
Esterilización de las válvulas aórticas 
heterólogas por el óxido de etileno 

y su conservación 

Por los Dres. JOSE RAMON MARTIN, * GERALDO VERGINELLI, *'it 
MARCIAL MIGUEL BARBERO, ** SEIGO TSUZUKI, ** 

MAGNUS COELHO DE SOUZA, ** DELMONT BITTENCOURT, ** 
y EURRICLYDES DE JESUS ZERBIN(*** 

Los resultados obtenidos en el im- 
plante de homoválvulas en posición 
subcoronariana, muestran ciertas ven- 
tajas sobre las prótesis valvulares ar- 
tifi'Ciales (Ross, 1964; Barrat-Boyes, 
1967 ;Zerbini y coI. 1967). UIla com- 
probación semejante, se puede tnferir 
alas válvulas heterólogas (Binet y 
cOI. 1965; Durán y Gunning, 1965; 
O'Brien y col. 1967; Ionescu y col. 
1967) por la ausencia del fenómeno 
inmunolÓigico de rechazo (Durán, 
1965) y la duración del tejido implan- 
tado (Durán, Gunning y Whi,tehead, 
1967) . 

En la mayoría de los trabajos pu- 
bIicados, son relatados inconvenientes 
Iigados a los homo y heteroinjertos 
valvulares tales como: degeneradón, 
perforación de los folletos e insufi- 
ciencia aórtica residual, siendo estos 
considerados dependientes de Jas téc- 
nicas de esterilizadón y conservación 
de las válvulas. 

La insuficiencia aórtica post-opera- 
toria observada en el implante de vál- 
vulas homólogas 0 heterólogas está 
vinculada con tres importantes facto- 
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res: 1) adecuada técnica quirúrgica, 
2) infección, 3) resistellcia del tejido 
implantado. EI primero de ellos dis- 
minuyó de im90rtancia con la adqui- 
sición de mayor experiencia (Barrat- 
Boyes, 1967). Los dos últimos son 
contemplados, por medio de los dife- 
rentes métodos de esterilizaci6n y 
conservaci6n de las válvulas que están 
siendo utilizados: a) la esterilización 
con beta-propiolactona al 1 % (Lo- 
Grippo y col., 1955; Rains y col., 
1965) y/o posterior Iiofilizaci6n y 
conservación en soluciones para tales 
fines. b) óxido de etiJeno al 1 % Y 
Hofilización (Flewett y col., 1965). 
c) irradiación y congeladón a ..-700 C 
(MaIm y col., 1967). d) formaldehido 
al 4 % (O'Brien, 1967). Por 10 tanto, 
no existe actualmente, un método sa.- 
tisfactorio, pm~a la utilizaci6n clínica 
o experimental de los injertos. 

E1 presente trabajo procura deta- 
llar, un método de esterilizaci6n Y 
conservación de heteroinjertos, estu- 
diando el compoctamiento macrosc6pi- 
co de las válvuIas, Ias variaciones del 
pH de las distintas soluciones utili- 
zadas y los cambios en la resistenci'a 
a 1a tracción del tejido a6rtico val- 
vular, producidos a través del tiempo, 
cuando aquellos son preservados en 
diferentes medios. 

MATERIAL Y METODOS 

Técnica de preparaci6n 
y esteriIización 

de los heteroinjertos 

Son utilizadas válvulas aórticas de 
cerdo, retiradas en el matadero, sin 



cuidados de asepsia, inmediatamen- 
te después de la muerte de ani males 
jóvenes (1 a 2 años) y lavadas con 
solución de Ringer 0 de c1oruro de so- 
dio 0,9 g/l. En las horas siguientes es 
efectuada su disección (hasta 12 ho- 
ras) de modo tal, que la porción mus- 
cular septal, que alcanza a la hojuela 
coronaria d2recha, sea retirada tan- 
to como fuera posible. Resta a::\í, por 
su fase ventricular, un anillo de 2 a 

3 mm de altura y en su cara aórtica 
es cortada la pared hasta 4 mm de 
altura y en su cara aórtica es cortada 
la pared hasta 4 mm sobre las com i- 
suras, dejándose las arterias.. corona- 
rias can suficiente tejido, para ser 

suturado, cuando fuese necesario. Se 
deja el folleta mitral anterior con 
4-5 mm de extensión. 

