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Resumo

Obijetivo: Avaliar possivel efeito sinérgico dos agentes
anticalcificantes mais promissores investigados na literatura,
por meio de tratamento sequencial.

Método: Pericardios bovinos fixados com glutaraldeido
foram tratados com: aquecimento a 50°C, éter dietilico 80%o,
quitosana 0,125%, heparina, NaBH, e formaldeido 4%.
Amostras foram avaliadas pela microscopia dptica,
determinacdo da temperatura de desnaturagdo do colageno e
ensaio mecanico de tracdo e implantadas subcutaneamente
em ratos. Apds quatro meses do implante, as amostras foram
explantadas e o contetdo de Ca? determinado pela
espectrometria de absorcao atdmica.

Resultados: Niveis de Ca?* (em pg/mg): Controle -194,45;
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aquecimento a 50°C - 6,87; éter dietilico - 3,69; quitosana -
68,89; quitosana+heparina - 6,81; formaldeido - 107,34;
tratamento seqiiencial - 0,17. O comportamento mecanico
variou de acordo com os tratamentos empregados.

Conclusao: O tratamento seqliencial foi efetivo na inibicao
da calcificacao e o tecido apresentou comportamento mecanico
adequado a confeccéo de bioproteses.

Descritores: Bioproétese. Glutaral. Calcinose.

Abstract

Obijective: To evaluate a possible synergic effect of the
most promising anti-calcifying agents investigated in
literature by sequential treatment.
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Method: Glutaraldehyde-fixed bovine pericardium was
treated by: heating to 50°C, 80% ether, 0.125% chitosan,
heparin, NaBH, and 4% formaldehyde. Samples were
evaluated by optic microscopy, shrinking and mechanical tests
and implanted subcutaneously in rats. Four months later the
samples were explanted and Ca? levels measured by atomic
absorption spectroscopy.

Results: Ca* levels were (in pg/mg): control - 194.45;
heating at 50°C - 6.87; ether - 3.69; chitosan - 68.89; heparin

INTRODUCAO

Os tecidos biolégicos utilizados na confeccdo de
biopréteses cardiacas compreendem a valvula aértica
porcina e o pericardio bovino. Os tecidos colagenos,
entretanto, apresentam rapida degradacdo e necessitam ser
estabilizados, com objetivo de prolongar a estrutura e
integridade mecéanica original e remover ou neutralizar as
suas propriedades antigénicas, para que possam ser
empregados como biomateriais.

Diversos agentes quimicos foram utilizados no
tratamento de tecidos coldgenos [1-6], entretanto, o
glutaraldeido, introduzido por Carpentier [7], no final dos
anos 60, continua sendo 0 mais largamente empregado.

Embora o tratamento com glutaraldeido forneca tecido
biolégico adequado a confeccdo de bioproteses, a
calcificacdo tardia pés-implante constitui a causa
predominante de sua faléncia e continua sendo o grande
desafio dos nossos dias.

O estudo da calcificacdo e meios para controla-la ou
posterga-la tém sido o foco de muitas pesquisas nas Gltimas
duas décadas, apresentando varios possiveis candidatos
efetivos em interromper ou retardar uma ou mais etapas do
processo, em pequenos animais de experimentacéo [8-30].

O objetivo do presente experimento é avaliar possivel
efeito sinérgico dos agentes anticalcificantes descritos na
literatura, por meio de tratamento seqiencial. Por seqliencial
entenda-se a exposicdo sucessiva do pericardio bovino
tratado com glutaraldeido a diversos agentes
anticalcificantes.

METODO

A estratégia metodoldgica empregada na presente
investigacdo consistiu de duas etapas.

A primeira foi a avaliagdo dos efeitos anticalcificantes
de diversos agentes, com mecanismos de acdo diferentes,

- 6.81; formaldehyde - 107.34; sequential treatment - 0.17.
The mechanical characteristics changed according to the
treatments employed.

Conclusion: Sequential treatment was effective to inhibit
calcification and the tissue showed an adequate mechanical
structure for the manufacture of bioprosthesis.

Descriptors: Bioprosthesis. Glutaral. Calcinosis.

no pericardio bovino, que, pelo fato de ser submetido a
mesma técnica de fixacdo com o glutaraldeido, permitiu
analise comparativa, em termos quantitativos, dos niveis de
Ca? pos-implante, bem como do seu comportamento
mecanico.

