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RESUMO

Foram interpostos 20 segmentos de artéria caudal bovina, até
entao, considerada inédita, na aplicacao clinica ou experimental,
tratadas com glutaraldeido e formaldeido, nas artérias femorais de
dez caes. O periodo de seguimento pds-operatério variou de 180 a
297 dias. Foram avaliados: Fungao motora, pulsos (a palpacao e ao
ultra-sénar), variagcdes das pressoes arteriais sistdlica, diastdlica e
média e fluxo através do enxerto, assim como consisténcia,
dilatacdo e coloracao quando da retirada dos enxertos. Nao houve
obitos, alteragdo da marcha ou infeccao nas feridas operatorias.
Houve trombose total (15%), trombose mural focal (30%), reagéo
linfoplasmocitaria focal da adventicia (100%), calcificacdo nas
miocélulas (5%), reendotelizagdo total (60%) e parcial (30%).Por
apresentar adequacdao com diametro de pequenas artérias, ter
comprimento suficiente para substituir ou atingir os diversos

segmentos de artérias distais, apresentar rapida endotelizacao,



bem como flexibilidade, demonstram a receptividade ao uso da

ACB como enxerto vascular alternativo.



INTRODUGAO

A procura por um substituto vascular ideal, tem proporcionado
ensaios alternativos os mais diversos no curso do tempo. Apesar de
todo avanco do padrao tecnolégico industrial e laboratorial, falta um
consenso na escolha de um enxerto superior como substituto
vascular, haja vista, o grande numero de enxertos disponiveis,
sejam eles autologos, heterolégos, homoldégos e ou as préteses

sintéticas®

3,6,11,13,16,17,25,26,27,28,29,30,32,34,35,38,44,50,56,57,61,63,65,70,74,79,80,81,82,84,,85,86,89,90,9
3,94,95,96,98,99,104,105,111,115

A veia safena magna figura entre os enxertos autolégos mais

freq[]entemente utiIizad0825,26,29,35,40,50,75,94,95,104,1 05

Foi usada pela
primeira vez por Kulin em 1949°® Sua aplicabilidade como
substituto arterial em cirurgia vascular periférica e cardiaca
59,67,110

permitem seguimentos evolutivos acima de quinze anos

Contudo, o desenvolvimento de doenca arterioesclerotica e



aceleracdo da  hiperplasia intimal, constituem problemas
freqUentes1°’23’53'68'92.

As artérias toracicas internas tornaram-se o enxerto ideais nas
cirurgias de revascularizagdo do miocardio, pér serem relativamente
livres de arteriosclerose e possuir um grau de paténcia de 96% no
curso de dez anos, seja ela usada in situ ou como enxerto livre
8,37,39,5163,64,656668.87.102122 \135  pela sua localizagdo, tem pequena
disponibilidade e aplicabilidade, outras, se nao nas cirurgias de
revascularizacdo do miocardio.

O emprego das veias cefalicas e basilica como conduto
arterial, foi pela primeira vez descrito por Kakkar em 1969
Apresentam, contudo, alto indice de trombogénicidade® 9839398113

Dardik e Dardik, em 1976 utilizou a veia umbilical
humana, como substituto arterial sem aceitacao clinica'>"%1%,

Deve-se a Pellicer em 1989%, a utilizacdo da artéria
umbilical humana na reconstituicdo experimental de trompas de
coelhas, sem sucesso.

As artérias gastroepiploica direita, radial, epigastrica inferior e
esplénica, vem sendo muito utilizadas como enxertos alternativos,
especialmente nas cirurgias de revascularizagdo do miocardio.
Entretanto os seus seguimentos clinicos por serem recentes, ainda

merecem melhor avaliaggo®'"1871.79.101.111.114.119,



A utilizagcdo de vasos placentarios congelados, em estudos
experimentais em coelhos, por Chow et alii em 1985", mostrou
baixa paténcia. 4

Voorhees e Jartetzki, em 1952"" foi quem primeiro utilizou a
prétese sintética, inicialmente fabricadas em Vinion N. A partir
deste ensaio outros substitutos vasculares sintéticos surgiram na
literatura. Iniciando-se pelas proteses de nylon corrugado
desenvolvido por Edward e Tapp em 1955*, que posteriormente
cederam lugar as proteses téxteis mais duraveis, confeccionadas
em dacron e polytetrafluretileno (PTFE), também conhecidas como

teflon®"30-3

Destes, tem seu uso consagrado, os enxertos de
Dacron retos ou bifurcados, na substituicdo de seguimentos da
aorta ou aorto-femurais, e o PTFE na construgdo de shunts
arteriovenosos, bypass arterio-arterial, com pouca aplicabilidade
nas cirurgias de revascularizagdo do miocardio'*?24%69:90.106.120

Sandusky et alii, em 1992% introduziu a utilizacdo da
submucosa do intestino delgado de porcos na fabricacdo de
enxertos bioldgicos alternativos em caes. Seguindo-se por Lantz et
alii, em 1993%, entretanto apesar dos bons resultados
experimentais, ndo houve aceitacio clinica.

Os métodos de preservacdo e conservacdo dos homo e

heteroenxertos arteriais ou venosos homdlogos ou heteroldégos sao



satisfatérias, embora ndo tenham ainda alcancado os objetivos

: 2,5,13,29,34,38,41,47,55,62,70,84,85,86,88,99,107,108,116,118,121.
desejados :

5

Deve-se a Carpantier et alii em 1968"?, o grande avanco nesta
area, com a adocado do glutaraldeido e do formaldeido como
substancias de conservagado e preservacao de material bioldgico
heterolégo na construgao de proteses cardiacas. Obtem-se entédo, a
estabilizagcdo do colageno e da proteina, reduzindo a antigenicidade
e promovendo a fixacao tecidual®'.