Posteriormente son registrados, la 
fecha de recolección, su diámetro in- 
terno par su fase ventricular, can un 
medidor cónico sim]ar al descripto 
por Barrat-Boyes y el externo can un 
calibre. Los senos de Valsalva son re- 
llenados ëon algodón para que man- 
tengan sus formas. 

Después de su disección, las válvu- 
las fueron introducidas en frascos de 
vidrio neutro, conteniendo 100 ml ca- 
da uno, de las soluciones descriptas 
en el Cuadra 1. 

CU ADRO 1. - Soluciones empleadas y sus valores de pH pre-esterilización 

Válvulas Soluciones Tomponada pH 

C!. Na. 0,9 g.!. C03HN a 6,8-7 
12 Biológicas Ringer C03HNa 6,8-7 

Locke C03HNa 6,8-7 

20 Alcohol 50 % 
. 

Glicerol 5 % 5,8 
+ 

, 
Propilenoglicol 5 % 5,6 

30 Alcohol 70 % Glicerol 5 % 6,2 
+ 

Propilenoglicol 5 % G,3 

FIGURA 1. - Heteroinjertos. 
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FIGURA 2. - Representación gráfica del 
test de resistencia a la tracción y fórmula 

para su obtención. 

Se levaron a una temperatura en- 
tre 5 y 100 C; se adicionaron con pi- 
peta helada 0,5 ml de óxido de etÏIeno 
respectivamente y se dejaron a 40 C, 
durante 60 minutos, para ser retira- 
das después, a temperatura ambiente 
durante 18 horas. EI óxido de etileno 
al 0,5 '/r fue usado como agente es- 
terilizante en todos los casos. 

Fueron estudiados tres grupos de 
válvulas (Caudro I). 

Grupo A: 12 válvulas conservadas 
en soluciones "biológicas" tampona- 
das con bicarbonato de sodio. 
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Grupo B: 20 válvulas conservadas 
en solución alcohólica al 50 % con 
gHcerol 0 propilenoglicol al 5 %. 

Grupo C: 30 válvulas conservadas 
en solución alcohólica al 70 % con gli- 
cerol 0 propilenoglicol al 5 %. 

Fueron efectuadas las correspon- 
dientes pruebas de esterilidad (Cua- 
dro II), extendidos de los medios de 
cultivo con coloración de Gram y con- 
traprueba de bacteriostasis. 

CU ADRO II. - Pruebas de esterilidad 

Incubación durante 7 días a 370 C en: 
A) Bacto E,rgonbroth (aerobios esporula- 

dos, tipo bacillus). 
B) Bacto fluid thioglicolate medium (anae- 

robios esporulados, tipo clostridium). 
C) Bacto sabourad medium (fungus, tipo 

candida albicans). 

Otras: 
.Extendidos de los medios (coloración de 

gram). 
Contraprueba de bacteriostasis. 

-_._--~-_._-- 

EI pH de las soluciones antes y des- 
pués de la esterilización de los injer- 
tos y durante su conservación fue de- 
terminado por un pH-Meter E --398-- 
B, Metrohm a 250 C. 

EI aspecto macroscópico de las vál- 
vulas y de las soluciones fue estu- 
diado y clasificado (Cuadro III). 

CUADRO III. - Aspecto macroscópico durante su conservaciÓn 

--- ---- ---------------- ~, Soluciones Válvulas Tie:npo 
Turbidez Pliabilidad Hidratación 

-, ~_._-_._---_._-- 

Bioló- Cl. Na. 0,9 g.l. ++ Buena Buena 1 a 4 

gicas Ringer + Buena Buena semanas 
Locke +++ Buena Buena 

Alcohol Gicerol 5% Regular Hiperh. 
50% 1 a 4 
+ semanas 

Propilenoglicol 5 % Regular Hiperh. 