A segunda foi a avaliagdo de possivel efeito sinérgico
entre 0s agentes anticalcificantes, por meio do tratamento
sequencial.

Um fluxograma da metodologia empregada é apresentado
naFigural.
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Fig. 1 - Fluxograma da metodologia empregada.

Tratamento do pericardio bovino

O pericardio bovino foi coletado em frigorifico,
submetido a fiscalizagcdo do Departamento de Inspecao
Federal do Ministério da Agricultura e Departamento de
Vigilancia Sanitaria da Secretaria de Salde Estadual,
imediatamente ap0s o abate do animal. Vinte e quatro
membranas, com espessura e homogeneidade similares,
foram estendidas em suportes ovais plasticos e submetidas
a acdo fixadora do glutaraldeido em solugéo aqiiosa a 0,5%,
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a4’C, pH 7,4, com emprego de tampdao fosfato, mantidas ao
abrigo da luz durante 10 dias e com trocas da solucéo ap6s
24 e 72 horas.

As membranas foram divididas em oito grupos, de acordo
com o tratamento subseqiente:

e Grupo1- Nenhum tratamento (constituiu o grupo controle);

e Grupo 2 - Tratamento térmico com temperatura constante de
50°C, em banho-maria, por dois meses;

« Grupo 3- Eterdietilico 70%, pH 3,0, sob agitagéo continua, &
temperatura ambiente, por 4 horas, com quatro
trocas sucessivas;

e Grupo 4 - Solugdo de quitosana 0,125%, pH 6,0, a 4°C, por 72
horas;

e Grupo 5 - Solugdo de quitosana 0,125%, pH 6,0, a 4°C, por 72
horas, solucdo de heparina parcialmente
despolimerizada 0,1%, pH 7,4, a 4°C, por 7 dias e
solucdo de NaBH, 0,1M, pH 8,8, a temperatura
ambiente por 24 horas;

» Grupo 6 - Solucdo de NaBH, 0,1M;

e Grupo 7 - Solugdo de formaldeido 4%, pH 5,0 a temperatura
ambiente;

e Grupo 8 - Tratamento seqliencial, consistindo de temperatura
constante a 50°C, em banho-maria, por dois meses;
éter dietilico 70%, pH 3,0, sob agitacdo continua, a
temperatura ambiente, por quatro horas, com quatro
trocas sucessivas; solucdo de quitosana 0,125%,
pH 6,0, a 4°C, por 72 horas, solucéo de heparina
parcialmente despolimerizada 0,1%, pH 7,4, a 4°C,
por 7 dias, solugdo de NaBH, 0,1M, pH 8,8, a
temperatura ambiente por 24 horas e solugdo de
formaldeido 4%.

Para eliminar os residuos dos compostos quimicos ao
final de cada tratamento e entre os tratamentos seqlienciais,
as membranas foram lavadas em solucéo de NaCl 0,9%, sob
agitacdo continua, a temperatura ambiente, por 24 horas,
com quatro trocas sucessivas. Os pericardios foram mantidos
em solucdo de NaCl 0,9%, com excecdo do grupo 8 que foi
mantido em solucgdo de formaldeido 4%.

O formaldeido foi incluido nesta investigacdo porque as
valvulas cardiacas de pericardio bovino sdo conservadas
em formaldeido 4%, ap0s sua estabilizacdo com o
glutaraldeido.

Despolimerizacéo parcial da heparina
O procedimento utilizado para a despolimerizag&o parcial
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da heparina foi 0o emprego de 31.500 Ul de heparinae 10 mg
de NaNO, em 1 L de solugdo salina de NaCl 0,9%; o pH foi
inicialmente ajustado em 2,0, coma adi¢cdo de HCI 1M, levado
a reagir por uma hora, a 2°C, e ajustado subseqiientemente
em 7,4, com aadicdo de NaOH 1M. A solugdo foi mantida a
temperatura ambiente.

