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Resumo

Objetivo: Avaliar a eficacia do acido L-glutamico na
prevengdo da calcificacdo do pericardio bovino implantado
no subcuténeo de ratos.

Método: Utilizaram-se 54 ratos Wistar, distribuidos em
seis grupos, de acordo com o segmento de pericardio bovino
implantado. Inicialmente, todos os pericardios foram fixados
com glutaraldeido 0,5% por 72h. No grupo |, apds a fixagao,
o pericardio foi preservado em glutaraldeido 0,2% até o
implante. O grupo |l foi estocado em solugcdo de Paraben.
No grupo I11 e 1V, ap6s a fixagdo inicial, os pericardios foram
tratados com acido L-glutamico 8% com pH 7,4 e 3,5,
respectivamente, sendo em seguida estocados em Paraben.
Os grupos V e VI foram semelhantes aos grupos 111 e 1V,
exceto pela concentragdo do acido L-glutamico que foi de
0,8%. Os explantes foram feitos com 15, 30 e 60 dias, e as
amostras submetidas a analise histolégica com
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hematoxilina-eosina e Von Kossa, além da mensuragdo de
célcio por espectofotometria de absorgao atémica.

Resultados: A mensuracdo por espectofotometria de
absorcdo atémica demonstrou aumento progressivo da
calcificacdo nos grupos I, Il e 111, aos 15, 30 e 60 dias. Nos
grupos 1V, V e VI, os niveis de calcio permaneceram sem
alteracdo nos periodos estudados. A analise microscopica
demonstrou calcificacdo progressiva nos grupos I, 11 e I1l.
Nos grupos 1V, V e VI, a calcifica¢do, quando observada, foi
focal e de grau leve.

Conclusao: O uso do acido L-glutdmico em segmentos de
pericardio bovino, fixados pelo glutaraldeido, foi efetivo na
prevencdo da calcifica¢cdo, quando implantados no
subcutaneo de ratos por até 60 dias.

Descritores: Acido glutamico. Glutaral. Pericardio.
Calcinosis.
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Abstract

Objective: To evaluate the efficiency of L-glutamic acid
to prevent calcification of glutaraldehyde bovine pericardium
implanted in rats’ subcutaneous tissues.

Methods: Fifty four Wistar rats were divided in six groups
according to the type of the bovine pericardium implanted.
At first, all pericardia were initially cross-linked with 0.5%
glutaraldehyd (GDA) fixative for 72 h. In Group I, after the
initial fixation, the pericardia were preserved in 0.2% GDA
fixative until the implantation, whereas in Group Il they
were stocked in Paraben solution. In Groups I11 and IV, after
the initial fixation in 0.5% GDA fixative, the pericardia
were treated with 8% L-glutamic acid at pH 7.4 and 3.5,
respectivelly, being subsequently stocked in Paraben
solution. Groups V and VI were similar to 111 and IV, except
for the concentration of L-Glutamic acid which was 0.8%.
Explantation was done at 15, 30, and 60 days, and the

INTRODUCAO

Afixacdo de proteses valvares com glutaraldeido (GDA)
tem sido amplamente utilizada nas Ultimas trés décadas [1].
Seu emprego contribui para a estabilizacdo do colageno e
para areducdo da rejeicdo [2]. Apesar disso, a calcificagdo
das cuspides valvares tratadas com o GDA ainda representa
a principal causa de faléncia destes implantes [3,4].

Alguns autores tém suposto que a fixacdo do tecido
biologico pelo GDA, por si sd, pode ser agente facilitador
da calcificacéo, pois a liberagdo gradual do glutaraldeido
monomeérico pds-implante, a partir das rupturas de ligacdes
de glutaraldeido polimérico, resulta em efeito citotoxico,
inibindo o processo de proliferacdo endotelial, expondo
residuos celulares ricos em fosfolipidios que
comprovadamente funcionam como sitios primarios do
processo de calcificacdo, devido a grande polaridade da
molécula de GDA monomérica [3-9].

Em vista disto, diversos tratamentos quimicos
alternativos, visando a diminuir ou retardar o processo de
calcificacdo, tém sido propostos.