Alcohol Gicerol 5% Buena Buena 
70% 1 a 12 
+ semanas 

Propilenoglicol 5 % Buena Buena 

--- 
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FIGURA 3. - \iariaciones promedio de los 
valores de pH, de las oluciones, durante la 

conservaCÌòn de los h2teroinjertos. 

Fueron llevados a cabo tests de re- 
sistencia a la tracción, antes y des- 
pués de la esterilización, en tiras de 
tejido aórÜco valvular de 5 mm de 
ancho, en los grupos A y C; en este 
último las válvulas fueron previa- 
mente reconstituidas en solución de 
CI de Na 0,9 g/l, durante 30 minutos. 
Durante la conservación de Jos in- 
jertos, se efectuó el referido test a 

las 4 semanas, en mabos grupos, y 
sólo el grupo C, fue sometido .1 dicha 
prueba al término de 12 semanas. EI 
grupo B, fue excluido al test de la 
tracción pOl' prE'sentar al estudio ma- 
croscó.::JÏco nítida hiperhidratación y 
disminución de la pliabilidad. 

Simultáneamente fue establecido 
un valor control de la resistencia a la 
tracción, obtenido pOl' determinacio- 
nes en pared de válvulas aórticas 
frescas conservadas en soludón de 
Ringer no más de 18 horas a 40 C. 

EI aparato utilizado para tales me- 
diciones, posee dos brazos que pren- 
san ambos extremos de la tira de te- 
jido, y al aplicarse un peso, que en 
nuestros casos varió entre 4 y 6 kg, 
en uno de los mismos, se produce una 
tracción que es registrada DOl' ins- 
cripción indirecta en un gráfico (fi- . 

gura 2). La resistencia a la tracción 
en gramos, fue obtenida par la fór- 
mula presente en el mismo cuadro. 

Con el fin de simplificar, los resul- 
tados encontrados a través de 200 de- 
terminacìones, fueron expresados en 
pOl' cient<1, y com~narados' al valor fi- 
jado en válvulas fl'i:'scas. 

RESULTADOS 
Las pruebas de esterilidad efec- 

tuadas en los 3 grupos de válvulas, 

las cuales fueron incubadas en dife- 
rentes medios de cultivo, mostraron 
ausencia de desarrollo bacteriano y 

fúnguico. También fueron negativos 
los extendidos con coloración de Gram 
y la contraprueba de bacteriostasis 
(Cuadro II). 

El cuadro III, muestra que en el 
grupo A, la observación macroscópica 
de las válvulas, en un período que 
varió entre 1 y 4 seman as, fue satis- 
factoÓa en 10 que se refiere a hidra- 
tación tisular y pliabilidad de los 
folletos, hallándose turbidez de dife- 
rentes grados en las soluciones; la 
solución de Locke la presentó con ma- 
yor intensidad y la solución de Rin- 
ger en menor cuantia. 

En el grupo B, las válvulas conser- 
vadas durante 4 semanas, se mostra- 
ron con hiperhidratación, y pOl' el 
contrario sus soluciones fueron cIaras. 

En el grupo B, las válvulas conser- 
vadas durante 4 semanas, se mo~tra- 
ron con hiperhidratación, y pOl' el 
contrario sus soIuciones fueron claras. 

En eI grupo C, las válvulas S8 ob- 
servaron con buen aspecto rnarroscó- 
pico y las soluciones fueron transpa- 
rente8 y cIaras, alas 4 y 12 semanas 
de conservación. 

El pH de las soluciones anteR de la 
esteálización, es mostrado en el cua- 
dro I, y la figura 3, muestra las va- 
riaciones promedio del pH, en los di- 
ferentes grupos, después de la este- 
rilización y durante su conservación. 