Avaliacao do pericardio bovino

A avaliacdo da integridade bioquimica, estrutural e
funcional do pericardio fixado pré-implantado foi realizada
por meio de:

e Microscopia Optica: amostras de cada grupo foram
seccionadas, coradas pela Hematoxilina-Eosina e pelo
método de Von Kossa e examinadas pela microscopia optica;

e Teste de encolhimento: A temperatura de
encolhimento abrupto das amostras, que € a requerida para
liberar as pontes de H da tripla hélice e modificar
aleatoriamente a configuracdo do colageno, foi o0 método
empregado para a determinacéo do grau de estabilizacdo do
tecido apds a fixacdo. Temperaturas acima de 82°C asseguram
fixacdo adequada do tecido. Cinco amostras de cada grupo,
cortadas em tiras de 3,0 x 1,0 cm, foram imersas em banho-
maria com solucdo salina de NaCl 0,9% e submetidas a uma
tracdo de 0,5 g. A temperatura do banho-Maria foi elevada
progressivamente, na razdo de 4°C/min, até ocorrer o
encolhimento abrupto da amostra.

e Ensaio de tracdo: Cinco amostras de cada grupo
foram submetidas ao ensaio de tragdo, em maquina de ensaio
INSTRON 4400R, para determinacdo do alongamento e
tensdo. As amostras foram cortadas em tiras de 3,0 x 0,4 cm,
presas as pinc¢as do aparelho e mantidas imersas em solugéo
salina de NaCl 0,9%, a temperatura constante de 37°C. Uma
forcainicial de aproximadamente 0,5 g foi aplicada e 0 ensaio
foi realizado com velocidade de deslocamento constante de
10 mm/min até o rompimento da amostra. Foram registradas
curvas de forca x deslocamento. Para o célculo da tenséo de
tracdo, considerou-se a area inicial (largura x espessura)
das amostras e o alongamento foi determinado pelo
deslocamento das pingas do aparelho. Para determinar a
espessura, as amostras foram colocadas entre duas laminulas
de vidro e a medicdo foi feita com paquimetro digital. O
alongamento foi medido até o ponto equivalente a tenséo
méaxima suportada pelo tecido e a resisténcia mecénica
definida como sendo o valor de tensdo maxima suportada. A
curva selecionada para analise como representativa de cada
grupo foi a que mais se aproximou do valor médio das
tensdes maximas. TensGes maximas acima de 17,6 N/mm?
sdo consideradas adequadas.

Determinacdo quantitativa de Ca?*
Cinco amostras de cada grupo foram desidratadas em
estufaa 50°C e mineralizadas em forno de Muflaa 800°C. As
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amostras mineralizadas foram dissolvidas em HNO,2,5Me
enviadas para a determinagdo quantitativa do Ca?* pela
espectroscopia de absorcdo atdbmica com espectrometro
Perkin Elmer, modelo Analyst 100, no comprimento de onda
de 422,7 nm. A curva de calibracdo foi obtida usando-se
solucéo padréo Perkin EImer de 1,000 mg/L, com adicédo de
cloreto de lantanio a 1%. A quantidade total de Ca?" foi
expressa em mg por mg de tecido seco.

Implante em ratos

Vinte e quatro ratos Wistar, com idade média de 30 dias,
foram utilizados no experimento. Os animais foram obtidos
no biotério do Instituto de Pesquisas Energéticas e
Nucleares, seguindo os principios da Comissao de Eticaem
Pesquisa. As normas estabelecidas no Guide for the Care
and Use of Laboratory Animals e os principios éticos na
experimentacdo animal do Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal (COBEA) foram respeitados.

Os ratos foram anestesiados com éter dietilico 70%,
tricotomizados e seis amostras do pericardio bovino de cada
grupo, medindo 2,0 x 1,5 cm, foram implantadas em lojas
subcutaneas dissecadas na regido dorsal dos ratos (duas
por animal).

Decorridos 4 meses do implante, os animais foram sacrificados
e as amostras explantadas dissecadas, retirando-se o tecido do
hospedeiro e lavadas em solucéo salina de NaCl 0,9%.

Cinco amostras de cada grupo foram desidratadas,
mineralizadas e dissolvidas em HNO,, de acordo com atécnica
descrita, e encaminhadas para determinacdo quantitativa
de Ca?* e a restante foi preparada para avaliacdo pela
microscopia Optica.

Andlise estatistica

Os dados foram calculados em média + desvio padrdo
da média. As diferencas entre 0s grupos foram testadas
empregando-se o teste t de Student e os resultados foram
considerados significativos quando p < 0,05.

