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EFEITOS DA ESTERILIZACAO DA DURA-MATER
HUMANA PELO OXIDO DE ETILENO

Segmentos de dura-mater destinados a confecgéo de valvas cardiacas, condicionados em glicerina a
95,5%, foram submetidos a esterilizacdo pelo 6xido de etileno em autoclave a duas atmosferas de
pressdo, por um periodo de 12 horas seguidas por 72 horas de aeracdo. O éxido de etilino foi utilizado
emmistura comgas carbbnico na proporc¢éo de 20 % para o primeiro e 80% para o Ultimo. Culturasem
meios apropriados para bactérias e fungos foram negativas para controles até 180 dias de estoque.

A medida de pressdo de ruptura foi utilizada para verificar eventual alteracéo das caracteristicas
fisicas, resultante do método de esterilizacdo empregado. A anélise dos dados obtidos, comparados aos
de uma série-controle, ndo mostrou diferenca estatisticamente significativa.

Os autores concluem pela eficiéncia do método empregado de esterilizacdo da dura-mater humana
pelo 6xido de etilino e que o mesmo ndo altera, de imediato, as caracteristicas fisicas do tecido.

A proposi¢do de se adotar esse método como rotina ha esterilizacdo de valvas cardiacas de dura-
mater, deve aguardar os resultados clinicos em uma série de pacientes em observacao.

A baixaincidéncia de complicagdes tromboembdlicas
relacionadas ao implante de val vas cardiacas biol égicas,
isto &, préteses valvares confeccionadas com tecido
organico! fez com que Puig, Verginelli e Zerbini, em 19712,
aproveitando as qualidadesfisicas dadura-mater humana,
introduzissem o uso das* valvas cardiacas de dura-mater”

Se por um lado as val vas bi ol 6gi cas apresentam menor
incidéncia de acidentes tromboembdlicos, por outro, a
endocardite fungica ou bacteriana®® parece ser mais
frequiente nesse tipo de substitutivo valvar, donde o
impetrasse em se aprimorar os atuais métodos de
esterilizag&o.

Atualmente a esterilizacdo das valvas de dura-mater
homologas obedece atécnica original de Pigossi e col .6,
gue consiste naconservacdo dadura-mater em glicerinaa
98%, durante pelo menos 12 dias. A prétese confeccionada
em condi¢des assépticas é, aseguir, segundo preconizam
Barrat-Boyese Roche’, mantidapor 12 a24 horasantesde
ser implantada em solucéo fisioldgica contendo
antibi6ticos, no caso cefal otina, kanamicinaeanfotericina
B.

Da Costa e col.8, baseados nos resultados da
esterilizagcdo de préteses bioldgicas heterdlogas pelo
aldeido glutérico®, utilizaram esse método para a

esterilizacdo de dura-mater humana destinada a confecg@o
de valvas cardiacas e constataram a ocorréncia de
degeneracdo precoce das valvas implantadas.

Raposo-do-Amaral e col.”® verificaram a eficacia da
esterilizacdo da dura-mater humana, para uso clinico, por
meio de radiacBes ionizantes, na dose de 2,5 Mrad. N&o
relatam, entretanto, os efeitos desse método de esterilizagdo
sobre as propriedades fisicas desse tecido.

A capacidade de esterilizag8o pelo 6xido de etileno tem
sido repetida desde ha muitos anos, inclusive para tecidos
biol égicos, como demonstrado por Hufnagel ecol.11em 1953,
para enxertos vasculares homaélogos.

Sterr? ,em 1958, utilizou adura-mater humanacomo enxerto,
em diversas formas de cirurgia reparadora, para 0 que era
esterilizadapel aimersio por 30 minutosem oxido deetileno
naformaliquidae, aseguir, congelada, liofilizadae estocada.

A esterilizagdo de valva adrtica homdloga pelo gés de
Oxido de etileno e posterior congelamento para estocagem
foi utilizada pela primeira vez por Hudson® em 1966. Em
nosso meio, Buffolo™ em 1973 utilizou o éxido de eti-
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leno liquido a 1%, natemperatura de 4°C, para esterilizar
valvas adrticas homologas conservadas em uma solugdo
dedlcoadl etilico, glicerinaeglicina.

Atualmente a existéncia de Centrais de Esterilizagao,
dispondo de autoclaves especiais para esterilizagcdo pelo
gés de 6xido de etileno, levou-nos a estudar os efeitos
desse método sobre a dura-méter humana conservadaem
glicerina, tendo em vista a formagéo de um “ banco de
vavas’ .

MATERIAL EMETODOS

Foram utilizados 9 exemplares de dura-mater humana,
obtidos de cadaveres de ambos os sexos, com idade
variando entre 20 e 50 anos, retirados do Servico de
Verificagio de Obito até 48 horas ap6s o 6bito.

ApGs lavagem em &gua corrente, para a retirada de
detritos e coagul os, adura-mater foi colocadaem glicerina
P. A. 95,5% e encaminhada, no mesmo dia, ao hospital para
preparagdoinicial.