En e1 grupo A, observamos ten- 
den cia a la caida de los val ores de 
pH, excepto en la solución de Locke; 
en el grupo B tiende a elevarse y en 
el grupo C, alcanza cifras de franca 
aIcalinidad del medio. 

La resistencia media a la tracción 
del tejido aórtico, en las válvulas 
frescas fue de 2060 g, y se constituyó 
en nuestro padrón. 

El test fue efectuado en las válvu- 
las del grupo A y C, conservadas en 
sus soluciQn&'!, sin agen~ esterili- 
zante, con el objeto de descartar al- 
guna interÎerencia de éste, durante 
las primeras 48 horas. El grupo B, 
fU'2 desechado en esta fase de la ex- 
periencia, pOl' Jo dicho anteriormente, 
Ins válvulas presentaron hiperhidra- 
tación tisular. 

En el grupo A, las válvulas no esté- 
riles presentaron una resistencia a la 
tracción del 80 ';é (1600 g) y las es- 
terilizadas el 99,1 r:; (2040 g). 
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En el grupo C, las válvulas no es- 
térÏles y esterilizadas, mostraron va- 
lores superiores al 100 % (3.062 Y 

3.300 g) respectivamente (fig. 4). 
Después de 4 semanas de preserva- 

ción en las soluciones del grnpo A, 
la resistencia del tejido a la tracÓón, 
cay6 para el 60 % (1.200 g). 

En el grupo C, las válvulas .~()nser- 
vadas durante 4 semanas, en soludón 
a1cohólica al 70 ;/c con propilenoglicol 
al 5 ;/~, presentaron una resístencia 
del 97,2 ft (2.009 g) y las vMvulas 
del mismo grupo conservadas en so- 
1ución alcohólica al 70ft con gJicerol 
al 5 ;10, presentaron e1 96,5 ft (1.988 
gramos) (fig. 5). 

Cuando las válvulas fueron p1'eser- 
vadas en un período de tiempo de 12 

semanas (grupo C), mostraron el 
.85 í; (1.750 g) en la solución alcohó- 
lica al 70 j; con propHenoglicol al 
5 % ; y el 90 % (1.850 g) en la solu- 
eión de alcohol al 70 % con glicerol 
al 5 %, respectivamente, cuando se 
compararon al valor padrón estable- 
cido en el test de resistencia a la 
tracción (fig. 6). El grupo A. no fue 
considerado en este período, a causa 
de los resultados obtenidos alas 4 se- 
manas. 

DISCUSION Y CONCLUSIONES 

Las ventajas apuntadas, de los ho- 
mo y heteroinjertos, sobre las próte- 
sis artificiales (Caudro IV), hacen 
necesaria la búsqueda de' técnicas 
adecuadas de esterilización y ronser- 
vación. 

La influencia de dichos métodos so- 
bre los ,injertos, exigen nuevos estu- 
dios y esfuerzos destinados a clarar 
tal even to, con la intención de mejo- 
rar su u~o clínico 0 experimental. 

El óxido de etileno, molécula simple 
y pequeña, perteneciente al grupo de 
los epóxidos, que se encuentra en es- 
tado Hquido pOl' debajo de los 10,70C, 
se hidroliza rápidamente en medio 
ácido, produciendo derivados eti1en- 
glicó1icos. Es explosivo cuandc alcan- 
za el estado gaseoso, al mezclarse con 
aire ambiente. 
CUADRO IV. - Comparación entre próte- 

sis artificiales y heteroinjertos 

Prótesis Hetero- 
injertos 

Rigidez .............,. Ruidos .............,.. Rechazo """"""" Tromboembolismo ...., . 

Anticoagulantes .....,. Gradiente hemodinámico 
Inconvenientes mecánicos 

Sí 
Sí 

Sí 
Sí 

++ 
+++ 

0/+ 
+ 
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FIGURU A 4. - Conservación de los hetero- 
injertos; test de resistencia a la tracción en 
pOl' ciento, alas 48 hs. a) Valor padrón; 
b) Grupo "A" válvulas estériles; c) Grupo 
"A" no estériles; d) Grupo "C", válvulas 

estériles; e) Gr-upo "C" no estériles. 

