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RESUMO: Introducao: As cuspides porcinas tratadas com glutaraldeido (GDA) sao um dos
tecidos bioldgicos mais utilizados em biopréteses, porém a calcificagéo tardia pés-implante
constitui a causa predominante de sua faléncia.

Objetivo: Analisar comparativamente dois métodos de prevencao da calcificagao (etanol
80% e éacido L-glutamico 0,8%) em cuspide e parede adrtica porcina implantadas no subcutaneo
em ratos, tendo como grupo controle as cuspides e os segmentos de parede adrtica fixadas em
glutaraldeido (GDA), num periodo de 15, 30 e 60 dias apds implante.

Material e Métodos: Foram utilizados 45 ratos jovens, distribuidos em 3 grupos contendo
15 animais cada, que por sua vez foram subdivididos em 3 subgrupos de 5 animais, nos quais
foram implantados, em 2 bolsas no subcutaneo, uma cuspide e um segmento de parede adrtica
em cada. Em cada grupo assim nominados: GDA (grupo controle), E80% (grupo cujas estrutu-
ras foram pré-tratadas com etanol 80%) e o AG 0,8% (grupo cujas estruturas foram pré-tratadas
com acido L-glutdmico 0,8%) foram realizadas a mensuracao do célcio e analise microscépica
quanto a presenca de calcificagao (localizagao e intensidade da mesma) e de Infilirado inflama-
tério (localizagao e tipo), no periodo de 15, 30 e 60 dias apds implante.

Resultados: Na mensuracéo do calcio na cuspide adrtica encontrou-se no grupo E80% 15
dias (1,30+0,21 mg calcio/mg tecido), E80% 30 dias (1,05+0,22 mg calcio/mg tecido) e E80%
60 dias (0,53+0,42 mg calcio/mg tecido); no grupo AG 0,8% 15 dias (12,17+0,66 mg calcio/mg
tecido), AG 0,8% 30 dias (15,31+2,82 mg calcio/mg tecido) e AG 0,8% 60 dias (34,24+16,28 mg
célcio/mg tecido) com o grupo controle GDA 15 dias (12,44+2,26 mg calcio/mg tecido), GDA 30
dias (13,44+3,34 mg calcio/mg tecido) e GDA 60 dias (50,85+8,71 mg calcio/mg tecido). Em
relagdo a mensuragao do calcio na parede adrtica, encontrou-se no grupo de E80% 15 dias
(4,62+0,68 mg calcio/ mg tecido), E80% 30 dias (9,47 + 2,59mg calcio/mg tecido) e E80% 60
dias (23,56+7,75 mg calcio/mg tecido) no grupo de AG 0,8% 15 dias (4,31+0,85 mg calcio/mg
tecido), AG 0,8% 30 dias (7,69+1,48 mg calcio/mg tecido) e AG 0,8% 60 dias (20,50+ 1,22 mg
célcio/mg tecido) com o grupo controle GDA 15 dias (7,34+1,32 mg calcio/mg tecido), GDA 30
dias (9,28+0,76 mg calcio/mg tecido) e GDA 60 dias (27,60+1,08 mg calcio/mg tecido). Na
avaliacdo microscopica da cuspide adrtica houve uma progressiva calcificacdo naquelas subme-
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tidas a fixacdo com GDA. Este processo foi parcialmente encontrado com o AG 0,8% e total-
mente ausente com o E80%. Quanto a avaliagao referente aos segmentos da parede adrtica,
também evidenciou-se progressiva calcificagdo, ndo sendo inibida pelos tratamentos com AG

0,8% e E80%.

Conclusoes: O pré-tratamento com etanol a 80% inibiu a calcificagdo nas cuspides adrticas
porcinas, entretanto, ndo teve a mesma eficacia na parede aértica. Contudo, o acido L-glutamico
a 0,8% demonstrou minimizar a calcificacdo na parede adrtica. Estudos devem ser feitos para
evidenciar se a acao anticalcificante do etanol a 80% mantém-se nas bioproteses adrticas
porcinas se estas forem implantadas no sistema circulatorio.

DESCRITORES: Bioprétese, conservacdo. Etanol, farmacologia. Acido glutamico, farmaco-

logia. Calcificagao fisioldgica.

INTRODUCAO

Cirurgides vém investigando e tentando desenvol-
ver um substituto valvar cardiaco ideal ha muitos anos.
De modo geral, os substitutos valvares cardiacos sao
divididos em dois tipos: as préteses mecanicas e as
biologicas. Estas, por sua vez, podem ser fabricadas
com tecido humano ou animal. As préteses de teci-
dos animal séo manufaturadas com pericardio bovino
ou com cuspides porcinas, podendo, ou nao, incluir
segmento de parede adrtica .

