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BIOPROTESE TRAQUEAL: CONTROLE BIOFISICO E MICROBIOLOGICO IN VITRO

TRACHEAL BIOPROSTHESIS: BIOPHYSICAL AND MICROBIOLOGICAL CONTROL IN VITRO

Marcelo Alves Pinto*

RESUMO

No estudo para substitutos para segmentos ex-
tensos de traquéia canina, foram implantados heterotopi-
camente, bioprOteses traqueais homologas em 18 caes,
sem raga definida, pesando entre 15 e 22kg, machos e
fémeas clinicamente sadios. Os animais foram divididos
em dois grupos: Grupo | - nove caes com bioproteses
implantadas em retalho muscular (Platisma). Grupo Il -
nove caes com bioprétese implantadas em retalho de
grande omento. A avaliagdo macro e microscopica de-
monstrou a presenga do processo de INncorporagao a
partir do qudragésimo quinto dia nos dois grupos,
acrescentando que o processo inflamatério apresentava-
Sé mais organizado no segundo grupo sem a exuberan-
Cla do tecido de granulacdo encontrado no primeiro
grupo. Dentro do controle de qualidade das bioproéte-
ses, foi adicionado a este trabalho andlises comparativas
in vitro (biofisicas e microbiol6gicas) onde foi comprova-
do que a bioprétese tragueal suina apresentava-se estru-
turalmente como a mais indicada para a reconstrucao

traqueal em pequenos animais.
Palavras-chave: bioprétese traqueal, reconstrugao traque-

al, traqueéia canina, controle de qualidade
em bioprétese traqueal.

SUMMARY

N the study of extensive canine tracheal

replacement, heterotopic homologous bioprosthesis were

implanted in eighteen healty mongrel dogs, of both
Sexes, weighing between 15 - 22kg. These animals were
divided into two groups: group | - nine dogs with
bioprosthesis envelopment in a muscular flap (platisma);
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group Il - nine dogs with bioprosthesis envelopment in

an omental flap (large omentum). The gross and
MICroscopic evaluation showed the incorporation of the
flap in both groups. However after the 45th day, the
Inflamatory process in the second group was the most
organised and without excessive proliferative granulation
tissue. In the comparision control qualitaty of the
bioprosthesis in vitro (biophysical and microbiological)
was comproved that tracheal swine segment was the
most indicated for small animal tracheal reconstruction.

Key words: tracheal bioprosthesis, tracheal reconstrurion,
canine trachea, conrol gquality in tracheal
bioprosthesis.

INTRODUCAO

O emprego do tecido traqueal preservado, na
substituicao de segmentos traqueais, necessita de avalia-
¢coes quanto a resposta do hospedeiro a bioprétese,
para certificar da sua durabilidade apds a implantacao.
A corregao cirurgica de extensos defeitos circunferenciais
da traqueéia, requer um tipo de material que se asseme-
lIhe a0 maximo ao 6rgao in vivo. KORN (1972) descre-
veu que as reagoes proteina-giutaraldeido envolvem prin-
cipalmente os aminoéacidos lisina e hidroxilisina na pro-
porgao de quatro moles de glutaraldeido para um de li-
sina. A LM.C. - Biomédica® vem desenvolvendo pesqui-
sas desde 1974 em material bioldgico preservado peio
glutaraldeido (pericardio bovino, cordao umbilical huma-
no, arteria toracica interna bovina, esdfago e traquéia
suina e canina) e descreve a eficaz ligacao entre o glu-
taraldeido e a proteina para formagdo de proteinas con-
jJugadas, ligagdo de enzimas intramoleculares e enzimas
da matriz celular.

KAISER et al (1979) citaram a implantacao do
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epitélio respiratdrio e a cicatrizagao, quando implantaram
homoenxertos traqueais preservados. pela liofilizagao em
caes. HEBERHOLD et al (1980) demonstraram O proces-
sO de incorporagao, quando repararam defeitos em “ja-
nela' da parede traqueal de coelhos com tecido homo-
logo preservado em merthiolate branco. ILBERG (1982)
observou a incorporagao de fibroblastos e neocapilares
a homoenxertos traqueais preservados (formol-cialit) e
implantaram no tecido subcutaneo.