Es utHizado vastamente en medios 
industriales y también 10 es Dara es- 
terilizar medios bacteriológicos u 

otros líquidos. La pequeñez de su mo- 
lécula 10 hace de gran penetr:::ción y 
es denaturante de las proteínas en 
concentraciones al 5 %. ActúR sobre 
las bacterias Gram +, Gram --, vi- 
rus, hongos y esporos (Wilson y 
Bruno, 1950). Los derivados etilen- 
glicóHcos, no son responsables de su 
acción bactericida y no son tóxicos. 
En una concentración del 9 ';{, para 
esterilizar tubas para uso en circula- 
ción extracorpórea, demostró su toxi- 
cidad (Barwell y Freenan, 1959). Su 
aplicación como agente esterilizante 
de tejidos fue satÌ<sfactoria seg-Ún los 
estudios de Eade y co!. en 1956. 

En esta experiencia, el C20H4, se 
utilizó a una concentración del 0.5 (ì~, 

ioooro 

FIGURA 5. - Conservación de los hetero- 
injertos; test de resistencia a la tracción en 
pOl' ciento, alas 4 semanas. a) Valor pa- 
drón; b) Grupo "A" soluciones biológicas; 
c) Grupo "C", solución alcohol 70 % con 
propilenoglicol 5 'Yo; d) Grupo "C", solución 

I alcohol con glicerol 5 'Yo. 
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demostl'ando tè2~' un agcnt2 pstel'iJi- 
zante rápido y eficaz. 

En el periodo de 4 seman as, la pre- 
servación de Jas válvulas en el gru- 
po A, m03tró su buen aspecto macros- 
cópico y la turbide.~ prcsente en las 
soluciones, se atribuyó a la presencia 
de predpitados lipoproteicos. No hu- 
bo correlación entre las variaciones 
de les val ores de pH y la presencia de 
dicha anormalidad. Al mismo tiempo, 
la hiperhidratación tisular p1"eSente 
en las válvulas del grupo B, se debe- 
ria a la concentración aJcohó!iea del 
50 '/r, pues no se manifestó cuando se 
utiJizó una concentraCÍ'ón del 70 '/; 

(Cuadro III). 
El cuadro I, muestra que las solu- 

ciones del grupo A, fueron tampon a- 
das con bicarbonato de sodio a nn pH 
6,8 - 7,0; y el descenso de los valores 
del mismo, excepto en la solución de 
Locke, no pudo ser explicado. Quedó 
expuesta la marcada labilidad, de ob- 
tenerse un pH estab!e para la conser- 
vación del tejido (fig. 3). EI ascenso 
en las cifras del pH, en el grupo B 

y la franca elevación en las solucio- 
nes del grupo C, se deberian a que el 
óxido de etileno, al combinarse con 
10s grupos carboxilos de las cadenas 
de aminoácidos, dejarian en libertad 
10s grupos básicos (Fraenkel y Con- 
rad, 1944) elevando consecuentemen- 
te el pH del medio (fig. 3). 

Los tests de resistencia a la trac- 
ción efectuados, intentarian demos- 
trar, cambips fisicos producidos en 
el tejido aórtico valvular 0 también 
matriz conjuntivo-elástica, durante su 
conservación. Nuestras determinacio- 
nes en válvulas no estériles del gru- 
po A, demuestran una caida en la re- 
sistencia al 80 'Ic, posiblemente liga- 
da a debilitación tisular por contami- 
nación bacteriana. En las válvulas es- 
terilizadas de los grupos Aye no se 
observó descenso del porcentaje de 
la r\~sistencia a la tracción en las pri- 
meras 48 horas, 10 que nos permite 
afirmar que el óxido de tileno no afec- 
tó el tejido testado (fi-g. 4). Las ci- 
fras superiores al padrón, se obser- 
varon en las válvulas conservadas 'en 
las soluciones del grupo C. Malnic y 
coI. (1961), encontraron aumento de 
la resistencia en tejido de aorta ab- 
dominal de canes, conservado en al- 
cohol absoluto. 