A - Egerilizacdo econtrolebacteriol 6gico- No hospitdl,
cada dura-mater foi seccionada ao meio nalinha sagital.
Um segmento foi mantido em glicerina e conservada em
temperatura ambiente, constituindo a série-controle I.
Outro segmento, aser submetido aesterilizacdo pelo 6xido
de etileno, constituindo a série 11, foi encaminhado em
glicerinadCentral deEsterilizacao *, ondeforamretirados
dois fragmentos para posterior controle bacteriol 6gico. A
seguir, cada segmento e seus respectivos controles foram
condicionados separadamente em sacos plésticos,
contendo glicerinaa 95,5%, selados e codificados.

A esterilizagdo foi realizadaem autoclave atemperatura
ambiente, a uma pressdo de duas atmosferas, por um
periodo de 12 horas, utilizando-se umamisturade 6xido de
etileno (20%) e gés carbdnico (8%).

Ap0s aesterilizacdo, seguida por um periodo de 72 horas
de aeracdo, um dos controles foi incubado a temperatura
de 37°C durante 14 dias, en meio Thioglycolat difico a30%
para bactérias e em solugdo de Thyptio Soy Broth
sojagasein parafungos. Mensa mente até o sexto més apos
a esterilizacdo, foi escolhido ao acaso um dos segundos
controles para nova cultura, Nnos mesmos meios para
bactérias e fungos.

B- Estudodaspr opriedadesfiscasdadura-mater submetida
aesterilizacéo pelo éxido deetileno - Dos espécimens de
dura-mater que constituem a série | (controle mantido em
glicerinaa95,5%) easériell (mantidaemglicerinaa95,5%e
submetida a esterilizacdo pelo éxido de etileno), foram
retirados, aposreidrataco, 40 corposdeprova(l=18, [1=22),
utilizando-se um cunho circular cortante, de modo a
determinar areasiguaisde 22 cm?2 cadauma.

Os corpos de prova foram submetidos a teste de
arrebentamento ou ruptura em um aparelho  Shopper-
Leipzig, da Secdo de Produtos Industriais do Instituto de
Pesquisas Tecnoldgicas do Estado de S&o Paulo. A érea
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de ensaio de 10 cm?foi submetida a pressao de nitrogénio
contido em um tubo de aco. A vazéo do gés foi sempre
gradual e de maneira constante. A pressdo (em Kgf/cm?),
no momento deruptura, foi registradaem mandmetro.
Retalhos, remanescentes da feitura dos corpos de prova,
foram submetidos a estudo microscépico, apds fixados e
corados pelahematoxilina-eosina.

C- Estudo estatistico - Osval ores médiosdas pressdes
derupturadassérios| ell foram comparados e submetidos
a tratamento estatistico, aplicando-se o teste t para a
comparagdo de médias para o caso de varianciasiguais e
nimero amostral diferente.

RESULTADOS

A - Esterilizag8o e controle bacteriol 6gico - Culturas,
nos meios descritos, dos fragmentos-controles da dura-
mater humana esterilizados pelo éxido de etileno ndo
demonstraram crescimento de fungos e/ou bactérias, até
14 dias de observacdo, mesmo em controles duplicatas
mantidos em estoque até 180 dias ap0os a esterilizacdo.

B- Estudo das propriedades fisicas da dura-mater
humana submetida aesterilizacdo pelo 6xido deetileno-
Nasé&riel (mantidaem glicerinaa95,5%), em 18 corposde
prova submetidos a prova de ruptura, a pressdo média de
rupturafoi de 6,49 + 2,55 Kgf/cm?. Nasériell (mantidaem
glicerinaa95,5% e submetidaaesterilizago pelo dxido de
etileno) em 22 corposde provaapressdo mediaencontrada
foi de 6,10+ 2,34 Kgf/cm?.

Quadro | —Dados a respeito dos exemplar es de dura-méter
retirados de nove cadaver es.

N.° de testes Pressdo deruptura

| 1l | 1
2 3 6,4 6,5
2 3 6,7 78
2 2 82 55
2 2 53 6,2
2 2 9,0 4,6
2 2 9,3 10,0
2 2 7,7 58
2 3 25 31
2 3 33 54

Média 6,49 6,10
t 0,55

Probabilidade 0,50<p<0,50

Observou-se que a pressdo de ruptura ndo sofre
alteracOes significativas, quando a dura-mater humana
conservada em glicerina € submetida a esterilizac&o pelo
Oxido deetileno (t=0,55).

O estudo microscépico pela hematoxilina-eosina ndo
revelou alteracdo histoldgica aém das j& descritas com o
método de esterilizag8o, e conservagdo pela glicerina a
temperaturaambiente®.
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DISCUSSAO

A préticacorrente de esterilizag80 de dura-mater humana,
destinada a confecgéo de valvas cardiacas, consiste na
conservagdo em glicerinaa 98% por um periodo de 12 dias,
como preconizado por Pigoss e col .b. A valva é em geral
confeccionadaem condi¢Bes assépticas 12 ou 24 horas antes
dacirurgiae, segundo atécnica de Barrat-Boyes e Roche’,
mantida em solugdo contendo antibidticos e fungicidas até
0 momento de ser implantada.

