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Introduccion
La utilizaci6n de homoinjertos valvulares es una practica de rutina en cirugia cardiovascular y se
ha demostrado que es posible preservar tejidos arteriales y valvulares viables y esteriles utili-
zando un medio nutriente con antibi6ticos y, de ese modo, crear bancos de homoinjertos .

Objetivos
Preservar tejidos arteriales y valvulares cadavericos provenientes de autopsias de rutina viables
y esteriles durante un periodo de 4 semanas .
Material y metodo
Se utilizaron arterias aortas y pulmonares junto con sus valvulas extraidas de autopsias huma-
nas de rutina y de animales de experimentaci6n (30 ratas, 2 perros y 2 cerdos). Los corazones,
junto con sus arterias y valvulas, se recolectaron en forma limpia pero sin condiciones de esteri-
lidad. Se sumergieron en soluci6n fisiol6gica y se conservaron a 4 grados centigrados por un
periodo de entre 4 y 26 horas, hasta su disecci6n. Se disecaron en condiciones de esterilidad en
camara de flujo laminar y se tomaron muestras de sangre para determinaciones serol6gicas . Los
homoinjertos se dividieron en trozos que se sumergieron en medio nutriente con antibi6ticos
(f6rmula original del Brompton's Hospital con adici6n de anfotericina B) . Las muestras se con-
servaron a temperatura ambiente durante 24 horas y luego se colocaron en refrigerador a 4 gra-
dos centigrados. Los trozos fueron cultivados y examinados histol6gicamente a las 24 horas (mues-
tra a temperatura ambiente) y luego semanalmente . Se efectuaron cultivos para bacterias Gram
positivas, negativas, anaer6bicas, TBC y hongos . La viabilidad fue estudiada por un metodo
semicuantitativo, comparando cada muestra con un testigo inicial .
Resultados
Se cultivaron 30 muestras murinas, 56 caninas o porcinas y 72 humanas . Se estudiaron histol6gi-
camente 24 de las muestras murinas y todas las restantes . Los cultivos fueron negativos en 93%
(14/15) de los casos humanos; 83% (25/30) del material murino y 75% (6/8) de las muestras porci-
nas o caninas. La viabilidad fue entre el 75 y 85% a la cuarta semana para todos los grupos .
Conclusiones
Se demuestra que es posible esterilizar y conservar viables valvulas y arterias cadavericas en un
medio nutriente con antibi6ticos a 4 grados centigrados por un periodo de 4 semanas . Con una
merma del 8% por contaminaci6n y una viabilidad superior al 70% es posible crear un banco de
homoinjertos frescos. Rev Arg Cardiol 1994; 62 (6) : 627-634.
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Los homoinjertos valvulares frescos o criopreserva-
dos son las protesis cardfacas de eleccion dado su
buen funcionamiento, su rendimiento superior o si-
milar al de las protesis biologicas o mecanicas, la fal-
ta de requerimiento de anticoagulacion y la menor
incidencia de infecciones; todo lo cual permite una
mejor calidad de vida para el paciente . (1-13) Actual-
mente se las considera de eleccion en multiples cen-
tros de cirugia cardiovascular pediatrica para la re-
solucion de cardiopatias congenitas complejas, que
requieren tubos valvulados . (14-20)

Se ha demostrado que es posible preservar teji-
dos arteriales y valvulares, viables y esteriles, utili-
zando una solucion de medio de cultivo y antibioti-
cos.(23-26)

Esta metodologfa se utiliza en diversos centros,
desde 1972, para constituir bancos de tejidos para
protesis en diversos tipos de cirugia cardiovascular .

Siguiendo los procedimientos que se realizan en
el Departamento de Homoinjertos del Royal
Brompton National Heart and Lung Hospital de Lon-
dres, en 1992 se efectuaron, en el Hospital Garrahan,
experimentos con tejidos animales, con resultados sa-
tisfactorios, aunque en una muestra reducida . (27)

Paralelamente, el equipo de cirugia cardiovascu-
lar del mismo hospital comenzo una experiencia
clinicoquirurgica, implantando mas de 14 homoin-
jertos enviados por el citado Departamento de Ho-
moinjertos de Londres .