LIMA et al (1982) relataram o desenvolvimento
de neoformacao capilar em sitios anastomoticos bron-
quiais. STRNAD (1981) descreveram a incorporagao e in-
tensa fibroplasia em préteses sintéticas de traquéia
(Methylene acrilate com suporte de hydrogel). WHITED
(1984) relatou a deposicao fibrosa em retalhos muscula-
res empregados para reconstrugao traqueal em huma-
nos.

BALDERMAN & WEINBLATT (1987) citaram que
O grande omento nao vasculariza autoenxertos traqueais
de modo a manter um epitélio respiratério viavel. MOR-
YAMA et al (1989) confirmaram estes resultados utilizan-
do a omentopexia em homoenxertos traqueais no Ccao.
DESCHAMPS et al (1989) trabalhando com autoenxertos
traqueais criopreservados, envelopados no musculo reto
- abdominal de caes, observaram a cartilagem com areas
isquémicas e um epitélio .pseudo-estratificado muco pro-
duto intacto.

MACK et al (1989) observaram a endotelizagao
e a presenca de processo inflamatdrio em diversos
graus, associado a fibrose e a penetracao de neocapila-
res, quando corrigiram defeitos ventriculares em suinos
usando enxertos de pericardio bovino fixado em glutaral-
deido. EAGAR et al (1986) descreveram o glutaraldeido
como uma molécula bipolar, onde cada extremidade da
cadeia reage com um grupo amino protéico diferente,
formando reticulados de proteina. Salientaram que esta
propriedade € mais eficaz em pH 9.0 quando proteinas
da parede celular se apresentavam na forma livre. HEY
et al (1990) acrescentaram que os reticulados (Cross-lin-
king) produzem um forte e rigido material biolOgico,
mas reduz a elasticidade do mesmo e a sua antigenici-
dade. CHAVAUD et al (1991) consideraram que na repa-
ragao de lesbes orovalvulares, o pericardio autologo pre-
servado em glutaraldeido possui propriedades superiores
a do pericardio heterdlogo. Acrescentaram em trabalhos
experimentais com autoenxertos pericardicos na aorta de
caes, a auséncia de calcificagbes e a manutencao da in-
tegridade das células mesotelials.

O trabalho tem por objetivo pesquisar as aitera-
coes teciduais provocadas pela implantagao de bioprote-
se homobloga em retalho do musculo Platisma e no
grande omento, atentando para a possibilidade. Aces-
centou-se ao trabalho estudo sobre o controle de quali-
dade dos bioimplantes, onde comparou-se in wvitro sua
resisténcia as tensodes verticais e a esterilidade, em tra-

quéias preservadas de trés espécies diferentes: canina,

suina e humana (todas citadas com frequéncia pela lite-
ratura como implantes), na eleigao de uma bioprotese
estruturalmente ideal para reconstruga@o traqueal canina.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 18 céaes sem raga definida,
provenientes do Biotério Central da UFSM, pesando en-
tre 12 e 22kg, machos e fémeas de 2 a 8 anos de ida-
de. Os caes clinicamente sadios, foram pre-anestesiados
com maleato de acepromazin® a 02% via V.
(0,1mg/kg de peso) e entdo induzidos e mantidos em
plano anestésico com thiopental sodico” a 2,5%
(12,5mg/kg de peso). Os animais assim anestesiados fo-
ram divididos aleatoriamente em dois grupos.

Grupo | - Implantes de bioprétese traqueal pre-
servada em glutaraldeido tamponado® a 2,5% no mus-
culo cutdneo cervical. Apbs tricotomia e antissepsia da
porcao cervical ventral do pescogo, OS animais foram
submetidds a cervicotomia ventral mediana com exposi-
cao de fina lamina superficial do musculo platisma. Dis-
secou-se suas porcoes cutdneas e musculares, manten-
do sua irrigacéo e formando um retalho muscular. A im-
plantacdo da bioprétese ocorreu atraves do envelopa-
mento com o retalho muscular (segmento de bioprotese
de tamanho correspondente a 1/3 do comprimento da
traquéia do cao receptor) e com auxilio de alguns pon-
tos de simples com polipropileno 4-0°. A pele foi fecha-
da em pontos Donatti com nylon monofilamentoso 3-0'
mantendo-se uma canula de drenagem craniaimente a
entrada do térax para evitar 0 acumulo seroso local.