Estudos experimentais demonstraram que o tratamento
do pericardio bovino com o &cido L-glutdmico, previamente
fixado em GDA, melhorou sua biocompatibilidade, por
neutralizar os efeitos toxicos do glutaraldeido, reduzindo
de forma significativa a calcificagdo. Além disto, o pH acido
favorece a despolimerizacdo do glutaraldeido polimérico,
facilitando a saida do tecido de moléculas monoméricas
ndo ligadas [4,8].

A aplicacdo de um método eficiente na producédo de
bioproteses € desejavel, pois poderia levar ao aumento da
durabilidade e, conseqiientemente, diminuir a necessidade
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specimens submitted to histological analysis with
Hematoxylin and eosin (HE) and Von Kossa stains, besides
calcium quantification with atomic spectrofotometry.

Results: Microscopic analysis demonstrated severe and
progressive calcification in groups I, 11, and 111, whereas in
groups 1V, V, and VI calcification, when present, was mild
and focal. Spectrofotomety confirmed these findings,
revealing calcium contents of 1.93ug/mg of tissue at 60 days
in the control group. Groups IV and VI showed the least
calcium contents (0.063 e 0.066, respectively).

Conclusions: The use of L-glutamic acid in segments of
bovine pericardium with glutaraldehyde fixative was
effective in preventing the calcification when implanted in
rats’ subcutaneous up to 60 days.

Descriptors: Glutamic acid. Glutaral. Pericardium.
Calcinosis.

de reoperacdes, particularmente em paises em
desenvolvimento, nos quais 0 emprego de proéteses
biologicas € mais frequente.

O objetivo deste trabalho foi analisar a eficacia do acido
L-glutdmico nas concentracfes 0,8% e 8%, e com variagdo
de pH entre pH 3,5 (&cido) e pH 7,4 (fisioldgico), na
prevencdo da calcificacdo de segmentos de pericardio
bovino fixados em GDA e implantados na tela subcuténea
de ratos jovens.

METODO

Este trabalho foi realizado nos Laboratorios de Cirurgia
Experimental da Disciplina de Técnica Operatéria da
Pontificia Universidade Catolica do Parana (PUC-PR), no
Laboratério da Cardioprotese Ltda, no Laboratorio de
Patologia Clinica da Santa Casa de Misericordia de Curitiba
e no Instituto de Tecnologia para o Desenvolvimento
(LACTEC).

O Comité de Etica em Pesquisa com Animais da PUC-PR
aprovou este experimento, sob o registro na CEPA/PUC-
PR nlmero 62.

Foram utilizados 54 ratos machos (Rattus norvegicus
albinus, Rodentia mammalia), da linhagem Wistar, com
idade média de 33,0 + 3 dias e peso médio de 90,0 + 4g.

Os animais foram divididos em 6 grupos (I, I1, 111, 1V, V e
V), com nove animais cada, conforme o tratamento quimico
do pericardio bovino implantado (Tabela 1).

Cada grupo foi subdividido em 3 subgrupos, de acordo
com o tempo de evolugdo pds-operatéria por ocasido da
eutanasia dos animais para o explante dos segmentos do
pericardio bovino, com 15, 30 e 60 dias (Tabela 2).
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Tabelal. Classificagcdo do grupo de acordo com o tratamento quimico dos segmentos de pericardio bovino

Tempo | Tempo 2 Tempo 3
Grupo Fixacdo do tecido Tratamento adicional Estocagem
| Fixados em GDA 0,5% por 72h - Solugéo de GDA 0,2%,
pH 7,4

11 Fixados em GDA 0,5% por 72h

1] Fixados em GDA 0,5% por 72h

v Fixados em GDA 0,5% por 72h
\Y Fixados em GDA 0,5% por 72h
\Y/| Fixados em GDA 0,5% por 72h

Acido L-glutdmico 0,8%, pH 7,4 em gua destilada por 48h
Acido L-glutdmico 0,8%, pH 3,5 em &gua destilada por 48h
Acido L-glutamico 8%, pH 7,4 em 4gua destilada por 48h