Dados los Buenos resultados preliminares, se di-
seno un protocolo clinicoquirurgico para evaluar los
resultados de las protesis extranjeras implantadas y
comparar la muestra con la experiencia internatio-
nal. Ademas se confecciono el presente protocolo para
desarrollar la tecnologia necesaria para producir ho-
moinjertos frescos provenientes de material cada-
verico de autopsias de rutina y de animales de ex-
perimentacion, con la finalidad de demostrar la
posibilidad de reproducir las experiencias en nues-
tro hospital .

OBJETIVOS
Los objetivos del presente estudio son esterilizar

y preservar viables, durante un perfodo de 4 sema-
nas, tejidos arteriales y valvulares cadavericos pro-
venientes de autopsias de rutina .

MATERIAL Y METODO
Se utilizaron arterias aortas y pulmonares junto

con sus valvulas sigmoideas, extrafdas de las autop-
sias de rutina del servicio de Patologia del Hospital
Garrahan (salvo un caso procesado fuera del hospi-
tal); valvulas y arterias porcinas y caninas
gentilmente cedidas por los equipos de trasplante
hepatico y pulmonar experimentales y arterias
murinas gentilmente cedidas por el Dr. Hector
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Chemes del Laboratorio de Patologia Endocrina del
Centro de Investigaciones Endocrinologicas (CEDIE)
de Buenos Aires .

1. Recoleccion del material
Ia. Material humano

Previa autorizaci6n de los familiares para la au-
topsia, se efectuo la extraccion de los corazones con
sus arterias segun la tecnica de evisceracion del Ser-
vicio de Patologia de nuestro hospital, sin tomar
recaudos especiales con respecto a la asepsia de los
materiales utilizados. Una vez retirado el block tora-
coabdominal, se procedio a desprender el corazon
previa disecaion roma de las zonas de adherencia .
Los corazones fueron sumergidos en solucion fisio-
logica esteril en frasco limpio (no esteril) y se conser-
varon durante perfodos variables (no mayores de 24
horas) en heladera a 4 grados centigrados .

En todos los casos los cadaveres fueron conserva-
dos en heladera hasta el momento de la autopsia, que
se efectuo entre 6 y 8 horas post mortem .

1b. Material porcino-canino
Los corazones de cerdo se recolectaron en el qui-

rofano de cirugia experimental del hospital, retiran-
dose tan solo el corazon con sus grandes vasos a tra-
des de la incision abdominal .

Los corazones de perro, junto con los pulmones,
fueron remitidos al Servicio de Patologia en bolsa de
plastico sin liquido.

Luego se procedio de similar manera que con el
material humano .

Ic. Material murino
Las ratas eran de la cepa Wistar y fueron estudia-

das en dos grupos .
El primer grupo, constituido por 20 ratas, fue evis-

cerado en el bioterio del Hospital de Ninos Ricardo
Gutierrez, sin prestar especial atencion a la esterili-
dad de la piel, y algunas muestras se contaminaron
microscopicamente con pelos . La tecnica de evisce-
racion fue la incision toracoabdominal y la eviscera-
cion del corazon . Los corazones se colocaron en fias-
cos limpios, no esteriles, con solucion fisiologica y
en heladera a 4 grados centigrados.

Otro grupo de 10 ratas fue procesado modifican-
do la tecnica de evisceracion. Previa desinfeccion de
la piel con alcohol al 96%, se disecaron ampliamente
los plans de piel toracoabdominales para luego, con
otro instrumental, efectuar la evisceracion del cora-
zon con particular precaucion de evitar tocar zonas
de piel contaminadas. Una vez evisceradas, se pro-
cedio como en el grupo anterior.

2. Procesamiento del material
El procesamiento del material se efectuo en forma
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similar para los tres grupos experimentales (huma-
nos, porcinos/caninos y murinos) .

Los frascos conteniendo los corazones fueron
transferidos a la camara de flujo laminar, la cual es-
tuvo funcionando previamente con luz ultravioleta
por un periodo no menor de 30 minutos; tambien se
transfirieron los frascos con medio de cultivo y los
envases para fraccionar el mismo . El o los operado-
res utilizaron, a partir de este momento, gorro, bar-
bijo, guantes y camisolIn esteriles . Se utilizaron pin-
zas y tijeras esteriles para el procesamiento del ma-
terial .

