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Resumo: Este trabalho descreve um novo processo para a reticulagao de matrizes de colageno com glutaraldeido
para a preparagdo de materiais para a confecgdo de valvulas cardiacas biologicas, e consiste no tratamento do
pericardio bovino com concentragdes progressivamente crescentes com este reagente no intervalo de con-
centragdo entre 0,005 ¢ 0,5% em tampao fosfato, pH 7.4. O perfil da reagao com glutaraldeido, quando
comparado com o procedimento convencional, foi mais homogéneo ¢ os materiais obtidos apresentaram
propriedades térmicas e mecanicas similares. Entretanto, mostraram-se significativamente mais estaveis a
degradagdo enzimatica, principalmente em relagdo a tripsina (17 x), que ¢ devido provavelmente a formagao
de ligagdes de reticulagdo mais homogéneas e/ou em maior densidade. Os resultados mostram que metodologia
seqiiencial estudada, associada ao tratamento convencional, pode constituir-se em uma técnica de pré-trata-

mento promissora para a preparagdo de materiais mais eficientes para confecgdo de bioproteses.
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Introducao

Os tratamentos de tecidos bioldgicos ricos em
colageno, tais como o pericardio bovino (PB) e valvu-
las porcinas, com agentes de reticulagdo que incluem
o glutaraldeido (GA), utilizados durante o processo de
fabricagdo de valvulas cardiacas (bioproteses) tem
como objetivos principais, a redugdo das propriedades
antigénicas, por reagir com residuos celulares, protei-
nas e outros materiais sensibilizantes e, melhorar suas
propriedades mecanicas, pela introdugdo de ligagdes
de reticulagdol!. Apesar deste tratamento, estes mate-
riais, que sdo utilizados para a confecgdo dos folhetos
das valvulas, entre outros problemas estatisticamente

menos significativos, apds 7 anos pos-implantel] so-
frem um processo de calcificagdo degenerativa, que
tém origem nas micro trincas®! geradas pela solicita-
¢do mecanica de suas superticies, prejudicando sensi-
velmente o mecanismo de abertura e fechamento das
bioproteses. A conseqiiéncia, ¢ a redugdo progressiva
da performance hidrodindmica até sua falha comple-
tal>*l. Procedimentos alternativos a reticula¢io com
glutaraldeido, como forma de solucionar este proble-
ma, incluem o pré-tratamento com agentes tensoativos,
a extra¢do do PB com solventes organicos e o uso de
anticalcificantes¢! ou ainda novos métodos de
reticulagdo com compostos funcionalizados com gru-
pos epoxil’l, azidasl®! diisocianatos!”l e carbo-
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diimidas{%, ou ainda, o tratamento com Aacido
o—aminooléico, principalmente de valvulas porcinast!!l.
Procedimentos alternativos utilizando-se do proprio
glutaraldeido também tém sido propostos e incluem a
fixagdo dindmical'?, o uso de temperaturas mais ele-
vadas!!¥ ou ainda o tratamento com o glutaraldeido
protegido na forma de acetais!**.

Quimicamente, a agdo do glutaraldeido sobre ma-
trizes colagénicas esta relacionada com sua capacida-
de de reagir com €-amino grupos de residuos dos amino
acidos lisina e hidroxilisina da proteina para formar
ligag3es cruzadas do tipo base de Schiff (-CH=N-)!3],
Entretanto estas reagdes ndo sdo homogéneas devido
a heterogeneidade do tecidol'® e & quimica complexa
do GA em solugdes aquosas (Figura 1)l'7). Algumas
das resultantes s@o a impermeabilizagdo supetrficial do
tecido (Figura 2)l'8] ¢ a formagdo de ligagdes de
reticulagdo poliméricas do tipo poli-GA (Figura 2)!'%).
Para o caso do tecido hepatico, foi mostrado que a pe-
netragdo do GA ¢ inversamente proporcional a espes-
sura da amostral?”) e para o PB, a reticulagiio ocorre
apenas nas fibras superficiais, principalmente quando
em altas concentragdes, condig¢do utilizada no
processamento do PB utilizado na confecgdo de
bioproteses, que é de 0,5%02',

Essa impermeabilizac¢éo para o PB ¢ um proces-
so rapido e estd associada a formagdo de ligagdes cru-
zadas poliméricas do tipo poli-GA (Figura 2). Como
resultante, obtém-se regides internas da matriz ndo
reticuladas e menor biocompatibilidade em relagdo
ao material superficial. Estas regides parcial ou to-
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Figura 1. Esquema representativo da heterogeneidade quimica do
glutaraldeido em solugdo aquosa.
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Figura 2. Diagrama ilustrativo da impermeabilizagdo de matrizes de
colageno induzida pelo tratamento com solugdes de glutaraldeido em
concentracdes elevadas.