Nao obstante aos avangos das técnicas de recons-
trucdo, muitos dos pacientes submetidos a procedi-
mentos conservadores recebem substitutos valvares.
A vantagem da maior durabilidade das valvulas meca-
nicas é contrabalancada pela necessidade do uso de
anticoagulantes para evitar a ocorréncia de
tromboembolismo. Ao contrario, os portadores de
préteses biolégicas dispensam anticoagulagéo inde-
finida, mas estas séo propensas a calcificagcao e de-
generacao, sendo necessarias reoperagdes para subs-
titui-las @3,

Tecidos biolégicos tém sido usados como substi-
tuto valvar desde 1962, quando uma valva adrtica hu-
mana fresca foi transplantada *. Posteriormente, fo-
ram introduzidas préteses manufaturadas com
pericardio bovino © 9, e dura-mater humana . O uso
do glutaraldeido para a fixagao de préteses porcinas
foi recebido como um consideravel progresso nos pro-
cessos de conservacao dos tecidos bioldgicos ©. Além
da reducao da antigenicidade do tecido heterdlogo, a
fixacdo obtida pela ligacdo covalente foi considerada
como vantajosa ®. Nos anos seguintes, a fixagao pelo
glutaraldeido foi amplamente empregada na manufatura
de préteses porcinas e de pericardio bovino © 10,

Hoje os tecidos valvares sao utilizados em aproxi-
madamente 40% na substituicdo valvar em todo mun-
do, porém com diferencas entre os paises desenvolvi-
dos e os subdesenvolvidos, onde por sua vez utiliza-
se mais tecido bioldgico (4 1. 12),

A incidéncia de faléncia valvar em 10 anos é ao
redor de 10 a 20% em pacientes adultos e 40 a 50%
em 4 anos em criangas (3.

O estresse mecéanico e o depdsito lipidico nas
células dos folhetos adrticos porcinos decorrentes da
fixacdo com GDA tém sido indicados como os prin-
cipais fatores que influenciam a calcificagao +17).

A suposicdo de que a calcificacdo possa estar
relacionada ao uso do glutaraldeido despertou inte-
resse no estudo de modificagbes no processo, como
a adicao de substancias inibidoras da mineralizagcao
ou mesmo sua substituicdo por outros agentes
fixadores.

Dentre os tratamentos investigados estao o em-
prego do etanol e do acido L- glutamico (AG), que se
mostraram eficazes quando utilizados como
anticalcificantes para o pericardio bovino. O etanol
apresentou efeito anticalcificante no pericardio bovino
de implantes subcutaneos em ratos e de proteses
mitrais em ovelhas (1820,

Varios estudos tém demonstrado a eficacia do
etanol como inibidor da calcificacao de biopréteses

porcinas, sendo seu principal efeito a extragao lipidica
(1,18, 20, 21)

O &cido L-glutdmico, utilizado para tratamento do
pericardio bovino, juntamente com o glutaraldeido,
evidenciou diminuir sua toxicidade e melhorar a con-
servacao das células endoteliais, tendo como resul-
tado menor indice de calcificacdo @29,

Tendo em vista a necessidade de um tratamento
anticalcificante eficaz, tanto para as cuspides quanto
para a parede aodrtica porcina, esta sendo proposto
um estudo comparativo entre o etanol e o acido L-
glutdmico na prevencao da calcificacdo nesta estru-
turas, com implante subcutaneo em ratos jovens, com
a perspectiva de minimizar a calcificacdo e aumentar
a durabilidade das biopréteses em pacientes jovens e
criancas.

O objetivo deste trabalho seréd analisar comparati-
vamente dois métodos de prevengao da calcificagao
(etanol 80% e acido L-glutdmico 0,8%) em cuspide e
parede adrtica porcina implantadas no subcutédneo em
ratos, tendo como grupo controle as cuspides e os
segmentos de parede adrtica fixadas em glutaraldeido
(GDA), num periodo de 15, 30 e 60 dias apds implante.
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MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi realizado no Laboratério de Cirur-
gia Experimental da Disciplina de Técnica Operatdria
da Pontificia Universidade Catdlica do Parana (PUC-
PR), no Laboratério da Cardioprétese Ltda. e Labora-
tério de Patologia da Santa Casa de Misericérdia de
Curitiba.

Foi adotada a Némina Anatdmica Veterinaria
(1983). Respeitaram-se os principios éticos de expe-
rimentacdo animal, conforme preconizado pelo Colé-
gio Brasileiro de Experimentacdo Animal.