Recentemente a cultura da matriz extracelular de fibroblastos
humanos sob préteses sintéticas, as mais diversas, sugerem
resultados promissores, ainda em observacao®*®""3,

Os heteroenxertos arteriais bovinos foram utilizados a partir
de Rozemberg et alii, em 1955%. Foram empregados como
enxertos alternativos por Keshishian, em 1970°® em desvios
subclavio-braquial, carétido-subclavio e aorto-renal, na construcao

7,8,36,44

de fistulas arteriovenosas em pacientes para hemodialise,

por Chinitz et alii em 1972, no reparo de defeitos traqueais por

Ulshimid em 1986'%. Recentemente estes heteroenxertos surgiram

48,81,117

no mercado para revascularizacado de pequenas artérias e na

103249100 Entretanto, estes enxertos

revascularizacdo do miocardio
mostram variacdo de paténcia de estudo para estudo, seja pela

inadequacao dos didametros das artérias a serem revascularizadas,



seja pela diferenca de textura do enxerto ou pelo método de
preservacio e ou conservacdo empregados’’+36:42:48:49.77.100.103. 112,117,

Eventualmente o cirurgido depara-se com situagdes onde ha
impossibilidade de utilizagdo de enxertos autolégos, seja pela
presenca de varizes, tromboflebite ou por terem sido utilizados em
procedimentos cirurgicos anteriores.

A presente investigacdo € um estudo experimental do
comportamento da artéria caudal bovina, até entdo inédita na
utilizac&o clinica ou experimental, como substituto de seguimentos
de artéria femoral em caes. Ela objetiva a busca de um conduto
bioldgico alternativo, que tenha uma adequagao com o diametro
arterial, tenha comprimento suficiente para atingir ou substituir
diversos seguimentos de artérias bem distais, de facil obtencao,
que possua estrutura histolégica semelhante aos vasos nativos, que

tenha capacidade de rapida endotelizagdo e que seja

economicamente viavel.



METODOS



2.1 - PREPARAGAO DO ENXERTO DE ARTERIA

CAUDAL BOVINA:

Os espécimes de artéria Caudal Bovina (ACB), foram colhidos
imediatamente apds o abate, em matadouro publico, autorizada
pela Inspecao Sanitaria Ministério da Saude, sendo os animais
machos, com idade variando de trinta a secenta meses e
devidamente inspecionados pela legislatura vigente.

A disseccgao foi cuidadosamente realizada para evitar danos
as ACB, que possui cumprimento médio de setenta centimetros,
podendo chegar até noventa centimetros. Logo apds a disseccéo,
os segmentos arteriais foram acondicionados em recipientes com
solugao hiperténica de NaCl tamponada com MgSQO, 8 miliosmois a
ph 7.4 com tampéo fosfato 0,13m. (sol 1) a uma temperatura de
quatro graus centigrados por um periodo de quatro horas,
seguindo-se ja em ambiente estéril e sob condigdes de assepsia e
anti-sepsia, a primeira limpeza, retirando-se o tecido adiposo junto a
adventicia e a ligadura de seus ramos com pontos isolados de

polipropilen (Prolene 6-0). Os segmentos que por ventura



apresentassem indicios de trauma ou lesdo da adventicia foram
descartados, sendo utilizados estes critérios para descartes
posteriores. 9

ApOs a primeira limpeza, os seguimentos de ACB, foram
acondicionados em recipientes individuais com solucido de
glutaraldeido a 0.5% (sol 2), por um periodo de setenta e duas
horas. Em seguida, nova limpeza, selecdo, seccdo em segmentos
medindo cerca de cinco centimetros e separacio pelo diametro do
vaso (2,3 e 4mm).

Seguindo-se 0s mesmos critérios anteriores para exclusdo.Os
segmentos considerados aptos permaneceram por mais doze dias
em recipientes individuais na solugao 2.

No décimo terceiro dia receberam a ultima limpeza, sendo
acondicionadas individualmente na solugao de preservacgéo (sol 3),
constituida por solucdo de formaldeido a 4 %.

Antes dos implantes os enxertos foram submetidos a cultura
bacteriana para controle de qualidade, nao se registrando
crescimento bacteriano, nas amostras estudadas. O cronograma de

tratamento da artéria caudal bovina esta demonstrado no anexo |.

2.2- PROTOCOLO EXPERIMENTAL.:



Foram implantados segmentos medindo cerca de trés

centimetros, de enxertos de ACB, nas artérias Femorais de dé%

caes mesticos, com idade em torno de trés anos, peso meédio de

11,2 kg, no Nucleo de Cirurgia Experimental do Hospital das

Clinicas da Universidade federal de Pernambuco. (tabela I)

TABELA | - Sexo, peso, idade, marcha inicial, pulso inicial a palpacao
e por ausculta por ultra-sénar doppler dos animais de
experimentacgao.

Peso | Idade Pulso Ultra-sénar
Animal | Sexo | (Kg) | (meses | March esq. esq.
1 M 11, 30 P +++  +++ A+
2 F 0 28 +++  +++ F++ 4
3 M 11, 31 P +++ +++ HH+
4 F 0 30 P +++  +H++
) F 11, 29 P +++ A+ -+
6 F 0 29 P +++  F++ A+
7 F 10, 30 P +++ +++ 4+
8 M 0 31 P +++ +++
9 M 11, 32 P +++ +++
10 M 3 30 P +++  F++ A+
X=10,6 30

Os caes foram submetidos a exame clinico, vacinacéo,

tratamento antiparasitario e quarentena. Os animais escolhidos n&o

apresentavam alteragdes da marcha. Tiveram os pulsos femorais

aferidos pela palpacdo, analise com estetoscépio ultra-sénico EU
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700 (IMBRACRIOS), estabelecendo-se como critérios de avaliagao
+ = fraco, ++ = moderado, e +++ = amplo (Tabela [). Foram
admitidos neste estudo os animais que apresentavam pulso femoral
amplo.

A presséo arterial sistolica e diastdlica foi aferida nas patas traseira,
utilizando-se esfignomanémetro aneroide, marca Labtron, através
do meétodo auscultatério. Estas medidas foram utilizadas como
parametro para acompanhamento e observacdo pds-operatéria.
(tabela 1)

Adotaram-se como critérios de identificacdo dos enxertos, a
designacado de 1 até 20, para os caes em ordem crescente de
realizagdo do procedimento e 2 para os enxertos interpostos na
artéria femoral direita e 1 para o enxerto interposto na artéria

femoral esquerda dos cées.

2.2.1 — TECNICA DE IMPLANTE

Foi utilizado como agente pré-anestésico o MIDAZOLAN na
dose de 0.15mg/kg/peso, por via subcutanea, trinta minutos antes
da realizagao do procedimento cirurgico.