En los corazones humanos, porcinos y caninos se
procedio a disecar la arteria aorta con su valvula in-
cluyendo la valva anterior de la mitral y, posterior-
mente, se abrib el tracto de salida del ventrfculo de-
recho para separar la valvula y arteria pulmonar. Una
vez extraidas las arterias, se procedio a disecar la
adventicia y los tejidos periarteriales, asI como los
rebordes musculares remanentes .

De cada una de las arterias se tomaron muestras
de aproximadamente 1 X 0,5 cm (entre 4 y 14 trozos,
segitn la cantidad de arteria disponible) para los es-
tudios bacteriologicos e histopatologicos .

En el caso de las ratas hubo que modificar la tec-
nica debido a lo pequeno del coraz6n y grandes va-
sos de estos animales ; por lo tanto, se tomaron un
total de 34 muestras en el primer grupo y de 20 mues-
tras en el segundo grupo .

Estas muestras se sumergieron en una alfcuota de
20-30 ml de cultivo con antibioticos, en frascos este-
riles. Las arterias y valvulas humanas, porcinas y
caninas fueron sumergidas en frascos esteriles con
250 ml de medio de cultivo con antibioticos .

Todas las muestras permanecieron durante 24
horas a temperatura ambiente para luego ser trans-
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feridas a heladera a 4 grados centigrados durante el
resto del estudio.

Se enviaron muestras para cultivo bacteriol6gico
(bacterias Gram positivas, negativas y TBC) y mico-
logico efectuadas segiin los procedimientos de ruti-
na del Servicio de Bacteriologia del Hospital
Garrahan. El primer cultivo se efectub una vez cum-
plidas las 24 horas a temperatura ambiente y antes
del enfriamiento del material y luego se lo repiti6
semanalmente, por un lapso maximo de entre 4 y 6
semanas. En 6 casos de autopsias humanas se envio
suero y/o sangre para estudios serologicos para HIV,
hepatitis, toxoplasmosis y enfermedad de Chagas .

Los estudios histol6gicos se efectuaron fijando las
arterias y valvulas en formaldehfdo al 10% con pH
7, inclusion en parafina y cortes histologicos tenidos
con hematoxilina eosina, PAS y tecnicas para tejido
elastico . (25-27)

Cada uno de los casos se analiz6 independiente-
mente para determinar la cantidad de nucleos pre-
sentes por varios campos de gran aumento y las ca-
racteristicas de las fibras elasticas y del intersticio ;
luego se efectu6 un estudio comparativo entre las
muestras de cada caso .

Se utilizaron como controles de viabilidad celu-
lar cortes histologicos de aortas y pulmonares ani-
males y humanas fijadas en formol buffer ph7 in-
mediatamente despues de la muerte o extraidas en
cirugia. Se considero que la morfologia de estas ar-
terias representaba un testigo con viabilidad 100% .
Luego se compararon semicuantitativamente las
muestras problema con estas, se determine la can-
tidad de nucleos, de celulas musculares en varios
campos de gran aumento, de fibras elasticas y de te-
jido colageno en cada una.

Se considero la perdida de nucleos como expre-
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Fig . 1 . Resultados de los cultivos
en los distintos grupos estudia-
dos. Se separa el grupo murino
de acuerdo al procedimiento de
evisceration (limpio o sucio) .
negatives . + : positives.
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sign de disminuci6n de la viabilidad tisular .
El medio de cultivo con antibioticos fue prepara-

do por el Servicio de Microbiologfa segun tecnica ha-
bitual, con una modificacion en la composicion anti-
bi6tica segun estudios previos efectuados por los
autores . (25, 26)

RESULTADOS
Se presentan separados segun la procedencia ya

que encontramos particularidades inherentes a cada
grupo .

Material murino
Del primer grupo de 20 ratas se pudieron obtener

34 muestras (entre 1 y 3 por caso) y se efectuaron
una total de 10 cultivos bacteriologicos, entre las 24
horas y las 3 semanas . Dos cultivos de 24 horas fue-
ron negativos bacteriol6gicamente (no hubo desarro-
llo de microorganismos) . Cuatro cultivos fueron efec-
tuados la primera semana : tres negativos y uno po-
sitivo para Aspergillus; dos de los cultivos negativos
correspondfan a muestras negativas bacteriol6gica-
mente a las 24 horas. En la segunda y tercera sema-
nas se efectuaron 4 cultivos, todos ellos positivos para
Aspergillus . En este punto se decidio que el material
habia sido contaminado durante la evisceracion y no
se envi6 mas material para cultivo (Figura 1) .