Modelo Experimental

Foram utilizados 45 ratos machos (Rattus
norvegicus), clinicamente sadios da linhagem Wistar,
com o peso entre 84 a 109 g, proveniente do Biotério
da Pontificia Universidade Catdlica do Parand. Os
animais foram divididos em 3 grupos de 15. Cada gru-
po foi subdividido em 3 lotes de 5 animais, estuda-
dos depois de 15, 30 e 60 dias de observacao.

- Grupo GDA (n= 15) - (grupo controle) Cuspides e
paredes adrticas porcinas conservadas em
glutaraldeido implantadas em lojas subcutaneas na
regido dorsal de ratos.

- Grupo E 80% (n=15) - Cuspides e paredes
adrticas porcinas pré-tratadas com glutaraldeido e
apods tratamento e conservagéo em solugéao de etanol
a 80% implantadas em lojas subcutaneas na regiao
dorsal de ratos.

- Grupo AG (n=15) - Cuspides e paredes adrticas
porcinas pré-tratadas com glutaraldeido e apds trata-
mento e conservagao em solugao de acido L-glutamico
a 0,8% implantadas nas lojas subcuténeas na regiao
dorsal de ratos.

Os ratos foram mantidos no Biotério da PUC-PR,
onde receberam racdo balanceada para espécie
(Nuvitab CR14) durante todo o periodo de crescimen-
to.

No momento do implante, foram submetidos a
tricotomia da regiao dorsal e antissepsia com alcool
iodado. Para a feitura das lojas subcutaneas, os ani-
mais foram anestesiados com éter sulfurico durante
todo procedimento.

Anestesia

O animal foi colocado em decubito ventral na mesa
operatéria. A anestesia induzida via inalatdria com éter
sulfirico e mantida durante todo o procedimento. Apos
o implante da cuspide e parede adrtica nas lojas na
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regido dorsal, os animais foram colocados em gaio-
las apropriadas, com cinco ratos cada.

Obtencédo das Cuspides e Paredes de Aorta
Porcina

As cuspides e paredes adrticas foram obtidas no
Laboratério de Valvas Cardiacas (Cardioprotesed),
onde foram preparadas conforme solicitacdo do pes-
quisador.

Procedimento Quimico

Todas as cuspides adrticas foram obtidas de valvas
aorticas de coragdes porcinos, obtendo-se entdo as
3 cuspides de cada valva. Apos esta separagao, fo-
ram também recortados segmentos da parede de aorta
com tamanhos de 1cm x 1cm e preparados com a
mesma metodologia utilizada para as cuspides.

As 45 cuspides e os segmentos de paredes
aorticas foram fixados em solugdo de glutaraldeido
0,6% (UrcacidO) com 50mmol/L HEPES (Solugao
Tampao), pH 7.4, durante 24 horas em recipientes
apropriados. Apds 24 horas foram deixados em solu-
cao de glutaraldeido 0,2% (GDA 0,2%) (Urcacid O)
(GDA 0,2%) com solugao HEPES durante 7 dias, para
completar a fixagéo.

Apds os 7 dias, a solugédo de GDA 0,2% foi trocada
e as estruturas permaneceram por mais 24 horas em
solugao.

Depois de 24 horas, todas as cuspides e 0s seg-
mentos de parede de aorta foram lavados 5 vezes
com solugao de soro fisiolédgico a temperatura ambi-
ente.

Até esse momento todas as cuspides e os seg-
mentos da parede de aorta foram fixados de maneira
idéntica.

Terminada esta preparagao basica, 15 cuspides e
15 segmentos de parede adrtica foram lavados 3 ve-
zes em solugéo de soro fisioldgico e colocados du-
rante 24 horas em solugao aquosa de acido L-
glutamico a 0,8%, pH 3.5 (Gibco BRL O). Depois des-
se periodo, foram lavados 5 vezes com solugao de
soro fisioldgico e armazenados nesta ultima solu-
céo.

Quinze cuspides e os segmentos de parede de
aorta foram lavados em soro fisioldgico 3 vezes e co-
locados durante 24 horas sob agitacdo constante, em
solucdo de etanol 80% (LabsynthO) com tampao
HEPES a temperatura de 25° C. Finalizado esse pe-
riodo, ambos foram lavados 5 vezes cada em soro
fisiolégico e armazenados nesta Ultima solucgao.
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As 15 cuspides e paredes de aorta restantes fo-
ram mantidas em glutaraldeido e lavadas antes do
implante, utilizadas como grupo controle.

Técnica Operatoria

Os ratos foram tricotomizados na regido dorsal,
posicionados na mesa cirurgica em decubito ventral.
A antissepsia da regiao operatdria foi feita com uma
solugédo de tintura de polivinilpirrolidona (PovidineO).