A cirurgia para implante foi realizada em ambiente asséptico,

sob anestesia geral intravenosa, utilizando-se CLORIDRATO DE
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KETAMINA 0.2 mg/kg/peso e o BROMETO DE PANCURONIO
0.08mg/kg/peso. Tendo sido realizada a manutengdo com
TIOPENTAL SODICO 2,5% na dose de 12.5mg/kg/peso. Foi
utilizado ventilador Takaoka modelo 6000, com volume corrente de
15ml/kg/peso.

Em condigdes assépticas, a incisdo no terco médio da pata
foi realizada, sendo a artéria Femoral dissecada e isolada. Os
ramos arteriais ao nivel e abaixo do seguimento escolhido para
interposicdo do enxerto foram ligados com fios de algodao 4-0 e
secionados, para evitar fluxo colateral para o seguimento inferior ao
enxerto. Antes do pingcamento arterial, 100 mg/kg/peso de Heparina
foi administrada por via intravenosa. A artéria Femoral foi entédo
pingada proximal e distalmente, e um segmento medindo cerca de
dois centimetros foi excisado e realizada a interposicdo de um
segmento de enxerto de ACB, medindo cerca de trés centimetros,
termino-terminal com sutura continua com fio de monofilamento de
polipropileno (Prolene 7-0). Apds o despingamento, foi revisada a
hemostasia e a ferida fechada por planos anatémicos, sendo, na
pele, realizada sutura intradérmica com fio de Mononylon 5-0.

Em seguida, obedecendo a mesma técnica descrita foi
realizada interposicao na artéria Femoral contra-lateral. E ao seu

termino a reversao anestésica era feita com NEOSTIGMINE 0.06
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mg/kg e SULFATO DE ATROPINA 0.01mg/kg, sendo o animal
extubado e com a normalizagdo dos sinais vitais, encaminhado a

sala de pds-operatorio.

2.2.2 - OBSERVAGAO POS-OPERATORIA

Os animais permaneceram isolados nos primeiros sete dias
de pods-operatorio, sendo observados diariamente as funcdes
motoras das patas traseiras, mensurados os pulsos, através da
palpacdo e do estetoscopio ultra-sébnico e aferidas as pressdes
arteriais sistélica e diastdlica nas patas traseira esquerda e direita.
Apos este periodo inicial, os caes foram observados a cada dez
dias até o primeiro més e a cada trinta dias, até reoperacdo para
retirada do enxerto.

O periodo de observacido pos-operatoria variou de 180 a
297 dias, com média de 222,6 dias. (tabela Il)

N&o houve 6bitos no seguimento estudado.

14



TABELA Il - Tempo de observacao pds-operatéria dos animais de
experimentagao.

_ Tempo de
Animal observacao

18
4
20
7
18
3
21
4
25
2

© 00 N O o B WON -

-
o

X =223 DP = 39 26

2.2.3- OBSERVAGAO DO ENXERTO DE ARTERIA

CAUDAL BOVINA

Passado o periodo de observagao pos-operatdria, superior a
seis meses, os cdes foram reconduzidos para retirada do
seguimento implantado de ACB, tendo sido empregada a mesma
técnica anestésico-cirurgica descrita anteriormente para o implantes

Isoladas as artérias Femorais, foram analisados os aspectos
macroscopicos dos enxertos, pela sua consisténcia, coloracao,
presenca de inflamacgao, dilatacdo, trombose, assim como pulso

distal ao enxerto. Foram adotados como critérios de avaliacdo e



usadas as seguintes siglas. Para consisténcia: A (normal ou igual
ao enxerto fixado), B (maior que a do enxerto fixado), C (levemente
calcificado) e D (calcificado); Para coloracédo (+ se houve mudanca
da cor do enxerto pos-fixado e - se ndo houve alteracdo da cor do
enxerto pos-fixado); Para inflamacao (S= presenca e N= auséncia);
Para dilatagdo (n normal ou igual ao tamanho do enxerto interposto
e > para os que aumentaram de didmetro acrescido do valor); Para
trombose (CF= presenca de fluxo sanguineo através do enxerto
SF= auséncia de fluxo sanguineo através do enxerto)

As medidas da presséao arterial média foram feitas através de
um sistema composto por um cachimbo de vidro com coluna de
mercurio, conectado a um extensor e jelco numero 20, que foi
introduzido antes e apds o enxerto.

ApoOs as medidas de pressao arterial média, a artéria femoral
do cao foi secionada distalmente ao enxerto, sendo avaliado o fluxo
sanguineo através do mesmo. S6 entdo, o enxerto foi retirado
trazendo consigo um seguimento da artéria femoral do céo
amontante e ajusante medindo cerca de um centimetro. O enxerto
foi lavado com solucdo de tampao fosfato a 0.1 m pH=7.4, sendo
secionado no sentido longitudinal em duas partes, uma sendo

colocada em solucdo de formalina a 10% para ser encaminhada



para microscopia optica e a outra colocada em solucéao fixador a de
Karnovsky para microscopia eletrénica de varredura.

A mesma técnica foi reproduzida no lado contra-lateral.

2.2.4 - AVALIAGAO PELA MICROSCOPIA OPTICA

O segmento do enxerto, cortado longitudinal fixado em
solucdo de formalina a 10%, foi seccionado em trés porcdes
medindo cerca de sete milimetros, compreendendo a sutura
proximal com a artéria nativa (foi denominado P = proximal), a parte
medial do enxerto (denominada de E = enxerto) e a sutura distal
(denominada de D = distal) com a artéria nativa. Foram
desidratados com alcool etilico, diafanizados em cloroférmio e
incluidos em parafina.

Foi utilizado o processador automatico SAKURA modelo VRX-
23, programado para doze horas. Foram realizados cortes de
quatro micra de espessura, obtidos em micrétomo horizontal
YAMATO KOCHI, foram corados pela técnica de hematoxilina-
eosina e pelas técnicas de Masson para fibras elasticas, e de Van
Gieson para fibras do colageno. Os trés cortes que compunham
cada porcao proximal, enxerto e distal foram analisados pelas

camadas intima, lamina limitante interna, miocélulas, lamina



limitante externa e adventicia sendo descritas as alteracdes que
apresentaram ou ndo em cada camada.

As microfotografias foram obtidas em microscépio OLYMPUS,
modelo BH-2, equipado com sistema fotomicrografico OLYMPUS,

modelo PM10AD.