RESULTADOS

Microscopia Optica

A integridade estrutural do coldgeno nas amostras pré-
implante ndo diferiu entre os diversos grupos, observando-se
apreservacao de estrutura colagena homogénea. Nas amostras
explantadas, pode-se avaliar a intensidade da calcificagdo do
tecido em relacdo ao tratamento empregado. Foi observada
variabilidade no depdsito mineral entre os diversos grupos,
entre animais do mesmo grupo e em menor escala em diferentes
regibes da mesma amostra, identificando-se regifes onde o
processo de calcificacdo foi mais acentuado do que em outras.

Na amostra submetida ao tratamento seqiiencial, ndo
foram identificados depoésitos de célcio (Figura 2).
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Fig. 2 - Micrografias das amostras de pericardio bovino

explantadas dos grupos controle e tratamento seqiiencial. A. Grupo

Controle - Hematoxilina-Eosina. B. Grupo Controle - Von Kossa.

C. Tratamento Seqiencial - Hematoxilina-Eosina. D. Tratamento
Seqiencial - Von Kossa. Aumento 80X.

Teste de encolhimento

Todas as amostras apresentaram valores de temperatura
superiores a 82°C (valor considerado adequado para o
pericardio bovino fixado), indicando fixacdo adequada do
tecido.

Anélise mineral

Os resultados quantitativos de Ca obtidos nas amostras
dos diversos grupos pos-implante sdo apresentados na
Tabela 1.

Tabelal. Dosagem de Ca*, nas amostras pos-implante, obtida
em funcéo dos diversos tratamentos empregados

Tratamentos Ca* (ug/mg) o (ug/mg)
Controle 194,45 19,50
Temperatura 6,87 235
Eter 3,69 1,26
Quitosana 68,89 57,01
Quitosana + heparina 6,81 317
Formaldeido 107,34 49,88
NaBH, 7943 5243
Sequencial 0,17 0,04

Comportamento mecanico

O comportamento mecénico das amostras sob tracdo
(alongamento e tensdo maxima) variou de acordo com 0s
tratamentos empregados. As curvas tensdo x deformacéo
representativas dos tratamentos anticalcificantes séo
apresentadas na Figura 3.
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de calcio ap6s 28 dias do implante foi semelhante
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Quitosana: A dosagem de Ca?* obtida nas
amostras tratadas com quitosana foi
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Fig. 3 - Curvas de tensdo x deformacéo obtidas em funcéo dos diversos

tratamentos empregados.

DISCUSSAO

Microscopia Optica

A variabilidade no depdsito mineral observada entre 0s
diversos grupos, entre animais do mesmo grupo e, em menor
escala, em diferentes regifes da mesma amostra, reflete o
observado na pratica médica, onde uma porcentagem de
valvulas cardiacas apresenta intensa calcificacao anos apos
o implante, enquanto outras apresentam calcificacoes focais
e mesmo auséncia de depdsitos de célcio identificaveis pela
microscopia 6ptica. A andlise dos resultados, entretanto,
ndo fica prejudicada por esta variabilidade, pois ela se reflete
no desvio-padrdo da média empregada na analise estatistica.

Analise mineral

Temperatura: O tratamento térmico a 50°C foi efetivo na
inibicdo da calcificacdo das amostras implantadas. A dosagem
de Ca?* foi de 6,87 £ 2,35 pg/mg vs 194,45 + 19,50 ug/mg no
grupo controle, valor este muito préximo ao observado por
Carpentier et al. [25], em amostras submetidas ao tratamento
térmico e explantadas apés trés meses do implante
subcutaneo em ratos (6,7 = 2,3 pg/mg vs 245,4 + 4 pg/mg, no
grupo controle).