Foram realizadas incis6es de aproximadamente 2
cm na regido dorsal e confeccionadas duas lojas sub-
cutédneas para o implante da cuspide e parede de
aorta.

Para a sutura da inciséo, foi utilizado fio de
mononylon 3-0 monofilamentar (MononylonO, Ethicon).

Observagao Pdés-Operatéria

Apds o ato operatdrio, os ratos foram marcados
com canetas especiais para identificacdo e coloca-
dos em gaiolas apropriadas. Em cada gaiola ficaram
cinco ratos.

Os ratos foram mantidos com alimentacédo e cui-
dados usuais do biotério, observados e submetidos
ao sacrificio em 15, 30 e 60 dias.

O sacrificio dos ratos foi feito por intoxicacao
anestésica com éter sulfurico em recipiente fechado.

Quando da retirada das pegas, foi realizada inci-
séo longitudinal na regido dorsal e removidas as pe-
¢as, para analise microscopica e mensuragao do cal-
cio por espectrofotometria de absorcdo atdmica com
atomizacdo em chama.

Analise Morfolégica

Andlise Microscopica

As pecas cirlrgicas, tanto os segmentos de aorta
quanto as cuspides, foram fixadas em solugéao de
formalina a 10% e encaminhadas para analise micros-
copica.

Os exames histoldgicos foram realizados por um
mesmo observador, sem conhecimento do grupo ao
qual pertencia o espécime.

A preparagdo do material histolégico seguiu os
métodos de histotécnica adotados pelo Laboratério
de Patologia da Santa Casa de Curitiba. Apds fixa-
¢do em solucdo de formalina tamponada a 10%, o
material da amostra foi desidratado pelo alcool etilico,
em concentracdes progressivas de 70% a 100%,
diafanizado por impregnacao com xilol e imerso em
parafina a 60%, para constituicdo dos blocos.

Realizaram-se cortes de 2 a 4 mm de espessura,
corados com hematoxilina-eosina (H&E) e von Kossa
(método especifico para visualizagdo de calcificagao).
Utilizou-se microscopio tetraocular (American Optical)
para a analise.

Para a analise dos achados histopatoldgicos,
adotou-se a seguinte classificagcéo:

Cuspide Adrtica

I_-_Calcificacao:

1-Localizacao

| 1a - focal

I 1b - multifocal

| 1c - difusa

| 1d - ausente.

2 - Intensidade

| 2 a- discreta

| 2 b — moderada

| 2 ¢ - acentuada

Il_- Infiltrado inflamatdrio:

1 - Localizagao

Il 1 a— focal

Il 1b — difuso

Il 1c — ausente

2 —Tipo

Il 2a — agudo

Il 2b — crbnico discreto

Il 2c — granulomatoso moderado

Parede de Aorta
Para a parede de aorta foi utilizado o mesmo pro-
tocolo histolégico da cuspide adrtica, com as menci-
onadas subdivisdes.
Mensuracao do Calcio

As amostras de cuspide aértica e parede de aorta
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foram submetidas a solubilizacdo com acido cloridri-
co e enviadas ao Laboratdrio do Instituto de Tecnologia
para o Desenvolvimento (LactecO), da Universidade
Federal do Parand, onde a determinagdo quantitativa
do célcio foi realizada por espectroscopia de absor-
¢ao atdbmica, com espectrometro Perkin Elmer, 4100.

A quantidade total de calcio foi expressa em mg
por amostra e extrapolada para mg/mg de tecido seco
pré-implante. Deste modo, foi possivel estimar a quan-
tidade de caélcio incorporado por miligrama de tecido
seco implantado e nao do tecido seco explantado,
cujo peso reflete nao s6 a quantidade de calcio incor-
porada como também a infiltragéo das células do hos-
pedeiro.

Metodologia Estatistica

Recorreu-se a analise descritiva dos dados pelas
tabelas, quadros e graficos. Foram utilizados a Anali-
se de Variancia (ANOVA) e os testes paramétrico “t
de Student” e 0 nao-paramétrico “Mann-Whitney”, com
auxilio do software “Primer of Biostatistics”.

O teste da ANOVA também foi utilizado para
amostras relacionadas (“Repetead Measures
ANOVA”), os demais para amostras independentes.
O nivel de significancia minimo adotado foi de 5%
(0,05).

RESULTADOS

Nao houve 6bito durante o procedimento cirurgico
ou no periodo pds-operatdrio.