2.2.5 - AVALIAGAO PELA MICROSCOPIA ELETRONICA

DE VARREDURA

O seguimento fixado na solugdo de Karnovsky apos 24 horas
foi também cortado em trés por¢cdes como anteriormente descrito
para o estudo em microscopia 6ptica. Em seguida foram lavados
em solucdo tampdes a 0,2m, e apos fixagdo em tetradxido de osmio
a 1% por duas horas, desidratados em seguida, em concentragcdes
crescentes de alcool etilico. Dissecados pelo processo de ponto
critico com CO, liquido e finalmente foram recobertos com ouro,
empregando-se o ION SPUTTER, JEOL, modelo JFC-1100. Para
analise da superficie interna e das camadas das artérias foi
utilizado o microscopio eletrébnico de varredura JEOL, modelo JSM,
T200.

Os segmentos proximal, medial e distal foram analisados

levando-se em consideragcdo a endotelizacdo total ou parcial,



presenca de células inflamatorias, material fibrinogénico e depdésito

mineral.

2.3- DESENVOLVIMENTO DO PROJETO

O projeto foi desenvolvido no Nucleo de Cirurgia
Experimental do Hospital das Clinicas da Universidade Federal de
Pernambuco, no Laboratorio de imuno patologia Prof. Keizo Asami

(LIKA) e no LAPAC.

2.4 - ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos por suas médias e desvios
padrdes. Para analise de diferencas entre médias aplicou-se o teste
de “t” de Student para amostras relacionadas. E para analise das
amostras qualitativas o teste de y° Aceitou-se como limite de

rejeicao da hipotese de nulidade p > 0,05.
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2.5-SIMBOLOGIA



v?> = quiquadrado

“t” = teste student
X = media

DP = desvio padrao
+ = fraco

++ = moderado

+++ =amplo

A = consisténcia normal
B = consisténcia maior que a do enxerto preservado
C = calcificacao focal

- = auséncia de alteracio da coloracao do enxerto

S = presenca de inflamagao
n = sem dilatacao dos enxertos
> = aumento do diametro

CF = com fluxo

SF =sem fluxo



RESULTADOS

21
3.1 - A distribuicdo das medidas de pulso a palpacio e ao ultra-
sOnar estao descritas na tabela Ill.
Pulso palpacao Pulso ultra-sdnar
Inicial Final Inicial | Final Inicial Final Inicial | Final
Animal |esquerda|esauerda | direita | direita | esauerda | esauerda | direita | direita




1 +++ +++ +++  +++ +++ +++ +++ 4+
2 +++ +++ +++  +++ +++ +++ +++  +++
3 +++ + + ++ +++ + + ++
4 +++ +++ +++ 4+ +++ +++ +++ 4+
5 +++ +++ +++  +++ +++ +++ +++ 4+
6 +++ + + + +++ + + +

7 +++ +++ +++ + +++ +++ +++ +

8 +++ +++ +++ 4+ +++ +++ +++ 4+
9 +++ +++ +++ 4+ +++ +++ +++ 4+
10 +++ +++ +++  +++ +++ +++ +++ 44+

¥*=111p>0.05 ?=1,02p>0.05 +*=111p>0.05 ?=1,02p>0.05
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3.2 - A distribuigdo das alteragdes dos aspectos macroscopicos na
retirada dos enxertos de ACB quanto a consisténcia coloragao,
presenca de inflamagao, dilatacdo, trombose, estdo descritas na
tabela IV.

TABELA IV — Consisténcia, coloracdo, inflamacéo, dilatacao e
trombose

Enxerto Consisténcia Coloracao Inflamacao Dilatacao | Trombose




1 A - N n CF
2 A - N > CF
3 A - N 2mm CF
4 A - N n CF
5 A - N n CF
6 C - N n CF
7 A - N n CF
8 A - N n CF
9 A - N n CF
10 A - N n SF
11 C - N > SF
12 B - N 2mm CF
13 A - N > CF
14 A - N 2mm SF
15 B - N n CF
16 B - N n CF
17 A - N n CF
18 A - N n CF
19 A - N n CF
23
20 A - N

n CF

diastolica eXZ@é @ inicial e na retirada Ndo enxgrté,: _’S@ quxdé@%.gg
sangue atraeles os enxertos de ACB, estao descritos na tabela V.

TABELA V - Pressao arterial sistélica, diastdlica e média inicial e na
retirada do enxerto e fluxo sanguineo através do

Pressao Presséo arterial Fluxo sangue
Animal arterial Esquerda Direita atraves enxerto
Pré- | Pos- Pré- | Pos-
Inicial Retirada | enx. | enx. enx. | enx. esq. dir.
1 140x 80 130x 80 115 115 115 115  +++ it
2 140x 90 140x 80 120 120 120 120 +++ +++

3 130 x 90 80 x 50 105 60 105 105 + +++

A o~ 4 o~ o~ 4 &~ 4 o~ o~ 2 o~ o~ 2 o~ o~ 4 o~ o~ 4 o~ P~



X 136 x 92 116 x 74 116 9 116 103
DP 5 9 28 23 6 9 6 27

t 224p>0.05 219p>0.05 1,91p>0.03 1,49 p > 0.05

24

3.4 - A distribuigao das alteragdes histologicas da camada intima
dos seguimentos do enxerto estudado, estdo descritas na tabela VI.

TABELA VI - Alteragdes histologicas da camada

Camada Porcao do enxerto na retirada
intima Proximal Medial Distal
Normal 12 12 12

Proliferacédo da intima

Trombo mural inicial

N O O O
A O N DN

1
2
Trombo com neoformacédo vascular 1
4

Trombo organizado



| 1 !
| 1T 1
1,33p>0.05 2,33p>0.05

| |
! 0,16 p > 0.05 !

x2 =
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3.5 - A distribuicdo das alteragdes histolégicas da camada da
lamina limitante interna dos segmentos dos enxertos retirados estao
distribuidas na tabela VII.

TABELA VIl - Alteragdes histolégicas da camada limitante

Camada LLI Porcéao do enxerto na retirada
Observagoe Proximal Medial | Distal
Normal 19 20 18
Tortuosidades 1 0 1
Calcificagéao 0 0 1

0,51 p>0.05 1,05p>0.05




0,051 p > 0.05 !
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3.6 - A distribuicao das alteragdes histologicas da camada das
miocélulas dos segmentos dos enxertos retirados estao distribuidas
na tabela VIII.

