momento de implante. Alternativamente, o
material comercializado pode ser encontrado imer-
so em solugfio de glutaraldeido, o que também se
reproduziu no presente trabalho como condigfo de
tratamento do material, embora pouco comum no
nosso meio.

J4 a lavagem final, com apenas solugfio fi-
siolégica ou adicionalmente banho em solugfio de
heparina, foram varidveis aplicadas tanto ao mate-
rial biolégico quanto ao Dacron®),

Preocupagfo pertinente 2 remog3o completa do
agente de conservagdo das préteses, quando se-
guindo prética usualmente adotada, conduziu 2 in-
vestigagdo de seus niveis ainda t6xicos. A carac-
teristica de preparo prévio do pericérdio, assim
como sua textura, levando-o a propiciar maior re-
tengdo dos aldeidos, direcionou a que apenas este
fosse o material de escolha nos testes com objetivo
de avaliag@io de citotoxicidade residual. Embora
nfo se tenha localizado material bibliogréfico jus-
tificando, sabe-se do uso generalizado do formol
no Brasil ¢ de valvulas importadas com emprego
exclusivo do glutaraldeido.

Este fato objetivou a avaliagdo adicional pela
técnica in vitro, uma vez que é mais sensivel®?,
para 0 que foram selecionadas duas situagdes, as
dos Grupos Illl.aelV.a.

O questionamento inicialmente feito quanto ao
esquema de lavagem da prétese ser efetivo na
remogdo das solugdes de conservagiio, é respondi-
do pelos dados apresentados na Tabela 1. Dados
comparativos entre os controles negativo e positi-
vo validam aqueles inerentes aos Grupos Ill.a ¢
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Tabela 2. Avaliagdes histoldgicas decorrentes da implantagéo de pericardio bovino (Grupos | a IV) e
Dacront® (Grupos V e Vl) em ratos, ao longo do tempo (30 a 90 dias).

Grupos 30 dias 60 dias 90 dias
Reacdo intensa, presentes Reag¢io ainda intensa, Reagdo intensa, com ten-
Grupo 1 leucdcitos e neutréfilos; presenga de leucécitos, déncia a expulsdo do mate-
fibroblastos em atividade neutrdfilos e fibroblastos. rial. Presenga de plas-
sintética. mécitos, leucdcitos, neu-
tréfilos e fibroblastos.
Alternancia de campos com  Alternancia de campos com  Alterndncia de campos com
implante in6cuo, com en- encapsulamento e com te- encapsulamento e com te-
Grupo Il capsulamento e campos cido de granulag3o. cido de granulacéo; em for-
com presenga local intensa magao o encapsulamento.
de lsucdcitos e neutréfilos.
Implante in6cuo, com en- Manutengdo das carac- Reagdo ainda intensa, en-
capsulamento, contrastan- teristicas contrastantes en- volvendo processo de cica-
Grupo Il do com reagio intensa tre auséncia de reaglo e trizagdo e reepitelizagio.
envolvendo leucdcitos, neu-  reagéo inflamatdria intensa.
tréfilos e fibroblastos. Presenga de plasmécitos.
Afluxo de neutréfilos e fi-  Aumento na tendéncia de Perfeita integragdo, com
Grupo IV broblastos em contraste integragdo das células ao condensagdo de células ao
com implante tipicamente redor do colageno. redor do colageno.
indcuo.
Pele Integra, encapsula- Integragdo de colageno e fi- Integragéo de colageno e fi-
mento; fibroblastos fabri-  broblastos intercalando com  broblastos intercalando com
Grupo V cam coldgeno e preenchem  fibras do material sintético. fibras do material sintético.
espago _entre fibras do Presenga de células de de- Neoformagédo capilar pre-
Dacron®, fesa esparsas. sente.
Grupo VI Idem Grupo V. Idem Grupo V. Idem Grupo V.

IV.a, indicando que os conservantes ainda se en-
contram em niveis citopdticos.

Assim, aparenta inexistir vantagem na utili-
zaglo do glutaraldeido também como agente de
esterilizagdo e conservagio das préteses cardiacas.
Em ambas as situagdes, permanece como aspecto
preocupante o residual extremamente toxico ao
qual se expde o paciente € que se constitui em fa-
tor de agressio adicional a0 mesmo. A proposta de
lavagem em maior nimero de trocas de solugao fi-
siolégica (8 lavagens) em relagfio ao preconizado
na prética clinica (3 lavagens) indicou ser insufi-
ciente, embora os dados nfo possam garantir no
que diz respeito & presenga de formol ser ou nfo
mais citotéxico.