Andlise Microscopica

Calcificagao

Cuspide Adrtica

Conforme observa-se nas Tabelas 1 e 2, houve
calcificagdo progressiva das cuspides valvares sub-
metidas ao tratamento com GDA (Figuras 1 e 2). Esse
processo foi parcialmente encontrado com o &cido L-
glutdmico (Figura 3) e totalmente ausente com o
etanol (Figuras 4, 5 e 6).

E em relagéo a intensidade, também foi constata-
da auséncia de calcificacéo.

Parede de Aorta

Os segmentos de parede adrtica também demons-
traram calcificacdo progressiva, nao sendo inibidos
pelos tratamentos com &cido L-glutamico e etanol
(Figuras 7, 8 € 9).

Em relagéo a intensidade da calcificacao, verifi-
cou-se que tanto os segmentos submetidos a con-
servacdo com etanol 80% quanto os submetidos ao
GDA apresentaram intensidade moderada aos 15 e
30 dias. Aos 60 dias ambos apresentaram intensida-
de moderada (20%) ou acentuada (80%).

152

TABELA 1. CALCIFICACAO QUANTO A LOCALIZAGAO,
SEGUNDO OS METODOS DE
CONSERVAGAO E OS TEMPOS DE
OBSERVACAO CUSPIDE AORTICA

LOCALIZACAC ACIDO L- ETANOL GDA
GLUTAMICO 80%
N T % N T % N [ %

15 DIAS

e Ausente 1 20 5 100 - -
e Difusa 3 60 - - 5 100
e Focal 1 20 - - - -
30 DIAS

e Ausente - - 5 100 - -
e Difusa 3 60 - - 5 100
e Multifocal 2 40 - - - -
60 DIAS

s Ausente - - 5 100 - -
e Difusa 3 60 - - 5 100
e Focal 1 20 - - - -
e Multifocal 1 20 - - - -

TABELA 2. CALCIFICACAO QUANTO A INTENSIDADE,
SEGUNDO OS METODOS DE
CONSERVACAO E OS TEMPOS DE
OBSERVACAO CUSPIDE AORTICA

ACIDO L- ETANOL GDA
INTENSIDADE GLUTAMICO 80%
N [ % N [ % N T %
15 DIAS
e Ausente 1 20 5 100 - -
e Discreta 1 20 - - - -
e Moderada 3 60 - - 5 100
s Acentuada - - - - - -
30 DIAS
e Ausente - - 5 100 - -
¢ Moderada 3 60 - - - -
s Acentuada 2 40 - - 5 100
60 DIAS
e Ausente - - 5 100 - -
o Moderada 1 20 - - - -
e Acentuada 4 80 - - 5 100

TR e T T e g Sk
Fig.1- Fotomicrografia mostrando corte transversal da
cuspide aortica tratada com glutaraldeido, com sinais
de importante calcificagédo apds 15 dias de implante.
GDA subgrupo 15 dias (von Kossa 100x).
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Fig. 2 - Fotomicrografia mostrando corte transversal da
cuspide aortica tratada com glutaraldeido, com sinais
de importante calcificagdo apds 30 dias de implante.
GDA subgrupo 30 dias (H&E 100x).

Fig. 3 - Fotomicrografia mostrando corte transversal da
cuspide adrtica tratada com acido L-glutdmico, com
sinais de importante calcificacdo apds 15 dias de
implante. AG subgrupo 15 dias (H&E 40x).

Fig. 4 - Fotomicrografia mostrando corte transversal da
cuspide adrtica tratada com etanol 80%, sem sinais de
calcificagcdo apos 15 dias de implante. E80% subgrupo
15 dias (von Kossa 40x).

Fig. 5 - Fotomicrografia mostrando corte transversal da
cuspide adrtica tratada com etanol 80%, sem sinais de
calcificagcdo apds 30 dias de implante. E 80% subgrupo

30 dias (von Kossa 100x).

Fig. 6 - Fotomicrografia mostrando corte transversal da
cuspide adrtica tratada com etanol 80%, sem sinais de
calcificacdo apds 60 dias de implante. E 80% subgrupo
60 dias (H&E 40x).

; g'?é‘i‘. i k v." t"‘.#, , “
Fig. 7 - Fotomicrografia mostrando corte longitudinal da
parede adrtica tratada com etanol 80%, apresentando

calcificagéo difusa e moderada apds 15 dias do
implante. E 80% subgrupo 15 dias (von Kossa 100x).
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Fig. 8 - Fotomicrografia mostrando corte longitudinal de
parede adrtica tratada com glutaraldeido, apresentando
calcificacdo difusa e acentuada apds 30 dias do implante.
GDA subgrupo 30 dias (von Kossa 100x).

Fig. 9 - Fotomicrografia mostrando corte longitudinal da
parede adrtica tratada com 4acido L-glutamico,
apresentando calcificagdo difusa e acentuada, apds 60
dias do implante. AG subgrupo 60 dias (von Kossa 100x).