TABELA VIII - Alteragdes histoloégicas da camada das

Camada das Porcao do enxerto na
miocélulas retirada

Normal 13 19 17
Infiltrado inflamatariio 2 0 0

Infiltrado inflamatério +
neoformacéao vascular 2 0 0
Calcificacao focal

Miocitolise 1 0 2



| L Il
| 1 !
217p>0.05 1,05p>0.05

|
258 p > 0.05 !

Y2
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3.7 - A distribuicdo das alteragdes histologicas da lamina limitante

externa dos segmentos dos enxertos retirados estao distribuidas na
tabela IX.

TABELA IX - Alteragdes histologicas da lamina limitante

Camada LLE Porgao do enxerto na

Observagoe retirada

Normal 20 20 19

Tortuosidade 0 0 1
| 0,51 p > 0.05 |

x2 =

0,051 p>0.05



28

3.8 - As distribuicdes das alteracdes histologicas da adventicia dos
segmentos retirados estao distribuidas na tabela X.

TABELA X - Alteragdes histoldgicas da

Camada Porgao do enxerto na
adventicia retirada
Normal 0 1
Congestéo 10 8
Infiltrado inflamatériio 8 2
Infiltrado inflamatério

+ 2 9 4

neoformacao vascutar

x2 =

4,63 p>0.05 2,34 p>0.05

|
0,97 p > 0.05 !




3.9 — A distribuicdo dos aspectos encontrados na microscopia
eletrGnica de varredura estio descritos na tabela XI.

TABELA Xl - Aspectos da microscopia eletrénica de

Segmento do enxerto

Observacoe retirado

Trombose inicial 3 2 3

Trombose total 3 3 3

Colageno 2 3 2

Depdsito 0 0 0
|

0,2 p>0.05 0,2p>0.05

|
0.2p>0.05 !






COMENTARIOS
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4.1 - ASPECTOS GERAIS

A utilizagcdo clinica dos heteroenxertos arteriais bovinos
decorreu da necessidade de construcdo de fistulas arteriovenosas
em pacientes portadores de insuficiéncia renal cronica e de doenca
vascular periférica®.

Entre estes heteroenxertos arteriais bovinos, os de artéria
cardtida sdo os mais utilizados, na construcdo de fistulas

arteriovenosas 16364478

e para substituir ou revascularizar
pequenas artérias®**"'%""7 Em seguida, foram industrializados os
enxertos de artéria toracica interna bovina, ambos apresentam

textura de suas paredes espessas e possuem diametro inadequado



provocando turbilhonamento excessivo quando utilizados nas

cirurgias de pequenas artérias?®4%77:100.103,
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A escolha da artéria caudal bovina como enxerto vascular
alternativo, até entdo nunca utilizada experimentalmente ou
clinicamente, deveu-se a observacdo da cauda bovina quanto a
flexibilidade, mobilidade e resisténcia. E apds a disseccdo, onde
observamos 0 seu comprimento médio que € de setenta
centimetros, suficiente para atingir ou substituir segmentos de
artérias distais, por possuir espessura da parede apropriada e
diametro compativel com os das pequenas artérias, variando de
dois a quatro milimetros, ser de facil obtencéo e de baixo custo.

Foi escolhido o cdo como animal de experimentaciao neste
estudo por ser de facil manipulacdo, baixa manutencgao, resistente,
aléem de ter sido ele usado na maioria dos experimentos neste
campo, apesar de Pare et alii®’, relatar alta incidéncia de
hiperplasia intimal nos estudos utilizando o cao como animal de
experimentagdo, chegando até, a contra indicar a sua utilizagdo. No
presente estudo, ndo foram observadas estenoses provocadas por
hiperplasia intimal, como ocorreu com grande frequéncia nos
estudos realizados por Somogyi et alii’’, Pare et alii®', Dardik et

alii’®, Harjula et alii**, Padilla Sanchez et alii®’ e Vasconcelos''?,

que utilizaram nao soé, heteroenxerto arterial bovino, como também



veia umbilical humana, veias safenas humanas e autotransplantes
de aorta de ratos. Foram observados um episédio de proliferacéo
da intima na porcao proximal (5%) e dois episédios de proliferagao
intimal na porcado distal (10%) do enxerto, sem oclusdo dos
mesmos. Estes resultados ndo foram estatisticamente significativos
(tabela VI). 33
O periodo de observacao pds-operatoria deste estudo variou
de seis a dez meses, portanto superior a maioria dos estudos
experimentais neste campo, que em média, foram inferiores a seis

meses de observacédo clinica (tabela II).

4.2 - METODO DE PRESERVAGAO E CONSERVAGAO

DA ACB.

Os métodos de preservacdo e conservagao dos
heteroenxertos embora nao tenham alcangado os objetivos
desejados, sao satisfatorios e a utilizacdo do glutaraldeido a mais
frequente, simples e de baixo custo. O glutaraldeido destaca-se nos
procedimentos de preservagao de enxertos bioldgicos, como
demonstrou Hayat*®, por ser microbicida, transmitir estabilidade ao
tecido biologico, atuando nas proteinas, e principalmente sobre o

colageno, permitindo a manutencédo da flexibilidade, durabilidade,
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diminuicdo da antigenicidade e esterilidade. Essas propriedades
sdo conferidas ao glutaraldeido pela sua estrutura quimica (1,5
pentanodial C5H802), que permite sua combinagdo com grupos
diversos (Hidroxila, carboxila e sulfidrila), proporcionando ligagcdes
estaveis e fortes, bloqueando reacées quimicas e inibindo enzimas.
O glutaraldeido foi utilizado neste estudo, em solugdo aquosa a
25%, composta por (4%), monohidratado (16%), dihidratado (9%),
e hemiacetil ciclico (71%), purificado com extragdes multiplas com
carvao ativado, até a diluicdo a 0,5% a pH=7.4 obtido no décimo
quinto dia quando deve ser descartado por perder as suas
propriedades.

A conservacao foi obtida com o formaldeido que nao possui
as mesmas propriedades do glutaraldeido por ndo formar ligacdes
tdo estaveis e fortes, mas proporcionam meio de preservacio e
esterilizacéo eficiente, aos tecidos tratados pelo glutaraldeido, como
descrito por Braile®, por isso foi escolhido como agente conservante
no presente trabalho, assim como é utilizado na maioria dos
enxertos biolégicos disponiveis comercialmente, com o mesmo

proposito.