Las 24 muestras restantes se utilizaron para de-
terminaci6n de viabilidad celular histologica entre
las 24 horas y las seis semanas de mantenimiento. Se
distribuyeron de la siguiente forma : 2 muestras a las
24 horas; 2 muestras la primera semana; 2 muestras
la segunda; 6 muestras la tercera; 4 muestras en cada
semana de la cuarta a la sexta .

Los porcentajes de viabilidad fueron entre el 99%,
a las 24 horas, y el 75%, a la sexta semana, disminu-
yendo el porcentaje de celulas viables en funci6n del
tiempo (Figura 2A) .

Como la viabilidad celular ya habia sido estudia-
da adecuadamente, se utiliz6 el segundo grupo de
10 ratas para demostrar la hipotesis de que la conta-
minacion de la muestra se produjo en el manipuleo
de la evisceracion .

Se obtuvieron 20 muestras (2 por cada animal),
obteniendose cultivos bacteriologicos persistente-
mente negativos en todos los casos (Figural) .

Material porcino y canino
De los ocho homoinjertos porcinos o caninos se

obtuvieron 56 muestras para cultivo e histologia, ana-
lizadas entre las 24 horas y las 6 semanas .

Los estudios bacteriologicos de 6 animales fueron
negativos a las 24 horas y persistieron negativos en
los cultivos seriados durante las seis semanas sub-
siguientes. En 2 casos, las muestras de 24 horas fue-
ron positivas para Aspergillus y persistieron positi-
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Fig. 2 . Porcentajes de viabilidad tisular en funcion del tiempo para
los distintos grupos estudiados .

vas durante los siguientes estudios (Figura 1) .
Se estudio histologicamente, para determinar via-

bilidad, una muestra de cada uno de los 8 casos a
las 24 horas y luego de cada uno por semana, a lo
largo de las seis semanas. Los resultados fueron si-
milares a los obtenidos en el material murino . La via-
bilidad fue del 99% a las 24 horas, para decaer pro-
gresivamente, en funcion del tiempo, hasta el 70%
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a las seis semanas (Figura 2B) .
Microscopicamente, las arterias y sus valvulas, a

las cuatro semanas, tenian una apariencia totalmen-
te normal .

Material humano
Se pudieron procesar un total de 8 autopsias,

obteniendose 15 homoinjertos; 12 incluyeron valvu-
las y arterias ; 2 estuvieron constituidos por arteria

631

Fig . 3 . Aorta humana . a : luego de 24 horas de preservaci6n en medio nutriente con antibi6ticos . Se observa integridad de la estructura
histol6gica, del endotelio, fibras elasticas y ndcleos de las celulas musculares lisas . b: de 7 dias de conservaci6n. Estructura similar con
edema del endotelio y picnosis aislada de ndcleos en la pared arterial . c : de 14 dias de conservaci6n . Se observa perdida de celulas endote-
liales . d : de 21 dias de conservaci6n. Escasos nucleos picn6ticos endoteliales, preservaci6n de la estructura arterial . e : de 28 dias de conser-
vaci6n. Perdida de endotelio vascular; menor porcentaje de celulas en la pared . f : de 42 dias de conservaci6n . Disminuci6n de la cantidad de
nucleos presentes en la pared arterial . (H y E X 100)

pulmonar y aorta y 1 correspondiente a vena safena
externa .

En 6 casos (12 homoinjertos) se obtuvo sangre para
determinacibn de serologia . En los primeros tres ca-
sos el material fue inadecuado para su procesamien-
to en el sector de serologia del hospital . En los si-
guientes tres, se modifico la tecnica de obtencion pro-
cediendo a remitir para serologia una mezcla de san-
gre y solucion fisiologica sobrenadante del corazbn .
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Los tres pacientes tenfan estudios serologicos rea-
lizados en vida para HIV, HBV, toxoplasmosis, Cha-
gas y CMV; los resultados post mortem fueron com-
pletamente negativos en un caso, positivos para toxo-
plasmosis en otro y para CMV en el tercero, coinci-
diendo con la serologia previa .