Infiltrado Inflamatério

Cuspide Adrtica

Em relagéo ao infiltrado inflamatdrio na cuspide adrtica,
observa-se que o0 método de conservagao no qual utilizou-
se 0 &cido L-glutdmico apresentou localizagao focal, em
todos os casos do periodo de 60 dias.

Em relacdo a intensidade, observa-se que o método de
conservacao do acido L-glutdmico permaneceu inalterado
em todos os tempos de observacao.

Parede de Aorta

Em relacéo ao infiltrado inflamatdrio na parede de aorta,
observa-se que todos os métodos de conservagao apre-
sentaram localizagéo focal, em todos os tempos de obser-
vacao.

Em relacdo a intensidade, verifica-se que o método de
conservagao do &cido L-glutdmico apresentou em todos
0s casos, intensidade cronico discreto para o periodo de
60 dias.
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Mensuracéo do Calcio

Na comparagao da mensuragao do calcio, da cuspide
adrtica, entre 0s métodos de conservagao (grupo de estu-
do), em cada tempo de observacao, separadamente, foi
constatada significancia estatistica, em todos os tempos
de observagéo:

O método de conservagao etanol 80% apresentou
menor mensuragao do calcio, em 15 dias (p<0,0001) (Gra-
fico 1); 30 (p<0,0001) (Grafico 2) e 60 (p<0,0001) (Grafico
3) No Gréfico 4 observa-se a andlise conjunta nos tempos
de 15, 30 e 60 dias;

Na comparagéo da mensuragao do calcio, da parede
de aorta, entre os métodos de preparagao (grupo de estu-
do), em cada tempo de observagao, separadamente, foi
constatada significancia estatistica apenas para o periodo
de 15 dias:

GDA apresentou maior quantidade do calcio, de
modo geral (p<0,0001), e quando comparado ao acido L-
glutdmico (p=0,003) e ao etanol 80% (p=0,003) (Grafico 5);

GRAFICO 1
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Ressalta-se que aos 60 dias foi constatada dife-
renga significativa apenas na comparagao do acido L-
glutdmico com o GDA, ou seja, também maior
mensuragao de calcio no GDA (p<0,0001).

Também foram correlacionados os valores do
etanol 80%, nos diferentes tempos de observacgao,
sendo constatada maior mensuragdo do calcio em
60 dias (p<0,0001) (Graficos 6 e 7). O acido L-
glutamico e o GDA nao foram analisados.

COMENTARIOS
Desde os primeiros implantes de valvas porcinas

tratadas por glutaraldeido, varias técnicas tém sido
usadas para minimizar a calcificagao @29,
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O risco de faléncia estrutural das biopréteses
porcinas é fortemente dependente da idade do recep-
tor. Em pacientes com idade inferior a 35 anos, ha
faléncia quase uniforme cinco anos apds implanta-
¢ao. Ja em pacientes acima de 65 anos, apenas cer-
ca de 10% sofrem disfungdo nos 10 anos seguintes
ao implante (1527 28),

Com a intengéo de tornar minima a calcificagao,
SCHOEN et al. @ utilizaram cations mono, di, ou
trivalentes durante a fixagcdo em glutaraldeido, mas
suas agdes nao se mostraram satisfatorias. Hidroxi e
amino-difosfonatos e cations metalicos foram também
testados, mas os altos teores necessarios interferi-
ram no crescimento ésseo @:22),

O pré-tratamento com detergente (SDS Tween 80)
pode inibir a calcificacdo pela remocéo dos
fosfolipideos do substrato. Entretanto, os detergen-
tes afetam a superficie da membrana e as fibras
colagenas, resultando, por vezes, em marcada dimi-
nuicao da durabilidade das biopréteses (182930,

Recentemente, o acido amino oléico usado como
detergente demonstra prevenir a calcificacdo das
biopréteses porcinas ©'%. Os resultados mostraram
que o acido amino oléico reduz significativamente a
calcificacdo dos folhetos das biopréteses implanta-
das na posicao adrtica em ovelhas. Entretanto, os
resultados quanto a estabilidade em vivo e a possibi-
lidade de degradagao do acido amino oléico rema-
nescente no tecido necessitam ser resolvidos (1831,

Outra alternativa estudada séo bisfosfonatos, que
agem bloqueando o crescimento dos cristais de
hidroxiapatita no tecido bioprotético, cujo uso
sistémico mostra efeitos adversos no metabolismo

do caélcio nos ossos que leva a seu enfraquecimento
(34)

Demonstrou-se que, quando os bisfosfonatos s&o
colocados junto a folhetos de valvas porcinas implan-
tadas no subcuténeo de ratos, sua liberacédo lenta e
local inibe a calcificacdo, sem efeitos adversos ob-
servados com o uso sistémico ©9.