Grupo Il - Implantes de bioprétese no grande
omento Ap6s tricotomia e antissepsia da regiao epigas-
trica, foram submetidos a laparotomia mediana pre-umbi-
lical, quando o grande omento foi identificado e tracio-
nado da cavidade abdominal. Este envelopou em Sua
porcdo mais distal um segmento de bioprotese homoOlo-
ga (1/3 do comprimento total da traquéia do receptor)
empregando alguns pontos simples de polipropileno 4-0.
Para o0 fechamento da aponeurose e pele empregou-se
nylon monofilamento 3-0 em pontos simples Isolados.

Os dois grupos foram submetidos ao mesmo
tipo de avaliagdo: macroscopia e microscopia optica no
trigésimo, quadragesimo quinto e sexagésimo dia do
nés-operatorio. Durante a macroscopia procurou-se 0b-
servar a existéncia de sinéqguias e aderéncias entre OS
dois tipos de retalho e a bioprétese, evidenciando-se
areas de sangramento a tentativa de secgdo transversal
do implante. Para a microscopia Optica, desenvolvida no
setor de neuroviruléncia da Fundagao Oswaldo Cruz
empregou-se segmentos coletados de bioproteses e re-
talhos (platisma, grande omento), que foram fixados em
formol tamponado a 10% por 24 a 48 horas. ApOs este
periodo os fragmentos foram recortados, lavados em
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agua corrente, corados pela técnica de Hematoxilina e
Eosina (LUNA, 1968) e examinados ao miCroscopio opti-
CO.

Posteriormente as |&minas selecionadas foram
coradas pela técnica de Masson (LUNA 1968) para
identificagao do tecido conjuntivo e pelo Giemsa (LUNA
1968) para células inflamatorias.

A analise biofisica das biopréteses foi realizado
No Laboratorio de Construgao Civil da Faculdade de En-
genharia Civit da UFSM. Foram avaliados segmentos de
bioprétese com 6cm de comprimento originado de trés
especies diferentes (canina, suina, humana) sendo sub-
metidas as tensOes verticais progressivas através do
equipamento de tragdo continua, constituido por duas
garras, superior e inferior para fixacdo do segmento
trauqgeal a ser testado, acoplado a um suporte de carga
de precisdao de 1.000g em peso anelar, registrando as
deformacdes sofridas pelo segmento traqueal. O para-
Mmetro para colocagao dos pesos foi o de estabilizacao
da deformagéo sofrida, o que em média correspondia a
30 minutos entre cada leitura. O ndmero maximo de pe-
SOS colocados (tensdo maxima 2a ruptura) foi relacionada
CoOm © grau de distensao de cada tipo de segmento
traqueal, flexibilidade e elasticidade. O numero de seg-
mentos testados foi quatro para cada especie e o tem-
PO de preservacao foi de uma semana a seis meses.

O controle microbiol6gico das bioproteses, foi
desenvolvido no Departamento de Medicina Veterinaria
Preventiva da UFSM., onde as amostras foram semea-
das em caldo simples (BIER 1984) e meio liquido de
tioglicolato de sédio? e incubados em estufa bacteriolé-
gica a 37°C durante 10 dias. Neste periodo os tubos
semeados foram examinados diariamente para evidencia-
¢ao de crescimento bacteriano.

O controle da contaminacao fungica obedeceu
O mMesmo protocolo de colheita das amostras e os pe-
quenos fragmentos foram semeados em &gar Sabou-
raud” e em meio seletivo micobiéticd com observacoes
diarias por um periodo de 15 dias apos a semeadura.

RESULTADOS

Macroscopia

Macroscépicamente as bioproteses, antes da
Implantagdo, demonstravam consisténcia ‘embarrachada"
e flexibilidade. Microscopicamente observou-se a manu-
tencao de todas as estruturas componentes da traquéia.
O controle microbiolégico comprovou in vitro o nao
crescimento bacteriano ou fungico no final de 15 dias
de incubacao. |