4.3 - ALTERAGOES MACROSCOPICAS NO MOMENTO

DA RETIRADA DO ENXERTO DE ACB



4.3.1 - CONSISTENCIA
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As alteragdes de consisténcia nos trabalhos experimentais
utilizando-se heteroenxertos arteriais bovinos mostram variacoes
nos resultados entre 10 e 50%, apresentando desde pequenos
depdsitos de calcio até metaplasia com formacéo de tecido ostedide
e medula 6ssea, como demonstrado por Rosemberg et alii®* em
doze implantes de artérias carétidas bovinas em artérias femorais
de caes.

Sandusky et alii®®, comparando o implante de artérias
submucosas de porcos € heteroenxerto arterial bovino em artérias
cardtidas de caes, demonstraram em seguimentos de dois a cento
e oitenta dias, fibrose com depédsitos de calcio na adventicia em
90% dos casos.

Kaplan et alii®>, em seus estudos com implante de artérias
homologas tratadas por glutaraldeido, apresentaram calcificacédo
apos trés semanas de implante.

Padilla Sanchez et alii*®, comparando o uso de artérias
bovinas tratadas por fixina e pepsina, com auto transplante de

artérias frescas, mostraram alta incidéncia de calcificagdo nos



grupos estudados, com excegcdo do grupo de heteroenxertos
tratados pela fixina. 36

Macroscopicamente no presente estudo, foram observadas
consisténcias endurecidas em trés enxertos (15%), e dois
apresentaram calcificacdo focal (10%). Achados estes, que
mostram alteracdo de consisténcia global em 30%, sendo que
em15% deles referem-se a alteragdes discretas como aumento da
consisténcia, o que ¢ inferior a incidéncia descrito na literatura e
com tempo de seguimento meédio superior a maioria destes
estudos. Estes resultados ndo foram estatisticamente significativos

(tabela 1V).

4.3.2 - INFECGAO

A presenca de infecgdo na utilizacdo dos heteroenxertos
arteriais variam de estudo para estudo.

Wagner et alii'"’, mostraram incidéncia de 9% de infeccéo de
parede e 6% de infeccdo nos enxertos de artéria carétida bovina
quando implantados em artérias popliteas, com seguimento de até
vinte e cinco meses.

A incidéncia de infeccdo no uso dos heteroenxertos arteriais

bovinos na construcdo de fistulas arterio-venosas em pacientes



portadores de insuficiéncia renal cronica pode chegar a 5%, como
descrito por Guidon et alii**, Hander e Landman*®® e Winsett e
Wolma'®. 37

Benzel et alii*, comparando o uso de artéria mamaria bovina,
com outros enxertos na interposicao de artérias femorais de caes,
demonstrou a ocorréncia de granulomas, mais freqiuentemente que
quando da utilizagdo da veia safena autdloga e a ocorréncia de
infeccdo em todos os grupos com excecdo, no que foi utilizado
seguimentos de fascia lata autdloga, com seguimentos que
variaram de seis a doze semanas.

Donzeau et alii*? e lhashi et alii*, utilizando artéria mamaria
bovina na revascularizacdo do miocardio, ndo observaram em seus
estudos presenca de infeccao.

Neste estudo, ndo houve infeccdo da ferida operatéria ou do
enxerto a retirada. Creditando-se este fato, ao método de assepsia
e anti-sepsia usado e ou ao método preservagado e conservacao
dos enxertos, que proporcionaram a diminui¢gao da antigenicidade e
esterilizacdo eficaz do enxerto. Nao foi utilizada antibioticoterapia
profilatica durante o procedimento e no seguimento pds-operatério

deste estudo.

4.3.3 - TROMBOSE



A incidéncia de trombose nos heteroenxertos arteriais bovinos
em estudos realizados por Somogy’, De Takats’® e
Vasconcelos''? em aorta abdominal de caes é variavel e foi em
média de 25% . 38

Dale e Lewis®, em cirurgias arteriais restauradoras fémoro-
poplitea, apresentaram trombose em 40% dos enxertos.

Guidon et alii*?, utilizando artéria carétida bovina na
construcao de fistulas para hemodialise, demonstraram trombose
em 33% dos enxertos, com seguimento de até dezesseis meses.

Winset e Wolma'?®® demonstraram a presenca de trombose
em 50% dos casos, com a utilizacdo de heteroenxertos arteriais
bovinos, na construgcao de fistulas para hemodialise em cinquenta e
oito casos.

Teijera et alii'®, utilizaram a artéria mamaria bovina como
enxerto vascular nas interposicbes de segmentos de artérias
femorais de cées, em periodos que variaram de quatro horas a
nove meses. Constataram a presenca de trombose com variagcdes
de até 71% dos enxertos.

Donzeau et alii®’, utilizaram treze enxertos de artéria
mamaria bovina nas cirurgias de revascularizagdo miocardica,

como enxerto alternativo. Doze pacientes submeteram-se ao



reestudo hemodinamico, tendo apresentado trombose dos enxertos
em 45%. 39

"7 "em estudos clinicos com uso de artéria

Wagner et alii
carotida bovina em reconstrucio arterio-arterial de cento e sete
pacientes, mostrou presenca de trombose variavel de 36% no
primeiro ano de seguimento e 52% em dois anos.

Neste experimento, realizado em artéria femoral de caes, que
é tecnicamente mais dificil que os realizados em aorta abdominal,
ocorreu a presenca de trombose total em trés casos (15%), com
seguimento até dez meses (tabela 1V). Acreditamos que a
adequacdo do didametro da artéria caudal bovina com a artéria
femoral canina foi um dos fatores importantes na obtencédo destes
resultados, assim como a semelhanca da textura da parede do

enxerto, proporcionando coaptacdo desejada nas cirurgias de

pequenas artérias.

4.3.4 - DILATAGAO

De Takats et alii®’, Rosemberg et alii®® e Nakata et alii’®,
demonstraram em seus estudos, utilizando a artéria carétida bovina

e tratada pela fixina, ruptura e dilatacdo que variaram de 13.9% a



100%. Os autores atribuiram ao método de preservacao e
conservacgao os resultados obtidos, com seguimento pds-operatorio
que variou de doze dias a vinte e quatro meses. 40

Winsett e Wolma'?®® apresentaram estudo utilizando artéria
carétida bovina na construcdo de fistula para hemodialise com
incidéncia de 90% de dilatacdo dos enxertos empregados.