Os etanohidroxibisfosfonatos e o FeCl, mostraram
efeito sinérgico na inibicao da calcificagcao de seg-
mentos de parede adrtica de ratos implantados em
animais da mesma espécie. Entretanto, o emprego
de liberagdo sistémica controlada destes mesmos
agentes foi menos efetivo na prevencdo do depdsito
de calcio em proéteses adrticas porcinas ©9).

Outro agente anticalcificante, o aminopropil-
hidroxibisfosfonato, mostrou ser efetivo em folhetos
aorticos porcinos implantados no subcutaneo de ra-
tos. Porém, quando biopréteses porcinas foram es-
tudadas no sistema circulatério, o efeito
anticalcificante nao foi demonstrado ©7: 38,

O aluminio é associado a osteomaléacia em paci-
entes mantidos em didlise renal. Por isso, realiza-
ram-se estudos com sais metalicos contendo AP+ e
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Fe®, visando prevenir a calcificacao.

As cuspides adrticas porcinas foram incubadas
nestes ions metalicos trivalentes, observando-se
marcada acao anticalcificante em implantes, mesmo
com baixas concentragdes ©9. Estudos morfolégicos
com os tecidos das biopréteses pré-tratadas com alu-
minio e cloridrato de ferro revelaram que o Al** e o Fe®*
s80 0s responsaveis pela desvitalizagao celular.

Mesmo havendo diferencas entre o perfil das
lipoproteinas humanas e os dos ratos e ovelhas, de-
monstrando diversidade no metabolismo de calcio des-
tas espécies, nelas coexistem doencgas valvares e
cardiovasculares. Entretanto, os estudos de
microscopia e patologia ultra-estrutural indicam que

o material clinico e modelo animal sdo comparaveis
(33,40,41)

VYAVAHARE et al. ® estudaram os efeitos de
varias concentracoes do etanol e mostraram que a
80% ele inibe a calcificacao de cuspides adrticas
implantadas no subcutaneo de ratos ou no sistema
circulatério de ovelhas, como substituto mitral. Acre-
ditam que a extragéo do colesterol e fosfolipideos seja
o principal mecanismo de sua acgéo anticalcificante,
embora haja outros fatores que podem influenciar a
mineralizacdo do tecido bioprotético.

No presente estudo visou-se identificar uma subs-
tancia que seja anticalcificante eficaz, tanto para as
cuspides quanto para a parede adrtica porcina. Com
este fim, foram comparados os achados deste estu-
do com o etanol a 80% com obtidos com outras con-
centragcdes deste por VYAVAHARE et al. (1® em
cuspides aodrticas porcinas. Confrontaram-se, tam-
bém, estes dados com os apresentados por GRIMM
et al. @4, que obtiveram significativa acao
anticalcificante com tratamento do pericardio bovino
com o acido L-glutdmico a 0,8%.

Os dados deste trabalho com a mensuragéao do
teor de célcio nas cuspides adrticas tratadas com
etanol a 80% e implantadas no subcutaneo de ratos,
nos intervalos de 15,30 e 60 dias apds o implante,
demonstraram significativa inibicdo da calcificacao.
Os valores encontrados aproximam-se dos referidos
por VYAVAHARE et al. (1820 J& os segmentos de pa-
rede adrtica tratados pelo etanol a 80% nao demons-
traram eficacia de sua agdo, quando comparados aos
valores do teor de calcio obtidos com o tratamento
pelo glutaraldeido. O estudo histolégico confirma este

fato, o que vai ao encontro dos achados da literatura
(18)

O &cido L-glutdmico a 0,8% nao foi capaz de inibir
a calcificacao das cuspides valvares porcinas, pois
os valores da mensuragao do teor de calcio nao dife-
riram dos encontrados no grupo controle.

Entretanto, os resultados observados com o seg-
mentos de parede adrtica indicam melhor acéao
anticalcificante do acido L-glutamico a 0,8%, compa-



Soncini da Rosa GR, Costa F D A, Mesquita L, Costa | S E A - Estudo comparativo da eficacia do etanol e do acido L-glutdamico na prevencao
da calcificagao das cuspides e parede adrtica porcina: estudo experimental em ratos. Rev Bras Cir Cardiovasc 2002; 17(2): 40-51.

rativamente aos obtidos com o glutaraldeido e o etanol
a 80%. Do mesmo modo, os estudos histoldgicos
confirmam a superioridade de sua agao (18 42,

Neste estudo, ndo se péde comparar os achados
quanto a agao do acido L-glutdmico nas cuspides e
parede adrtica porcinas implantadas no subcuténeo
de ratos, por ndo terem sido encontrados estudos se-
melhantes na literatura.