AO exame macroscopico evidenciou-se, aos 30
dias, uma espessa deposigao colagénica e a presenca
de tecido de aspecto granuloso ao redor da protese no
primeiro grupo. No segundo grupo o retalho de grande

omento demonstrou diminuigdo do seu contetido gordu-
roso habitual, tornado-se mais espessado e aderente 2
bioprotese (Tabela 1). Ao seccionamento transversal evi-
denciou-se nos grupos | e Il pequenos focos de tecido
colagenico, depositado sobre o implante no quadragési-
MmO quinto dia em diante. Nesta fase observou-se atra-
ves da secgdo a presenga do tecido de granulacao in-
vadindo a luz do implante; em todos os implantes no-
tou-se um acumulo sero-fibrinoso no seu interior. O se-
xagesimo dia caracterizou-se nos dois grupos pelo des-
gaste da superficie externa da bioprétese, contudo estas
guardavam sua forma e integridade estrutural primitiva.
Foi observado nesta fase densa formacao de aspecto
colagenico envolvendo as préteses, sendo mais desor-
ganizada e exuberante no primeiro grupo. A secgao
transversal diagnosticou-se pequenos focos de sangra-
mento, sendo mais discretos no segundo grupo.

Microscopia Optica

A microscopia Optica do primeiro grupo aos 30
dias, demonstrou grande perda epitelial da bioprétese,
com dissolugao das células glandulares. O masculo pla-
tisma apresentava processo inflamatério crénico na re-
giaoc de contato com a adventicia da prétese, se organi-
zando em tecido de granulacdo. Aos 45 dias observou-
S€ a prsenga de exsudato fibrinoso na mucosa da bio-
protese e marcante fibrose substituindo o tecido de gra-

TABELA 1 - Bioprotese traqueal. Alteragées macro e mi-
croscopicas nos caes com implantes ecté-

PICOS.
Tempo de implantacao (dias)
Alteracoes — —
30 45 60
MACROSCOPICAS
-Tunica fibrosa +(A) + + + + +
-Incorporacao -(B) + +
-Exsudato luminal + + 4
-Sangramento - + +
-Sinequias + ++4+ 4+
MICROSCOPICAS
-Descamacao epitelial + + + + + +
-Infiltragao inflamat6ria
no retalnc muscular A/C(C) C -
-Tecido de granulagéao + + +
-Fibrose + + +++  +++

(A) - + ou leve, ++ ou moderado, +++ ou acentuado
(B) - - ou ausente, + ou presente

(C) - A ou agudo, C ou crénico
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nulacao. Nas areas mais afastadas da regidao de contato
bioprotese-retalhno muscular detectou-se a degeneragao
da musculatura esqueletica com deposicac de tecido
colagénico. Ao sexagésimo dia observou-se intensa fi-
brose, depositando-se sobre a adventicia da prétese. A
musculatura demonstrava-se intensamente colagenizada,
restando ainda pequenos focos do mauasculo esquelético
degenerado.

No segundo grupo, aos 30 dias, diagnosticou-
se, pela microscopia, a presenga de tecido. de granula-
¢ao associado a focos de processo inflamatério crénico
granuiomatoso na regiao de contato grande omento-pré-
tese biologica. Aos 45 dias esta regido encontrava-se fi-
brosada enquanto a adventicia permitia a penetracdo de
pequenos capilares neoformados. Em todo o retalho de
grande omento presenciou-se um processo inflamatério
cronico. No sexagésimo dia era completa a fibrose no
retalho junto a protese. Esta demonstrava intenso des-
gaste, com desnudamento epitelial associado a deposi-
¢ao de exsudato fibrinoso. A adventicia com peguenos
capilares neoformados, mostrava-se intensamente fibrosa-
do (Tabela 2).

Comportamento bioffsico dos implantes

Bioprotese de material suino. resistiu a tensao

TABELA 2 - Bioprétese traqueal. Alteragbes macro e mi-
croscopicas nos caes com implantes ecto-

PICOS.
Tempo de implantacao (dias)
Alteracoes — e e
30 45 60
MACROSCOPICAS
-Tunica fibrosa 4+ (X) + + + +
-Incorporacéo + ) + +
-Exsudato uminal + + +-
-Sangramento - + +
-Sinéquias + + + + + +
MICROSCOPICAS
-Descamacao epitelial + + ++ +
-Infiltracao inflamatoria
no retalho do grande
omento cl2) C :
-Tecido de granulacao + + -
-Fibrose + + + ++

(x) + ou leve, ++ ou moderado, +++ oOu acentuado

(y) - ou ausente, + ou presente
(z}) - ou ausente, C Ou Cronico

meédia a ruptura de 132,5N, com coeficiente de variagao
de 3,8% (excelente precisao). A deformagao especifica
meédia a ruptura foi de 0,49cm/cm, com coeficiente de
variacao de 10,2% considerado de boa precisao (Figura

1 e Tabela 3).
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FIGURA 1 - Bioprétese traqueal canina. Deformacdes (d)
ocorridas durante a adicao de pesos (N)
verticals a cada 30 minutos.