Los titulos obtenidos en las muestras post mortem
fueron aproximadamente un tercio de la titulacion
pre mortein (debido a la dilucion de las muestras) pero
se consideraron utiles como muestreo para descar-
tar las enfermedades propuestas .

En los 15 homoinjertos estudiados, se efectuaron
un total de 72 cultivos bacteriologicos y micol6gicos,
entre el primer dia y las cuatro a seis semanas . En
este grupo solo un caso present6 cultivo positivo a
las 24 horas para Aspergillus, siendo los restantes ne-
gativos para bacterias, hongos y TBC . Ninguno de
los cultivos inicialmente negativos se positivizo en
los cultivos seriados, y el que inicialmente fue posi-
tivo continuo siendolo (Figura 1) .

Se efectuaron 72 estudios histologicos, entre las
24 horas y las seis semanas, y en 13 casos se observo
que la viabilidad alcanzaba el 95% en la primera se-
mana, el 90% entre la segunda y cuarta semanas, para
decrecer al 85-70% a las seis semanas . En dos casos
la viabilidad cayo abruptamente en la primera se-
mana y subsiguientes, hasta una viabilidad del 50%
a las cuatro semanas ; correspondfan a la autopsia de
un adulto de 80 anos (Figura 2C) .

En todos los casos, las arterias fueron microscopi-
camente normales entre las 4 y 6 semanas de conser-
vacion (Figura 3 a-f) .

En resumen, de todos los casos estudiados en con-
junto, se obtuvieron cultivos positivos iniciales en 4
casos (dos porcinos, uno murino y uno human) que
persistieron siendo positivos durante el transcurso
del estudio, representando el 8% de los casos proce-
sados. Si nos limitamos a los humans, tan solo el
6,5% se contarninaron (1/15) (Figura 1) .

El unico contaminante, en todos los casos, fue el
Aspergillus, hongo ambiental ubicuo ; se podria dis-
minuir su incidencia contando con materiales de tra-
bajo mas seleccionados y tambien con el incremento
en la experiencia de los operadores .

La viabilidad global fue decreciendo paulatina-
mente durante el tiempo, hasta el 85-70% a las seis
semanas (Figura 2) .

DISCUSION
De acuerdo con los datos de la literatura, una via-

bilidad superior al 70%, a las 4 a 6 semanas, es com-
pletamente adecuada para que los hornoinjertos sean
utilizados en la practica quirurgica asistencial . Los
resultados comunicados en series de pacientes ope-
rados con hornoinjertos de calidad similar, y con un
seguimiento de hasta 20 anos, son promisorios te-

niendo en cuenta el bajo fndice de fallas valvulares,
de reoperaciones por este motivo y la baja incidencia
de complicaciones mayores relacionadas con estas
protesis, en comparacion con otras . (1-18)

Un punto importante en esta investigacibn fue la
exclusion de enfermedades infectocontagiosas rela-
tivamente comunes, y de potencial morbimortalidad
para el receptor, por medio de los estudios serologi-
cos, tal como ha sido demostrado en otros centros .
(27-29) Este procedimiento asegura un control de
calidad indispensable para la utilizacion de estas bio-
protesis, ya que los corazones pueden provenir de
cualquier institucion, aunque no se conozcan los an-
tecedentes infectol6gicos del donante .

En el presente estudio se efectuaron cultivos se-
riados en cada caso, para demostrar que, una vez es-
terilizadas las protesis y tomando los recaudos nece-
sarios, es improbable su contaminacion . De esta ma-
nera se pueden aceptar los procedimientos de rutina
utilizados en otros bancos de homoinjertos, que solo
efectuan cultivos microbiologicos luego de las 24
horas de incubacion en medio nutriente con antibio-
ticos, dando por esteriles los homoinjertos si estos
resultados son negativos a los 10 dfas .

La experiencia de los autores en este estudio ex-
perimental dernuestra que el medio nutriente con an-
tibioticos es capaz de esterilizar tejidos valvulares y
arteriales, siempre y cuando la contaminacion inicial
de los tejidos no sea masiva (como ocurrio en el caso
del material murino) . Sin embargo, se piensa que las
condiciones habituales de trabajo en una morgue son
adecuadas para que los tejidos puedan ser esteriliza-
dos por esta tecnologfa .