Acido L-glutdmico 8%, pH 3,5 em 4gua destilada por 48h

- SSI com Paraben

SSI com Paraben

SSI com Paraben

SSI com Paraben

SSI com Paraben

GDA - Glutaldeido; SSI — Solugéo Salina Isotonica

Tabela 2. Distribui¢do dos subgrupos do estudo de acordo com o
tempo de explante

Grupos Tempo de observacao Subgrupo
| GDA 15 dias 1An=3
*(GDA) n=9 30 dias 1B n=3
60 dias 1Cn=3
1l GDA 15 dias 1An=3
**(Paraben) n=9 30 dias 1B n=3
60 dias 1Cn=3
1 ***AG 0,8% 15 dias 1An=3
pH 7,4 n=9 30 dias 1B n=3
60 dias 1Cn=3
v AG 0,8% 15 dias 1An=3
pH 3,5 n=9 30 dias 1B n=3
60 dias 1Cn=3
\ AG 8% 15 dias 1An=3
pH 7,4 n=9 30 dias 1B n=3
60 dias 1Cn=3
Vi AG 8% 15 dias 1An=3
pH 3,5 n=9 30 dias 1B n=3
60 dias 1Cn=3

*GDA (*GA) — Armazenado em glutargldeido; ** GA (Paraben)
— Armazenado em Paraben; ***AG — Acido glutamico

Obtengéo do pericardio bovino

Os pericardios bovinos foram obtidos em frigorifico de
animais em idade de abate comercial, logo ap6s o seu
sacrificio. Estes foram dissecados e liberados da gordura
mediastinica e pleural, lavados e transportados em solugédo
gelada de Ringer Lactato a 4°C até o laborat6rio, onde foram
processados.

Procedimentos quimicos

Em todos os grupos, os segmentos de pericardio foram
previamente fixados em GDA a 0,5% em solucéo tampé&o
fosfato, com pH = 7,4, por 72 horas, em temperatura ambiente
(fixacdo padrao). Apos esta fase, foi realizado o tratamento
dos segmentos de pericardio de forma diferente entre os
grupos (Tabela 1).

O grupo | ou grupo controle recebeu o tratamento
convencional empregado em bioprdteses comercialmente
disponiveis, isto &, ap0s a fixagdo inicial com GDA a 0,5%,
foi estocado em solucdo tamponada com GDA a 0,2%. Os
pericardios do grupo Il foram fixados de forma igual ao
grupo |, diferindo deste apenas na sua estocagem, que foi
feita em solugdo com Paraben. No grupo 11, ap6s serem
fixados em GDA 0,5%, os segmentos pericardicos foram
tratados com solugcdo tamponada contendo &cido L-
glutdmico 0,8% com pH = 7,4, por 48 horas, sendo
posteriormente armazenados em SSI com Paraben. No grupo
1V, ap6s a mesma fixagdo, os segmentos pericardicos foram
tratados com solucédo de acido L-glutamico a 0,8% com
pH=3,5 por 48 horas, sendo posteriormente armazenados
em SSI com Paraben.

Os grupos V e VI foram tratados de forma semelhante,
apos fixacdo, os segmentos pericardicos foram mantidos
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em solugdo de acido L-glutamico a 8%, diferindo apenas
no pH (grupo V pH=7,4 e grupo VI pH=3,5).

Técnica operatoria

Foi praticada incisdo de aproximadamente 2cm na regido
dorsal e confeccionada loja subcuténea para o implante do
pericardio bovino sob a pele do animal.

Observagao pds-operatoria

Os ratos foram marcados com canetas demograficas e
colocados em gaiolas apropriadas. Em cada gaiola ficaram
cinco animais. Os ratos foram mantidos no biotério, sendo
submetidos a eutanasia com 15, 30 e 60 dias, com dose letal
de tiopental sddico, 400 mg/kg, por via intraperitoneal.
Posteriormente, foi realizada incisdo longitudinal na regido
dorsal e remocéo dos implantes para analise microscopica
e mensuragdo do calcio por espectroscopia de absorgdo
atbmica com atomizacdo em chama.

Andlise microscopica

Os explantes foram fixados em solugdo de formalina a
10% e encaminhados para analise microscdpica. O exame
histologico foi realizado por um mesmo observador, sem
conhecimento do grupo ao qual pertencia o espécime.