TABELA 3 - Bioprétese traqueal suina. Analise biofisica.

Amostras
Medidas e
S1 S2 S3 54

Peso & ruptura (N) 130,00 140,00 130,00 140,00
Comprimento inicial{cm) 3,75 3,24 3,33 3,70
Diametro externo(cm) 1,90 2,16 1,84 2,40

Espessura(cm) 1,66 1,83 1,59 1,75
Deformagao a ruptura
(cm) 1,50 2,000 1,80 1,40
Deformacao maxima a
ruptura(cm) 0,44 0,56 0,47 0,47

Bioprotese de material canino: a tensao media a
ruptura foi de 190N com coeficiente de variagao de
961% (boa precisao) (Figura 2 e Tabela 4 ). A defor-
macao especifica média a ruptura foi de 0,41cm/cm
com coeficiente de variacao de 10,73% (boa precisao).

Bioprétese traqueal humana: a tensac media a
ruptura foi de 215N com coeficiente de variagao de
19,4% (precisdo razoavel) devido a variagoes dimensio-
nais das biopréteses. A deformacado média a ruptura foi
de 0,5icm/cm com coeficiente de variagao de 13,7%
(boa precisao) (Figura 3 e Tabela 5).

DISCUSSAO

O processo de incorporagao observado quando
se implanta tecidos de origem sintética ou biologica, em
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FIGURA 2 - Biopro6tese traqueal humana. Deformacoes

(d) ocorridas durante a adicao. de pesocs
(N) verticais a cada 30 minutos.

TABELA 4 - Bioprotese traqueal canina. Andlise biofisica.

T Ees—

Amostras
Medidas —_—

C1 C2 C3 C4

T - -

Peso a ruptura (N) 200,00 180,00 170,00 210,00
Comprimento inicial{cm) 2,00 2,20 3,30 2,00
Diametro externo(cm) 1,60 1,20 2,29 1,80

Espessura{cm) 0,11 0,12 0,13 0, 12
Deformacao a ruptura
(Cm) 0,90 0,97 1,25 0,91
Deformagao maxima a
ruptura{cm) 0,45 0,37 0,38 2,15

. . m L T

retalhos de musculo ou grande omento, ficou bem ca-
racterizado. Observou-se através da macroscopia a pre-
senga de pequenos sangramentos na superficie externa
da bioprétese, como também pela MIicroscopia optica,
quando penetraram fibroblastos e células endoteliais,
atraves da adventicia dos implantes no quadragésimo
quinto dia, em ambos 0s grupos. Notou-se uma maior
organizagao do tecido de granulagao nos implantes de
retalno muscular. HEBERHOLD et al (1980), STRNAD
(1981) e ILBERG (1982) descreveram este processo de
INCOrporagao na correcéo de defeitos traqueais. LIMA et
al (1982) assinalararam a Capacidade do grande omento
eém vascularizar segmentos bronqueais, facilitando sua
Cicatrizagd@o quando anastomosados. BEALDERMAN &
WEINDELATT (1987) e MORYAMA et al (1989) discorda-
ram afirmando que o suporte vascular oferecido pelo re-
taino nao e suficiente para manter a viabilidade da carti-

lagem e do epitélio respiratério em enxertos traqueais
nao preservados. DESCHAMPS et al (1989) demonstra-
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FIGURA 3 - Bioprétese traqueal sufna. Deformacées (d)
ocorridas durante a adicao de pesos (N)
verticais a cada 30 minutos.

TABELA 5 - Bioprétese traqueal humana. Anélise biofisi-
ca.