A associacdo desses dois processos de esterilizaco deve-
se provavel mente ao reconhecimento de ser aglicerinaum
agente bactericida lento'” e ineficaz para algumas formas
bacterianas esporuladas®, fato esserecentemente confirmado
por Raposo-do-Amaral e col.’® ao demonstrarem o
crescimento de Staphylococeus aureus, Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa e Bacillus anthracis em amostras
dedura-mater humanamantidasem glicerinapor um periodo
de 12 dias apbs a inoculagdo. Embora os autores tenham
atribuido esses achados a inoculagdo de ndmero
extremamente e evados de microorganismos no experimento,
a complementacdo pelo éxido de etileno da esterilizagdo
obtida com a glicerina estd justificada. Restava, entretanto,
comprovar adifusdo do 6xido deetileno atravésdaglicerina
eque 0 mesmo ndo alterariaas propriedadesfisicasdadura-
meter.

A difusdo do 6xido de etileno através da glicerina foi
facilitadapelamisturaao gés carbdnico edo uso deautoclave,
permitindo uma pressdo constante de duas atmosferas,
durante o periodo de 12 horas de esterilizacao.

A ac8o edterilizante do 6xido de etileno, nas condicoes

acimadescritas, foi verificadapelarealizagdo deculturasem
meio apropriados para bactérias e fungos. Os meios
empregadosforam o Thioglycolat Dificoa30% eo Thyptic
Soy Broth. As culturas foram incubadas a 37.°C durante 14
dias, ndo sendo verificado, durante esse periodo, crescimento
de microrganismos, mesmo em controles conservados em
estoque, a temperatura ambiente, por periodo de tempo
superior a sels meses.
Para a verificagdo dos efeitos do dxido de etileno sobre as
propriedades fisicas da dura-mater humana, foi escolhidaa
provade arrebentamento ou teste deruptura, poisessaprova,
segundo trabalhos anteriores'>!¢, demonstrou ser bastante
representativa.

A prova de arrebentamento ou ruptura, como teste de
avaiacdo dares sténciaparaaduramater humana, épassivel
de criticas, pois cada corpo de prova ndo é rigorosamente
uniforme e apresentava variagdes de espessura. Por esse
motivo, no presente estudo consideraram-se, para a
comparacdo, as médias das pressdes de arrebentamento
registradas.

A andlise estatistica dos dados obtidos permite supor
gue aexposi¢ao dadura-mater humanaao 6xido de etileno,
por um periodo de 12 horas, nédo dterasignificativamenteas
propriedadesfisicas damesma, impressio essacorroborada
pel o estudo microscopico realizado.

Os resultados dos controles bacterioldgicos e das
propriedadesfisicasdadura-mater, apdsaesterilizacdo pelo
Oxido deetileno como descrito no presentetrabal ho, levaram-

nos a utilizagdo desse método para esterilizar valvas
cardiacas de dura-mater conservadas em glicerina 18. A
adocao desse méodo como rotinadeve, entretanto, aguardar
os resultados clinicos do seguimento de uma série de
pacientes, jAem andamento.

CONCLUSOES

1 - A exposi¢ao da dura-mater humana, conservada em
glicerinaPA. a95,5% aumamisturadedxido deetileno (20%)
e gés carbbnico (80%) em autoclave a duas atmosferas de
pressdo durante 12 horas, mostrou ser eficiente como método
de esterilizagd0, a julgar pelas culturas negativas para o
crescimento de bactérias e fungos nos meios utilizados.

2 - Aspropriedadesfisicas dadura-mater humanano se
ateram significativamente pela esterilizaggo pelo 6xido de
etileno de acordo com 0 método descrito, uma vez que a
pressdo média de ruptura desse tecido ndo € influenciada
pelo método em questéo.

SUMMARY

Human dura-mater, conditioned in 95.5% glycerol, was
sterilized by exposure to a gas mixture of 20 percent of
ethylene oxyde and 80 percent of carbon dioxideat apressure
of 2B.P.for aperiod of 12 hoursfollowed by 72 hoursaeration.

Cultures for bacteria and fungi were negative up to 180
daysfollowing sterilization.

Specimensof sterilized dura-mater were subjected to rupture
tests.

No statistical difference was noted on the measured
rupture pressurewhen datawas compared to acontrol series.

The authors conclude that ethylene oxide is an efficient
sterilizing agent for human dura-mater and that noimmediate
changesareinduced on the physica propertiesof thistissue
by the method.

Routine use of this method of sterilization should await
clinical follow-up now underway onagroup of patientswith
dura-mater heart valves sterilized as described.
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