A avaliagdo da calcificacdo distrofica foi entdo realizada
por meio de microscépico tetraocular (American Optical
x8), com a coloragdo de HE (hematoxilina-eosina) e
classificada em quatro niveis, de acordo com o porcentual
da pega comprometido por calcificacdo (Tabela 3).

Tabela 3. Classificacdo da calcificacdo distrofica

Graus de calcificagao

1 Classificagao distréfica compreendendo 0-10% da
superficie da pega

2 Classificaco distrofica compreendendo 10%-30% da
superficie da pega

3  Classificaco distréfica compreendendo 30%-70% da
superficie da pega

4 Classificagdo distréfica compreendendo mais de 70% da
superficie da pega

Mensuracédo do célcio

A determinacdo quantitativa do célcio foi realizada por
espectroscopia de absorcdo atdmica, com espectrdmetro
Perkin Elmer®, 4100.

A quantidade total de calcio foi expressa em miligramas
por amostra e extrapolada para pg/mg de tecido pré-
implantado. Deste modo, foi possivel estimar a quantidade
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de célcio incorporada por miligrama de tecido seco
implantado e ndo do tecido seco explantado, cujo peso
reflete ndo s6 na quantidade de célcio incorporada, como
também a infiltragdo das células do hospedeiro.

Analise estatistica

As variaveis, tanto a quantificacdo de calcio por
espectroscopia de absorcdo atbmica, quanto a analise da
calcificacdo distrofica, foram inicialmente submetidas a
avaliacdo de sua distribuicdo por meio de testes de
normalidade, coeficiente de variagdo e analise de
histogramas.

Para avaliar as possiveis diferengas existentes entre os
seis grupos nos indices de calcificacdo distréfica foi
aplicado o modelo de Analise da Variancia (ANOVA) de
Kruskal-Wallis e de Friedman, considerando a distribuicdo
assimétrica das varidveis e auséncia de homocedasticidade
entre 0s grupos.

Para todos foram utilizados os testes bicaudais,
considerando que as diferengas poderiam estar distribuidas
para ambos os lados da curva, com nivel de significancia
minimo de 5%. O tamanho da amostra foi estimado
considerando um erro de tipo | de 5% (alfa) e erro do tipo 11
de 10%.

RESULTADOS

Andlise da calcificagdo nos grupos de estudo por
espectroscopia de absor¢édo atbmica

Grupo | ou controle - O grupo controle apresentou
calcificagdo progressiva conforme o dia de sacrificio dos
animais (Tabela 4).

Grupo Il - No grupo Il, também se pode observar
calcificacdo progressiva ao longo do tempo, ndo havendo
diferenca estatisticamente significativa (p = 0,11) em relacéo
ao grupo | (Tabela 4, Figura 1).

Grupo Il - Os pericardios do grupo Il também
apresentaram calcificacdo progressiva (Tabela 4).

Grupo 1V - No grupo 1V, observou-se significativa
reducdo da calcificacdo do pericardio, mesmo ap6s 60 dias
de permanéncia na tela subcutanea dos animais, com
diferenca estatisticamente significativa em relacdo aos
grupos | (p = 0,001), grupo Il (p = 0,01) e grupo Il (p =
0,008) - Tabela 4.

Grupo V - No grupo V, observaram-se niveis de
calcificacdo significativamente diferentes dos grupos I (p
=0,04), Il (p =0,001) e 11 (p = 0,03) e em menor propor¢do
em relacdo ao grupo IV (p = 0,09) - Tabela 4.

Grupo VI - No grupo VI, os resultados foram téo
satisfatorios quanto o grupo IV, ndo havendo tendéncia de
calcificacdo aos 60 dias (Tabela 4).
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Tabela4. Calcificacdo atdbmica (espectroscopia de absorgéo
atdmica, em microgramas) aos 15, 30 e 60 dias