Amostras
Medidas — -

H1 H2 H3 H4

Peso a ruptura (N) 210,00 260,00 160,00 230, 00
Comprimento inicial(cm) 4,85 5 25 4,21 3,2
Diametro externo(cm) 2,24 2,20 1,90 2,06

Espessura(cm) 0,36 0, 21 0,30 0,27
Deformacao a ruptura

(cm}) | 2,76 2 31 1,96 1,80
Deformacao méaxima a

ruptura(cm) 0,57 0,44 0,47 0,56

ram a manutencao deste epitélio em enxertos traqueais
criopreservados e vascularizados por retalho vascular.

A angiogénese observada nos implantes envelo-
pados pelo platisma e grande omento tem como ori-
gem O processo -inflamatorio crénico encontrado. MATHI-
SEN et al (1988) acrescentaram que 0 omento represen-
ta uma fonte de suprimeto vascular e fibroblastos, asso-
clado ao fator angiogénico existente em sua gordura.

O glutaraldeido tamponado a 2,5% proporcio-
nou a manutengao da estrutura do implante, flexibilidade
e rigidez tambéem descrito por FAHIMI & DROCHANS
(1965) e MACK et al (1990) em implantes de pericardio
bovino preservado em glutaraldeido. O comportamento
bioquimico do preservante sobre o tecido traqueal, au-
mentando a sua resisténcia, foi descrito por EAGAR et
al (1986) e HEY et al (1990) onde destacaram o "cross-
inking" como o principal mecanismo responsavel pelo
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T -

fendmeno de resisténcia a fadiga e durabilidade obser-
vado em proéteses valvulares cardiacas de pericardio bo-
vino. A esterilidade comprovada in vitro neste experimen-
to, sequndo KORN (1972), tem como origem nao sO o
mecanismo de reticulacao do giutaraldeido, mas tambem
pela facilidade com que o0s radicals amino da parede

celular bacteriana se expdem em pH alcalino a agao do
preservante.

CONCLUSOES

O glutaraldeido tamponado a 2,5% manteve a
~ esterilidade das amostras durante 0 periodo de preser-
vagao.

A bioprétese quando implantada ectopicamente
provoca intensa reagao inflamatdria sendo mais intensa
nos implantes preservados em glutaraldeido tamponado
a 2,5%, no musculo cutaneo cervical.

A colagenizagao dos implantes ocorria em de-
corréncia da fibrose continua, substituindo o tecido de
granulagao nos retalhos.

Os implantes apesar do desgaste, mantiveram a
estrutura primitiva no final de 60 dias da implantacao.

No teste de resisténcia a ruptura, a traquéia hu-
mana apresenta a maior resisténcia a tensdes verticais,
seguida pela canina e por Ultimo a suina.

Melhores resultados em termos de morfologia,
resisténcia e elasticidade, foram obtidos com traquéias
de suinos (coeficiente de variacdo de 3,8%) conforme

pode ser visualizado pela proximidade das curvas € 0s
mais dispersos, obtidos com a traquéia humana e cani-
na.

A descontinuidade nos pontos das curvas, de-
ve-se ao dispositivo de ensaio e possiveis rupturas par-
ciais das fibras reticuladas pelo glutaraideido, alem das
diferencas estruturais dentro de cada espeécie.

A traqueia suina foi a mais homogénea em ter-
mos de estrutura e resisténcia.

FONTES DE AQUISIGAO

~a - LN.C. - Biomeédica Ltda. Sac José do Rio Preto, SP.

b - ACEPRAN 0,2% - Laboratério Andromato Divisao Agricola e Veteri-
naria, Sao Paulo, SP.

¢ - THHONEMBUTAL - Abbott Laboratérios do Brasil Ltda. Sac Paulo,
SP.

d - GLUTARALDIALDEHYD 25%. Solution in water - riedl - dehagn. Seel-
ze, Hannover.

e - PROLENE CARDIOVASCULAR 4-0 - Johnson & Johnson S.A. Sao
José dos Campos, SP.

f - MONONYLON CUTICULAR 3-0 - Ethicon Johnson & Johnson S.A.
Produtos Profissionais, Sao José dos Campos, SP

g - TIOGLICOLATO DE SODIO - Biobras, Bioquimica do Brasil S.A. Mi-
nas Gerais.

h - AGAR SABOURAUD - Biobras, Bioguimica do Brasil S.A. Minas Ge-
rais.

i - MEIO SELETIVO MICOBIOTICO - Biobras, Bioquimica do Brasil S.A.
Minas Gerais.
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