Quanto as avaliagdes dos implantes, seus dados
evidenciam aspecto vantajoso na eliminagiio do
formol, haja vista as condigdes tipicamente agres-
sivas a fisiologia tissular no Grupo I, que se man-
t€m como tendéncia no Grupo I,

Contrapondo-se, 0os Grupos II e IV evidenciaram
condigdes de biocompatibilidade que, em periodos
equivalentes de tempo, atingiram melhor interagfo
histoldgica. Deve-se lembrar que o glutaraldeido
agrega vantagens adicionais quanto a auséncia de
caracteristicas antigénicas e imunogénicas!.
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Fazendo paralelo entre metodologias in vitro e
in vivo, 0 aspecto de intensa citotoxicidade obser-
vado pela primeira, para ambos os agentes de con-
servagio, torna-se aparentemente seletivo quando
avaliado in vivo e, portanto, na situagio que me-
Ihor simula a condig#o real de uso.,

Assim, sabendo ser imprescindivel, no caso do
pericdrdio, a adi¢io de agentes formadores de
ligagdes cruzadas!®, visando a conferir adequada
resisténcia mecnica ao material, associada as evi-
déncias de maior compatibilidade do glutaral-
deido, deve ser considerada pelos técnicos brasi-
leiros envolvidos na fabricagdo de material
protético dessa natureza.

O tratamento de préteses com heparina tem
sido enaltecido por vérios pesquisadores®”%12, Na
presente avalia¢fo, este procedimento, ainda que
sem ligagdo especifica por ter sido apenas por
imers3o, ndo demonstrou qualquer influéncia. E
bem verdade que, em considerando o modelo
bioldgico com implantagfo subcutinea, nfio envol-
vendo contato direto com sangue, pode ser, tam-
bém, considerada limita¢do metodoldgica.

No caso do Dacron®, independentemente do
tratamento com heparina, a extensa 4rea de reagio
e de perfeita integracfio, caracterizando, além do
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aspecto biocompativel, o aspecto vantajoso do "tri-
cot", com fibras permitindo e propiciando desen-
volvimento celular intercalando-se com o material
sintético, tem conduzido a aproveitamento desta
caracteristica no revestimento biol6gico em
préteses de Dacron®3,

O Dacron®), j4 consagrado para fins protéticos,
apresentou resposta que comprova perfeita com-
patibilidade, cujo efeito pode servir de padrdo
para andlise comparativa. Assim, tanto formol
como glutaraldefido demonstraram ser t6xicos, em-
bora em niveis diferentes.

Concluiu-se, assim, que a prética de lavagem
da prétese valvular biol6gica merece aper-
feicoamento, visto permanecer o residual dos
agentes de esterilizagfio em niveis ainda t6xicos.

Agradecimentos

A sra. Aurea Silveira da Cruz, chefe substituta
da Segdo de Culturas Celulares do Instituto Adolfo
Lutz, S3o Paulo, SP, pelo auxilio nos ensaios de
citotoxicidade in vitro; ao Dr. Jaime Antonio A.
Sertie, do Departamento de Farmacologia do Insti-
tuto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de
S3o Paulo - Sio Paulo, SP, pela orientagio quanto
a técnica de implante.

PINTO, de J. A. et al. [The biocompatibility of cardio-
vascular graft materials: a comparison between bovine
pericardial tissue and Dacron®)]. Rev. Saidde Piblica,
27: 185-9, 1993. During the past 25 years, numerous
studies relating to medical device biocompatibility have
appedared world-wide. Development of biomaterials for
grafting cardiovascular applications has contributed to
an increase in knowledge of the compatibility between
synthetic or biological surfaces and blood. The biocom-
patibility of one of the materials most commonly used
in the fabrication of xenograft heart valves, bovine peri-
cardium, treated with glutaraldehyde and formaldehyde
is assessed comparison to a synthetic material, Dacron®
tricot. An in vitro tissue culture assay, by the agar over-
lay method, using RC-IAL and Hela cell lines, was ap-
plied to treated pericardium and attested the intense tox-
icity of the treating agents. The subcutaneous grafting of
treated pericardium and Dacron® was carried out in
Wistar rats of 1 to 3 months of age. After the use of the
usual histological methods, an evaluation of hematoxy-
lin-eosin stained specimens demonstrated an absence of
histocompatibility, mainly as regards for the formalde-
hyde treated pericardium. Comparatively, the evaluation
of implanted Dacron® confirmed it's perfect biocom-
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patibility. In conclusion, some improvement in xeno-
graft heart valves is necessary, before the surgical im-
plantation procedure takes place.

Keywords: Heart valve prosthesis. Bioprosthesis. Mate-
rial testingt.
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