Grupo Rato 15 dias 30 dias 60 dias
Grupo | R1 0,520 1,250 1,500
R2 0,600 0,840 2,100
R3 0,410 1,200 2,200
Média 0,510 1,096 1,933
Grupo Il R1 0,270 0,750 3,400
R2 0,190 1,300 3,300
R3 0,200 1,500 1,400
Média 0,220 1,183 2,700
Grupo 11 R1 0,350 0,700 1,500
R2 0,300 1,500 0,400
R3 0,150 0,200 1,800
Média 0,266 0,8 1,233
Grupo IV R1 0,110 0,005 0,070
R2 0,009 0,080 0,070
R3 0,012 0,100 0,050
Média 0,043 0,061 0,063
Grupo V R1 0,015 0,006 0,200
R2 0,009 0,008 0,070
R3 0,012 0,030 0,800
Média 0,013 0,014 0,356
Grupo VI R1 0,007 0,008 0,070
R2 0,007 0,011 0,060
R3 0,006 0,007 0,070
Média 0,006 0,008 0,066

Variagdo da Calcificagio Distrofica entre os Grupos
(vizo dos grupos)
ANOVA de KruskalWalis - p < 0,003
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Fig.1 - Calcificagdo em 60 dias apds implante - fotomicrografia
mostrando os graus de calcificagéo do pericardio bovino de acordo
com os tratamentos empregados nos grupos I, 11, 111, IV, V e VI,
com 60 dias de implante na tela subcutanea dos animais. (HE 40x)

Andlise microscopica (histolégica) da calcificacao
distrdéfica nos grupos de estudo

Com 15 dias de sacrificio dos animais

A analise microscépica confirmou os dados obtidos pela
espectroscopia de absor¢do atémica. Apds 15 dias, 0s
pericardios dos grupos I, Il e 111 ja evidenciavam calcificacéo
distrofica, mais acentuadamente na porgdo central do
tecido. Ja nos grupos IV, V e V1, a calcificagio esteve ausente
ou era de intensidade minima e de caréter focal.

Com 30 dias de sacrificio dos animais

Com 30 dias, verificou-se que, de forma semelhante ao
que se observou aos 15 dias, a calcificacdo compreendendo
maiores taxas percentuais de tecido ocorreu com maior
freqiiéncia nos grupos I, Il e 111, enquanto que, nos grupos
1V, V e VI, a calcificacdo ocorreu no seu grau mais leve (0-
10% da peca).

Com 60 dias de sacrificio dos animais

Com 60 dias, verificou-se que, de forma semelhante do
que se observou aos 15 e 30 dias, a calcificagéo
compreendendo maiores taxas percentuais de tecido
ocorreu com maior freqtiéncia nos grupos I, 11 e 111, enquanto
que, nos grupos IV, V e VI, a calcifica¢do ocorreu no seu
grau mais leve (0-10% da peca) - Figura 2.

Fig. 2 — Fotomicrografia mostrando os graus de calcificacéo d
pericardio bovino de acordo com os tratamentos empregados nos
grupos I, I, 111, 1V, V e VI com 60 dias de implante na tela
subcutanea dos animais (HE 40x)
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O conjunto de gréaficos da Figura 3 ilustra a evolugéo
em cada grupo, segundo o tempo da eutanasia dos animais,
evidenciando a reducdo progressiva da extensdo da
calcificaco distréfica do segmento pericardico, de acordo
com o tratamento aplicado (Figura 3).
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Fig. 3— Gréficos ilustrando a distribuicdo do grau de calcificacdo
distrofica de acordo com os diferentes tipos de tratamento aplicados
ao segmento pericardico e de acordo com o tempo de sacrificio
dos animais

DISCUSSAO

Leukauf et al. [10] analisaram os efeitos do tratamento
com &cido L-glutamico em pericérdios bovinos previamente
fixados pelo GDA. Observaram que a semeadura “in vitro”
de células endoteliais sobre tecidos néo tratados resultava
em morte dessas células em menos de 48 horas, enquanto
que nos tecidos tratados com &cido glutdmico houve
adequada proliferacdo celular, porém com baixa aderéncia
ao tecido subjacente. No mesmo estudo, os autores fizeram
o implante de enxertos tubulares de pericardio bovino em
artérias carétidas de carneiros. \erificaram que, nos tratados
somente com GDA, a superficie interna estava recoberta
por camada de fibrina, com trombos contendo plaquetas e
macréfagos, e apenas raras células endoteliais. Ja nos
enxertos tubulares tratados com &cido L-glutdmico, houve
reendotelizacdo parcial, inclusive com producéo de matriz
extracelular, indicando melhor biocompatibilidade do tecido
tratado [10].