Algunos bancos de homoinjertos limitan la edad
de los donantes a menores de 65 anos . (29) En nues-
tro estudio se incluyeron las arterias aorta y pulmo-
nar de un sujeto de 80 anos, observandose un acele-
rado decremento de la viabilidad celular comparado
con el resto de los casos humanos cuya edad media
fue de 1 afio.

La tecnica de diseccion es perfectamente reprodu-
cible, si bien requiere entrenamiento . El almacena-
miento se puede efectuar en doble frasco esteril, sin
complicaciones de contaminacion .

Si consideramos una merma por contaminacion
del 6,5% en los casos humanos, creemos que la tec-
nologfa es suficientemente adecuada como para ser
implementada en nuestro hospital .

CONCLUSIONES
1 . Este estudio demuestra que es posible esterili-

zar y conservar viables valvulas y arterias cadaveri-
cas, ya sean animales o humanas, en medio de culti-
vo con antibioticos, en heladera a 4 grados centfgra-
dos y por un perfodo de cuatro semanas .

2 . Es posible determinar la ausencia de enferme-
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dades infectocontagiosas peligrosas (HIV, hepatitis,
Chagas, toxoplasmosis, sifilis) por medio de la sero-
logIa efectuada directamente sobre el corazon envia-
do para confeccionar el homoinjerto, tal como se efec-
tua en otros bancos de homoinjertos .

3. Los homoinjertos, en estas condiciones de via-
bilidad y esterilidad, son protesis potencialmente
implantables en cirugia cardiovascular.

4. El cultivo de 24 horas es suficiente para prede-
cir si el material (arterias y valvulas) ha sido esterili-
zado por el medio de cultivo con antibioticos .

5. Las condiciones de operacion en la extraccion
del corazon y arterias son importantes para evitar
inoculos masivos en el material que no alcanzan a
ser esterilizados por el medio de cultivo (como ocu-
rrio con el primer grupo de ratas). Sin embargo, para
el material humano las condiciones habituales de tra-
bajo de una morgue parecen adecuadas para que el
medio de cultivo con antibioticos sea eficiente en la
esterilizacion .

6. Las tecnicas de diseccion y almacenamiento son
factibles en nuestro hospital .

SUMMARY

STUDY ON THE PRESERVATION OF POST
MORTEM VALVULAR AND ARTERIAL TISSUE
VIABLE AND STERILE TO BE USED AS
PROSTHESIS IN CARDIOVASCULAR
SURGERY (FRESH HOMOGRAFT)

Background
Homograft valves are widely used in routine car-
diovascular surgery. It has been demonstrated that
it is possible to preserve valvular and arterial tissues
viable and sterile by using a nutrient medium with
antibiotics; thus allowing the development of
homograft banks . The objective of this study was
to preserve valve and arterial tissues from routine
postmortem, viable and sterile during a 4-week
period .

Methods
Hearts and arteries were obtained from 7 human
routine postmortems, 30 rats, 6 dogs and 2 pigs . In
all cases, autopsies were performed in a socially
clean but non-sterile environment. Hearts were
maintained in physiological solution for 4 to 26
hours after removal . Dissection of the heart valves
and arteries was performed under laminar flow and
aseptic conditions. Blood samples were taken for
serological screening. Homografts were divided
into pieces and immersed in nutrient medium with
antibiotics (Brompton's Hospital formula plus
amphotericin B) . Samples were kept at room
temperature for 24 hours and then stored at 4 ° C .
Samples were cultured and histologically assessed

at 24 hours (room temperature sample) and then
weekly. Cultures from tuberculosis, Gram positive
and negative bacteria, fungi and post-mortem
contaminants were performed . Viability was
assessed by a semiquantitative method comparing
each sample with a control .

Results
Cultures included 30 murine; 56 porcine/canine; and
72 human samples. Twenty-four murine, 56 canine/
porcine, and 72 human samples were histologically
assessed. Cultures were negative in 93% (14/15)
human; 83% (25/30) murine, and 75% (6/8) of canine/
porcine samples. Viability was 75-85% in the fourth
week for all groups.

Conclusions
According to these results, it is possible to preser-
ve post mortem valvular and arterial tissues sterile
and viable in a nutrient medium with antibiotics
at 4° C during a 4-week period. It is possible to
create a fresh homograft bank with an 8% process
failure due to contamination and a viability rate
over 70% .
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