CONCLUSOES

Da analise comparativa de dois métodos
de prevencao da calcificacao (etanol a 80% e

acido L-glutamico a 0,8%) em cuspide e pa-
rede adrtica porcina em ratos jovens, aos 15,
30 e 60 dias de implante subcutaneo, con-
cluiu-se que:

O etanol a 80% inibe a calcificacao das
cuspides nos trés periodos analisados, mas
nao inibe a calcificacao da parede adrtica.

O acido L-glutamico a 0,8% nao inibe a
calcificacao das cuspides nos trés periodos
analisado, mas minimiza a calcificacao na
parede da aorta, quando comparado ao gru-
po controle no intervalo de 60 dias.

RBCCV 44205-585

Soncini da Rosa GR, Costa F D A, Mesquita L, Costa | S E A - Comparative study on the
efficacy of ethanol and of I-glutamic acid for preventing calcification of pig cusps and aortic wall:
experimental study in rats. Rev Bras Cir Cardiovasc 2002; 17(2): 39-50.

ABSTRACT: Introduction: The glutataldehyde (GDA) treated pigs cusps are one of most
employed tissues in bioprosthesis, but is late post-implant calcification is main cause of its

failure.

Background: This study aims at comparing and analyzing two methods (ethanol 80% and I-
glutamic acid 0.8%) to prevent calcification in pig cusps and aortic wall implanted subcutaneously
in rats, the cusps and aortic wall segments of the control were in glutaraldehyde (GDA), during a

15, 30 and 60 days period after the implant.

Material and Methods: We used 45 young rats, distributed in 3 groups of 15 rats each,
which in turn were subdivided in 3 subgroups of 5 rats each, in which we implanted one cusp and
one aortic wall segment in 2 subcutaneous pouches for each rat. We called each group as
follows: GDA (control group), E80% (the group whose structures were previously prepared with
ethanol 80%) and GA 0.8% (group previously prepared with L-glutamic acid 0.8%); in those
groups we measured calcium and performed a microscopic analysis seeking for any calcification,
its location and intensity; inflammatory infiltrate, location and type, during a 15, 30, and 60-day

period after the implant.

Results: Calcium was found in the aortic cusp in the E80% group (1.30+0.21 mg calcium/mg
tissue) at day 15, (1.05+0.22 mg calcium/mg tissue) at day 30, and (0.53+0.42 mg calcium/mg
tissue) at day 60; in the GA 0.8% group (12.17+0.66 mg calcium/mg tissue) at day 15, (15.31+2.82
mg calcium/mg tissue) at day 30, and (34.24+16.28 mg calcium/mg tissue) at day 60; and in the
control group, GDA at day 15 (12.44+2.26 mg calcium/mg tissue), at day 30 (13.44+3.34 mg
calcium/mg tissue), and at day 60 (50.85+8.71 ug calcium/mg tissue). As for the calcium measured
in the aortic wall, in the E80% group we found (4.62+0.68 ug calcium/mg tissue) at day 15,
(9.47+2.59 pg calcium/mg tissue) at day 30, and (23.56+7.75 pg calcium/mg tissue) at day 60; in
the GA 0.8% group at day 15 (4.31+0.85 pg calcium/mg tissue), at day 30 (7.69+1.48 ug calcium/
mg tissue), and at day 60 (20.50+1.22 pg calcium/mg tissue); and in the control group (GDA) at
day 15 (7.34+1.32 pg calcium/mg tissue), at day 30 (9.28+0.76 ug calcium/mg tissue), at day 60
(27.60+1.08 pg calcium/mg tissue). Microscopic evaluation of the aortic cusp, showed a progressive
calcification in those fixed with GDA. Such process was found partially in the GA 0.8% group,
and totally absent in the E80% group. As for the assessment of the aortic wall segments, we
also observed progressive calcification, which was not inhibited by the treatment with either GA

0.8% or E80%.

Conclusions: We concluded that a pre-treatment with ethanol at 80% inhibited calcification
in pig aortic cusps, however it was not as effective on the aortic wall. However, L-glutamic acid at
0.8% did show that it minimizes calcification in the aortic wall. Further studies are required, to
evidence if the anti-calcifying action of ethanol 80% is kept if the pig aortic bioprostheses are

implanted in the circulatory system.

DESCRIPTORS: Bioprosthesis, conservation. Ethanol, pharmacology. Glutamic acid,

pharmacology. Calcification, physiologic.
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