En el grupo A, después de 4 sema- 
nas de preservación, el valor del 60 

100 0/0 

90 010 

a b 

FIGURA 6. - Conservación de los hetero- 
injErtos; t2st de resistencìa a la traccìón en 
par ciento, alas 12 semanas. a) Valor pa- 
drón; b) Grupo "C", solución alcohol 707< 
con propilenoglicol 5 %; c) Grupo "C", so- 

lución alcohol 70 % con glicerol 5 %. 

por ciento, en la resistencia a la trac- 
ción, nos hace presuponer una altera- 
ción importante en la matriz conjun- 
tivo elástica del tejido aórtico; por 10 

que no fue continuado el estudio de 
su resistencia par más tiempo. En el 
grupo C, por el contrario se observó 
una marcada diferencia (fig. 5). 

Alas 12 semanas, el test mOstró 
el 85 'ìi en las válvulas preservadas 
en solución alcohólica al 70 '/c conpro- 
pilenoglicol al 5 'ìi, y un valor del 
90 'I", en válvulas colocadas en la so- 
lución de alcohol al 70 '/c con glicerol 
al 5 '/c (fig. 6) 10 que i'ndicaria, se- 
gún los resultados obtenidos, que las 
soluciones alcchóJicas alterarian en 
menor grado, dicha matriz conjuntivo 
elástica, frente a los tests de resis- 
tencia a la tracción realizados. 

El usa de alcohol absoluto como 
conservante de tejidos (Freitas Neto, 
1966), 0 sus soluciones a diversas 
ccncentraciones, se muestra ventajü- 
so comparado alas soludones "bioló- 
gicas" aquí utilizadas, en esta expe- 
riencia se asociaron las propiedades 
conservantes del alcohol con la rapi- 
dez y eficacia del óxido de etileno, 
como esterilizante, posibilita!ldo asi 
el usa casl' inmediato de los injertos. 
Sus soluciones no presentaron preci- 
pitaciones y el aspecto macroscópico 
de las válvulas fue satisfactorio. 
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EI pH, de las soluciones alcohólicas 
al 70 ';10, se mantuvo en una zona más 
estable y adecuada para la conserva- 
ción de los heteroinjertos. 

EI test de resistencia a la tcacción 
mostró al cabo de 12 semanas, a la 
solución de alcohol al 70 % con gli- 
cerol al 5 %, como la más adecuada 
para la conservación de las válvulas, 
desde que las mismas mostraron las 
menores alteraciones en el test, cuan- 
do se 10 comparó al padrón estable- 
cido. 

Las conclusiones y resultados de 
esta experiencia, hac~m factible, la 
utilización clínica y / 0 experimental 
de los heteroinjertos, usando el pre- 
sente método. 

SUMARIO 

Es de scripta una técnica de prep a- 
ración y esterilización de válvulas 
aórticas heterólogas. Se incluyen los 
resultados de los test bacteriológicos 
efectuados. Son estudiados: el aspec- 
to macroscópico de las válvulas, las 
variaciones del pH de las soluciones 
y los cambios producidos en el test 
de resistencia a la tracción del tejido 
aórtico y valvular, cuando las válvu- 
las son conservadas en distintas solu- 
ciones "biológicas" e hidroalcohólicas, 
durante divers os períodos de tiempo. 

SUMMARY 

A technic-of preparation and ste- 
rilization of heterologous aortic val- 
ves is described. Bacteriological tests 
performed were included. Were stud- 
ied: macroscopic aspects of hetero- 
grafts, solutions pH variations and 
changes on the traction test of the 
aortic valvar tissue, while the hetero- 
grafts were preserved in differents 
hidroalcoholic and "biologic" solu- 
tions, during various periods of time. 
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