Guidon et alii*’, observaram 70% de dilatagdo e aneurismas,
utilizando artéria cardtida bovina, como enxerto vascular alternativo
na reconstrucdo de fistulas, em pacientes portadores de
insuficiéncia renal cronica.

Nos estudos onde foram empregadas as artérias mamarias
bovinas nas cirurgias de revascularizagdo miocardica, como
descrito por Ihashi et alii*® e Donzeau et alii** ndo houve dilatacdo
dos enxertos empregados, nos casos submetidos a reestudo
hemodinamico.

Com o surgimento do glutaraldeido como agente preservante
dos enxertos bioldgicos, houve uma diminuicdo da incidéncia de
dilatacdo dos enxertos. Devendo-se esta ocorréncia a sua
propriedade estabilizadora principalmente das proteinas.

Observamos dilatagdes, com aumento do didmetro de até dois
milimetros em trés enxertos de artérias caudais bovinas (15%),

esse aumento de didmetro ndo proporcionou alteragao no fluxo dos



enxertos. Estes resultados ndo foram estatisticamente significativos

(tabela |V) 41

4.4 - ALTERAGCOES DA PRESSAO ARTERIAL E PULSO

A PALPAGCAO E AO ULTRA-SONAR.

Apesar de n&o haver referéncia em outros estudos da
literatura, o acompanhamento do pulso a palpacao e ao ultra-sénar
e as medidas da pressdo arterial sistolica, diastélica e média, em
periodos preestabelecidos, foram usados como mais um parametro
auxiliar importante na avaliacdo da paténcia dos enxertos. No curso
do periodo de observagado pos-operatoria, a utilizacdo do
estetoscopio ultra-sénar, foi extremamente util na identificacdo da
artéria femoral na sua por¢ao distal, que possui didametro reduzido
no cao.

Houve alteracdo do pulso femoral de amplo para fraco em
quatro enxertos (20%) e alteracdo de amplo para moderado em
dois animais (10%), estes resultados n&o foram estatisticamente
significativos (Tabela lI).

Houve alteracdo da pressao arterial sistélica em dois animais
(10%), alteragcdo da pressao arterial diastdlica em um animal, e

diminuicdo da pressao arterial média pré e pos-enxerto em cinco



animais (25%). Estes resultados nao foram estatisticamente

significativos (Tabela V). 42

4.5 - ASPECTOS ENCONTRADOS NAS MICROSCOPIAS

OPTICA E DE VARREDURA.

As alteragdes microscépicas encontradas nos estudos
realizados utilizando-se os heteroenxertos arteriais bovinos sao
variaveis e estido relacionadas aos métodos de preservagao e
conservacdo e ao tempo de observacdo pds-operatoéria
estabelecida.

Rozemberg®%°%°

, utilizando carétida bovina preservada em
glutaraldeido, observou reepitelizagao parcial, pela camada de
fibroblastos, até a porcdo mediana dos enxertos e auséncia de
reacao inflamatdria importante.

Paré et alii®’ em seus estudos, relataram como achados mais
frequentemente utilizando-se heteroenxertos arteriais bovinos
experimentalmente, quando da retirada dos enxertos, a seguinte
sequéncia: Trombose focal, que ocorre logo nas primeiras 24 horas,
principalmente ao nivel da linha de sutura; depdsito de material

cicatricial e recobertos por camada de fibroblastos com aspecto

endotelial; e presenga de raros macréfagos. Na adventicia,



encontraram reacao inflamatéria com encapsulamento do enxerto e
calcificagdes focais. 43

Somogy et alii’’, relataram empregando heteroenxerto
bovino em artérias carétidas de caes, entre trés e quatro semanas
de pdos-operatério, recobrimento da luz do vaso por fibrina e tecido
de colageno, entre cinco e seis semanas de pos-operatorio,
endotelizacao proveniente das linhas de sutura e dos capilares que
chegaram na luz do enxerto.

Harjula et alii**, utilizando heteroenxertos bovinos tratados
pelo glutaraldeido e comparando-os com as veias do cordao
umbilical humano, encontraram hiperplasia intimal, originaria
principalmente das linhas de sutura, reagdo de rejeicao importante
e formacao de placas de ateroma.

Winset e Wolma'®, utilizando artéria carétida bovina,
encontraram 58% de reacdo linfoplasmocitaria, na construcdo de
fistulas para hemodidlise, assim como, Ulshimidit'®, que
empregou segmentos de artérias carotidas bovina para restauragao
de defeitos traqueais no cdo, encontrou reacio linfoplasmocitaria
excessiva, em seguimentos pos-operatorio de até trinta e dois
meses.

Vasconcelos”z, empregando artéria mamaria bovina, em

aorta abdominal de caes, com seguimento de até sete meses,



encontrou focos de reacdo inflamatdria na adventicia, presencga de
raros macrofagos, re-epitelizagédo total em 40% ou parcial em 30%
e trombose em 29% dos enxertos. 44

No presente trabalho, encontrou-se congestdo da adventicia
na porgao proximal em 50% dos enxertos, 40% na porcao medial e
40 % na porgao distal dos enxertos; infiltrados inflamatérios focais
40% na porcao proximal dos enxertos, 10 % na por¢cao medial e
25% na porgao distal dos enxertos. Infiltrado inflamatério com
neoformacgao vascular em 10% da porcao proximal dos enxertos,
45% na porcdo medial e 25% na porcao distal dos enxertos, nao
sendo estas alteragdes entre as trés porgdes estudadas dos
enxertos  estatisticamente  significativas. Estes  achados
assemelham-se aos apresentados por Winset e Wolma'®,
Vasconcelos'? e Ulshimidit'®. Foi encontrada calcificagdo focal
em 25% dos enxertos de artéria caudal bovina quando da sua
retirada, achado similar ao realizado por Harjula*, creditando-se
estes fatos ao tratamento feito com o glutaraldeido, principalmente
em intervalos de observacao poés-operatéria superiores ha seis
meses.