Eter dietilico: O tratamento com éter etilico foi efetivo
na inibicdo da calcificagcdo das amostras implantadas. A
dosagem de Ca? foi de 3,69 ug/mg £ 1,26 pg/mg vs 194,45 +
19,50 pg/mg, no grupo controle. Rossi et al. [21] estudaram
os efeitos do éter sulfurico acidificado na calcificagdo do
pericardio bovino, tratado inicialmente com glutaraldeido
2,5% por duas horas e seqiiencialmente com glutaraldeido
0,5%, tamponado com fosfato 0,13M (pH 7,4), apds implante
subcutaneo em ratos por até 28 dias. Houve atenuacao
significativa da calcificacdo, comprovada por microscopia
Optica, nas amostras tratadas com éter sulfarico. O depdsito

184

significativamente menor que a do grupo controle
B (68,89 + 57,01 pg/mg vs 194,45 + 19,50 pg/mg,
respectivamente). Chanda et al. [19] empregaram
aquitosana 4%, por trés dias, a 4°C no tratamento
do pericardio bovino tratado com glutaraldeido
0,25% por cerca de dois meses. A dosagem de
Ca?* obtidas, apds implante subcutaneo em ratos por até
trés meses, foi de 1,10 £ 0,27 mg/g vs 200,8 + 17,5 mg/g no
grupo controle.

A presente investigacdo, embora tenha confirmado os
efeitos anticalcificantes da quitosana relatados
anteriormente, ainda constatou niveis de Ca?', ap6s quatro
meses do implante, suficientes para a formacéao dos cristais
de hidroxiapatita, identificados por microscopia Optica.
Assim, 0 emprego da quitosana como (nico agente
anticalcificante no pericardio bovino ndo se revelou
tratamento adequado para a confeccédo de valvulas cardiacas.

Heparina: O comportamento anticalcificante da heparina
depende do substrato de ligacdo intermediario utilizado, pois
nem todos 0s compostos aminados reduzem igualmente a
calcificacdo[14]. Como cada molécula de quitosana permite
a ligacdo de maltiplas moléculas de heparina, seu emprego
proporciona grande incorporacao da heparina no tecido, o
que aumenta o efeito estérico.

Como a reacdo entre 0s grupos aldeidos e 0s grupos
aminas da molécula de heparina leva a formacédo de bases
de Schiff, que séo instaveis, o NaBH, foi empregado com a
finalidade de converté-las em aminas secundarias, mais
estaveis.

Chanda et al. [26] utilizaram a heparina no pericérdio
porcino tratado com concentracBes crescentes de
glutaraldeido (0,1 a 0,25%), a 37°C, por um més. O substrato
de ligacdo empregado foi a quitosana 0,1% e a gentamicina
0,015%, aplicadas ao tecido por uma semana a temperatura
ambiente. O periodo de reacdo da heparina 0,1% com o tecido
foi de uma semana, a temperatura ambiente. Os resultados
obtidos ap6s o implante subcutdneo em ratos por cinco
meses demonstraram reducdo do contetido de Ca?* no grupo
submetido a heparina (0,652 = 0,240 mg/g), quando
comparado ao grupo controle (228,32 + 37,39 mg/qg).
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A presente investigacdo confirmou os efeitos
anticalcificantes da heparina com o emprego da quitosana
como substrato de ligacdo. Uma constatacdo importante na
analise dos resultados diz respeito a potencializacdo do
efeito anticalcificante exercida pela incorporacdo da heparina
ao pericéardio bovino tratado com a quitosana. Houve
reducdo significativa nos niveis de Ca?* do tecido tratado
com quitosana com a adi¢do da heparina (68,89 + 57,01 g/
mg vs 6,81 + 3,17 ug/mg, respectivamente).

NaBH,: A dosagem de Ca** com o emprego do NaBH,
foi de 79,43 + 52,43 pg/mg, comprovando seu efeito
anticalcificante.

Na literatura, as referéncias ao emprego do NaBH,
encontram-se associadas a incorporacdo da heparina ao
tecido devido a sua capacidade de converter as instaveis
bases de Schiff em aminas secundarias, mais estaveis. O
emprego do NaBH, como Unico agente anticalcificante,
embora ndo investigado anteriormente, justifica-se por sua
propriedade em reduzir os grupos aldeidos livres na
superficie do tecido a grupos hidroxilas, neutralizando-os.

Formaldeido:A dosagem de Ca?" com o uso do
formaldeido foi de 107,34 + 49,88g/mg vs 194,45 + 19,50 pg/
mg, no grupo controle. Esta reducdo significativa do
conteido de Ca?* ndo era esperada, considerando-se que a
inclusdo do formaldeido 4% deveu-se ndo a investigacdo
de possivel propriedade anticalcificante, mas ao fato de que
as valvulas cardiacas de pericardio bovino sdo conservadas
nessa solucdo apds a fixagcdo com o glutaraldeido.