Em um trabalho subsequiente, Grimm et al. [8] analisaram
a efetividade do tratamento com &cido L-glutdmico na
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prevencéo da calcificagdo de pericardios bovinos fixados
em GDA. Fragmentos de pericardio implantados na tela
subcutanea de ratos Sprague-Dawley, por periodos de
até 63 dias, evidenciaram significativa reducdo, ndo
somente da reacdo inflamatéria, como também da
calcificacdo distréfica. Nos explantes tardios, com mais
de 60 dias, o nivel de calcio nos pericardios convencionais
foi de 1,69 ug/mg de tecido, enquanto naqueles tratados
com &cido L-glutdmico foi de apenas 0,13 pg/mg de tecido
[8]. Esses valores séo semelhantes aos encontrados neste
estudo, nos quais os pericardios do grupo controle
apresentaram 1,93 pg de calcio/mg de tecido, enquanto
que nos pericardios dos grupos IV e VI, onde o tratamento
com &cido L-glutdmico se mostrou mais efetivo, os niveis
de célcio foram de 0,066 e 0,063 pg/mg de tecido nos
enxertos explantados com 60 dias. Nos grupos Il e 1V, 0
acido L-glutdmico foi empregado em concentracgdes
idénticas, ou seja, 0,8%, mas com pH diferente,
observando-se que os resultados do grupo IV foram
melhores (pH &cido).

Quando se avaliaram os resultados obtidos com a
utilizagdo de acido L-glutamico a 8% e pH 7,4 (grupo V),
pode-se observar que com 60 dias, neste grupo, ocorreu
maior grau de calcificagdo do que nos grupos IV e VI, pH
3,5; porém o grupo V apresentou resultados melhores do
que os obtidos no grupo IlI, no qual a concentragdo do
acido foi dez vezes menor (0,8%).

Grimm et al. [8], em seus experimentos, também testaram
0 4cido L-glutdmico em solucéo tamponada e em pH &cido
(3,5), e concluiram que as valvas preparadas em pH
fisioldgico (8,4) favorecem a incorporacéo significativa de
polimeros de glutaraldeido no tecido. Estes polimeros séo
moléculas grandes e pesadas e que podem se decompor e
servir como uma reserva continua de aldeidos toxicos.
Sendo assim, o acido glutdmico no pH fisioldgico
compromete o seu potencial anticalcificante, pois a ligagéo
quimica cida-base é instavel [8].

O beneficio observado com o emprego de um pH mais
acido (3,5), provavelmente, resulta de dois mecanismos
independentes: a) 0 meio acido durante a exposicéo ao acido
L-glutdmico favorece a formagao de aldeidos monoméricos,
que sdo moléculas menores e mais leves, facilitando a
lavagem e remocéo do tecido; b) quando ocorre a ligagéo
quimica entre o 4cido e o aldeido, h& transformacéo em
éster e acetato, evitando que aldeido toxico livre seja
liberado no tecido.

Neste estudo, ficou evidente a reducédo significativa
dos niveis de calcificagdo obtido com o tratamento do
segmento pericardico com cido L-glutamico.

Estudos devem ser feitos para evidenciar se a agéo
anticalcificante do acido L- glutdmico mantém-se em
bioprdteses de pericardio bovino, implantadas no sistema
circulatorio.
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CONCLUSOES

O tratamento de segmentos de pericardio bovino com
solucdo de 0,8% de &cido L-glutamico em pH 3,5, fixados
pelo GDA, foi efetivo na prevencéo da calcificacdo quando
implantados na tela subcutanea de ratos jovens, por até
60 dias. O tratamento com 8% de acido L-glutdmico em pH
3,5 também se mostrou efetivo, porém o acido L-glutdmico
nesta concentracdo pode ser toxico a outros tecidos.
Sendo assim, para produgdo comercial de proteses
cardiacas o melhor tratamento seria solucdo de 0,8% de
acido L-glutamico com pH 3,5.
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