Foi observado nas laminas limitante externa e interna, um
episddio de tortuosidade na porcdo proximal e distal de um dos

enxertos, fato este atribuido a falha no corte quando da preparacéao
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do enxerto para analise microscopica. Assim como, um episédio de
calcificagao focal (5%) na porcéo distal na lamina limitante interna
de um dos enxertos de ACB (Tabelas VIl e IX). Estes resultados
nao foram estatisticamente significativos, evidenciando-se a
estabilidade promovida pelo tratamento com o glutaraldeido e
formaldeido.

Na camada das miocélulas, foram observados infiltrado
inflamatério na porgcdo proximal de dois enxertos (10%), infiltrado
inflamatério com neoformacao vascular na porgao proximal de dois
enxertos (10%) e miocitdlise em um enxerto (5%), achados
estes,como relatados por Paré et alii®’, reafirmando-se as
propriedades estabilizadoras do glutaraldeido, como relatados por
Hayat’® e Carpentier et alii'® . Estes resultados ndo foram
estatisticamente significativos (tabela VIII).

Na camada intima, foram encontradas as alteracdes
semelhantes descritas por Paré et alii®'. Trombose inicial em 10%
na porgcao proximal dos enxertos, 30% na porcdo medial dos
enxertos e 10% na porcao distal dos enxertos de ACB. Trombose
com neoformacgdo vascular em 5% na porcdo proximal e distal e
20% na porgcao medial.Estes resultados ndo foram estatisticamente
significativos (tabela VI). Ainda foram observados recobrimentos do

enxerto por material cicatricial, e re-epitelizacdo pela camada de
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fibroblastos, que foi total em 60% dos enxertos e parcial em 30%
dos enxertos. Também foram encontrados plaquetas esparsas e
macréfagos, como descrito por Somogy et alii®”.

A ocorréncia de trombose total em 15% dos enxertos
estudados, foi menor que os descritos na literatura levando-se em
conta o periodo de observagao clinica mais longo como nos
estudos relatados por Rosemberg®®, Paré et alii®’, Somogy et
alii® e Vasconcelos'"?.

N&do foram encontrados depdsitos de gordura nas paredes

84,85,86 e Harj U|a45.

dos enxertos como relatados por Rosemberg
No presente trabalho, ndo foi encontrada reagao importante
de rejeigado aos heteroenxertos de artéria caudal bovina, provando-

se a eficacia na reducdo da antigenicidade, apesar da reagao

linfoplasmocitaria na adventicia.
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A analise dos resultados apresentados neste estudo, onde
foram interpostos segmentos de artéria caudal bovina, em artérias
femorais de caes, permitiu concluir que:

A artéria caudal bovina por apresentar adequagao com o
didmetro de pequenas artérias, ter comprimento suficiente para
substituir ou atingir os diversos segmentos de artérias distais,
apresentar rapida endotelizacdo e maleabilidade da parede,
demonstram a receptividade ao uso destes, como enxerto vascular
alternativo.

O método de tratamento e preservacao das artérias caudais
bovinas com o (glutaraldeido e formaldeido, reduziu a
antigenicidade, fixou as proteinas, mantendo a estabilidade dos
enxertos.

Estes resultados iniciais permitem a criacao de uma linha de
pesquisa comparando a utilizacdo dos enxertos de artéria caudal
bovina com outros heteroenxertos ja utilizados, e confirmar os

resultados obtidos para implementacao em uso clinico.
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Twenty segments of bovine tail artery, never used before in
experimental or clinical studies, treated with glutharaldeid and
preserved with formaldeid were interposed in ten dogs’ femoral
arteries. The post-operative period varied from 180 to 297 days.
Motor function, pulses, systolic, diastolic and median blood pressure
and blood flow through the graft, as well as consistence, dilatation
and color in the take out period were analysed. There was no
deaths, motor dysfunction nor inflammatory abnormalities. There
were 15% of total thrombosis, focal wall thrombosis (30%),
adventitial local linfoplasmocitory reaction (100%), myocells
calcification (5%), partial endotelization (30%) and total
endotelization (60%). Bovine tail artery is long enough to allow its
use in distal arteries segments, besides has diameter similar to
small arteries, provides easy epitelization and  absence of
cytological reaction. Those may qualify bovine tail artery as vascular

substitute.
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ANEXO 1 - ESQUEMA DE PREPARACAO DOS ENXERTOS DE ACB.
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ASPECTOS GERAIS — MICROSCOPIA OPTICA

Figura 1 — Aspecto da disseccao da artéria caudal bovina.




77

Figura 3 — Enxerto de artéria caudal bovina implantado na artéria

femoral do cdo.




Figura 4 — Artéria caudal bovina. Aspecto normal. Masson 16x.

Figura 5 — Artéria caudal bovina. Aspecto normal. VanGuison 25x.




Figura 6 — Artéria caudal bovina. Aspecto normal. HE 16x
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Figura 7 — Enxerto de artéria caudal bovina. Infiltrado inflamatdrio e
congestéo da adverticia. HE 16x.




Figura 8 — Trombo inicial do enxerto de ACB. Masson 16x. 80

Figura 9 — Trombo inicial do enxerto de ACB. Masson 40x.




Figura 10 — Trombose em organizagao no enxerto de ACB. VanGieson 1 g1x




Figura 12 — Proliferagao fibrosa subintimal do enxerto de ACB. Masson 1Gx.

Figura 14 — Calcificagéo das miocélulas. HE 25x.



Figura 15 — Fibroblastos, fibrocitos e colageno na adventicia do
enxerto de ACB. Masson 16x
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ASPECTOS DA MICROSCOPIA ELETRONICA
DE VARREDURA

Figura 16 — Enxerto de ACB, Figura 17 — Aspecto de enxerto
corte longitudinal apods tratamento

Figura 18 — Depdsito de fibrina Figura 19 — Trombose inicial
no enxerto de ACB
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ABREVIATURAS
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ACB = artéria caudal bovina
mm = milimetros

HSO, = sulfato de magnésio
m = molar

Sol 1 = solugdo um

Sol 2 = solugao dois

Sol 3 = solugao trés

Kg = quilo

mg = miligramos

cm = centimetros

CF = com fluxo através do enxerto

SF = sem fluxo através do enxerto

M = macho
F = fémea
P = presente

CO; = gas carbbnico
Esq = esquerda

Dir = direita

Pré-enx = pré-enxerto
Pds-enx = pos-enxerto
Inf = infiltrado

Inflam = inflamatorio
Vas = vascular

LLE = lamina limitante externa