A conservacdo em formaldeido 4% nao foi devidamente
valorizada em estudos anteriores da calcificacdo pos-
implante. Gong et al. [30], embora ndo descrevendo as
respectivas dosagens de Ca?*, relataram menor calcificacdo
com a conservacdo do pericardio bovino tratado com
glutaraldeido 0,625% em formaldeido 4% por 24 horas, no
implante em ratos por 70 dias. Essa diferenca, entretanto,
ndo foi estatisticamente significativa.

Tratamento Seqiencial: Como a calcificacdo € um processo
multifatorial, no tratamento seqiiencial, foram empregados
agentes anticalcificantes com diferentes mecanismos de acéo.

A dosagem de Ca** pés-implante confirmou o efeito
sinérgico dos agentes anticalcificantes empregados (0,17 +
0,04pug/mg no tratamento sequencial vs 194,45 + 19,50 pg/
mg, no grupo controle).

Comportamento mecanico

Na analise do comportamento mecanico das amostras
submetidas aos diversos tratamentos anticalcificantes, deve
ser levada em conta a sua finalidade. Assim, genericamente,
maior elongacdo e maior resisténcia mecanica do tecido sdo
desejaveis a confeccdo de valvulas cardiacas.

O tratamento térmico ndo alterou significativamente o
comportamento mecéanico do tecido, sendo considerado
adequado. A deformacdo e a resisténcia mecanica foram
similares ao observado no grupo controle (Figura 3A)

A amostra tratada com o formaldeido foi considerada
adequada. Apresentou deformacdo semelhante ao grupo
controle e uma maior resisténcia mecanica (Figura 3A).
Enquanto, a amostra tratada com quitosana apresentou
comportamento mecanico inadequado. Embora tenha
ocorrido aumento na deformacédo, houve grande reducédo
na resisténcia mecanica quando comparado ao grupo
controle (Figura 3B).

A incorporacdo de heparina acarretou diferencas
significativas no comportamento mecénico do tecido. O
comportamento mecéanico foi considerado adequado,
observou-se aumento, tanto na deformacdo, como na
resisténcia mecanica, quando comparado ao grupo controle
(Figura 3B).

Assim, a incorporacdo da heparina alterou
significativamente o comportamento mecanico do tecido,
transformando um tecido totalmente inadequado - o
submetido exclusivamente a quitosana - em tecido com as
melhores propriedades mecanicas aqui avaliadas.

A amostra submetida ao éter dietilico apresentou
comportamento mecanico adequado. Houve aumento na
deformacdo e discreta reducdo na resisténcia mecanica,
quando comparado ao grupo controle (Figura 3C).

O comportamento mecanico da amostra tratada com o
NaBH, foi considerado adequado. O seu emprego como
Unico agente anticalcificante acarretou aumento na
deformacdo da amostra, sem alterar a resisténcia mecanica,
quando comparado ao grupo controle (Figura 3C).

O comportamento mecéanico da amostra submetida ao
tratamento sequencial foi considerado adequado (Figura
3D). A amostra apresentou maior deformacdo do que o
observado no grupo controle e resisténcia mecanica superior
a 17,6 N/mm? (valor considerado adequado para o pericardio
bovino fixado).

Embora a mineralizacdo obtida experimentalmente em
implantes subcutaneos seja similar a observada clinicamente
em bioproteses explantadas, a extrapolagédo dos resultados
deve ser realizada com a devida cautela, pois neste modelo
o tecido ndo esta sujeito ao estresse dindmico e as interacfes
com os elementos sangliineos, fatores que
comprovadamente influenciam na calcificacdo das
bioproteses cardiacas.

CONCLUSOES
O sinergismo almejado com o tratamento sequencial

proposto realmente ocorreu. O tratamento foi efetivo em
inibir a calcificacdo do pericardio bovino tratado com
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glutaraldeido, ap6s 4 meses do implante subcutaneo em
ratos e o tecido apresentou um comportamento mecanico
adequado a confeccéo de valvulas cardiacas.

Outra constatacdo que pode ser depreendida pelo
comportamento mecanico das amaostras é a de que ensaios
mecanicos devem ser incluidos rotineiramente na avaliacdo
do pericardio bovino, quando submetido a tratamentos
anticalcificantes.
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