talmente ndo reticuladas, apds exposigdo devido a
formag@o das trincas, funcionam como sitios prima-
rios de calcificagdol). Além desta impermeabilizagio,
as ligagdes cruzadas poliméricas!!®! tendem, pds-im-
plante, a liberar no sistema vascular o GA na sua for-
ma livre, resultando em manifesta¢des de toxicidade
sistémical??l, Tratamentos com produtos capazes de
reagir com a fungdo aldeidica, tais como o acido
glutdmico®’], nio minimizam estes problemas visto
que apenas neutralizam as fungdes aldeidicas livres
do GA, nfo impedindo a liberaggo a partir das liga-
¢Oes cruzadas poliméricas presentes.

Tendo em vista que incrementos de temperatura
associado a baixas concentrages de GA promovem
uma maior difusdo do reagente na matriz!'¥}, o obje-
tivo deste trabalho foi o desenvolvimento de uma
metodologia de reticulagdo para a obtengdo de mate-
riais mais homogéneos, baseado no tratamento do PB
com concentragdes inicialmente menores e, progres-
sivamente crescentes até aquelas convencionalmen-
te utilizadas[?!l, A expectativa é introduzir na matriz
ligagSes de reticulagdo mais homogéneas e a redu-
¢do intensidade do processo de impermeabilizagdo
por diminuigdo das liga¢Ses cruzadas poliméricas e,
como conseqiiéncia, a redugdo da calcificagédo
degenerativa, um dos maiores problemas observados
com as biopréteses pds-implante.

Parte Experimental

O PB utilizado, fornecido pela Braile Biomédica
S.A., foi coletado de animais abatidos com idades en-
tre 30 e 60 meses e, antes de qualquer tratamento qui-
mico foi lavado previamente com solugdo de NaCl
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0,9%, 4gua e equilibrado em solugdes aquosas de etanol
com concentra¢des crescentes entre 10 a 70%. Para
realizacio dos ensaios de reticulagdo a concentragio
de etanol foi reduzida gradualmente de modo similar,
seguido de equilibrio em solugdo tampao fosfato (TF)
0,13mol/L pH 7,4. O GA utilizado (Union Carbide)
foi previamente purificado com carvio ativado?!l. A
relagdo para as absorbancias 285/235 nm foi de 6,42,
comparado com um valor minimo aceitavel de 1,501,

Reticulagdo com GA

Nio Seqiiencial: Pegas de PB, foram tratadas em
TF, com concentragbes de GA de 0,001%, 0,005%,
0,05% e 0,5% por tempos que variaram de 0 a 180
min. seguido pelo tratamento com uma solugdo de
glicina:borato, 0,025M:0,05M, pH 9,2, durante 10 mi-
nutos ¢ TF, onde foram mantidos para os ensaios
subsequentes.

Seqiiencial: PB limpo e previamente equilibrado
em TF 0,13M pH 7,4, foi cortado em pegas de 5 cm?,
que foram tratadas cada uma, a temperatura ambiente,
com 30 mL de solugdes diluidas de GA em concentra-
¢oes que variaram de 0,001% a 0,5% por intervalos de
tempo de 0 a 180 min. Ao final dos tempos de trata-
mento pré-estabelecidos, as pegas foram tratadas com
uma solugdo de glicina:borato, 0,025M:0,05M, pH 9,2,
durante 10 minutos. A seguir foram lavadas com TF
onde foram mantidos para os ensaios subsequentes.
Os experimentos de reticulagdo com GA foram feitos
como descritos a seguir;

Experimento A - Quatro conjuntos de pegas de PB
foram tratadas separadamente com GA nas concentra-
¢des 0,001%, 0,005%, 0,05% e 0,5%, sendo que cada
pega foi removida nos tempos de 0 a 180 minutos para
determinagdo da temperatura de encolhimento (Ts).

Experimento B - Pegas de PB foram tratadas com
solucdo de GA 0,05% durante os tempos de 0 a 180
minutos para os ensaios de inchamento.

Experimento C - Pecas de PB foram tratadas com
solugdo de GA a 0,001% durante 3 horas e a seguir
distribuidas igualmente em trés conjuntos que foram
tratados com GA nas concentragdes 0,005%, 0,05%
e 0,5%. As pegas foram removidas de tempos em tem-
pos, dentro do intervalo 0 e 180 minutos para deter-
minagdo de Ts.

Experimento D - Pegas de PB foram tratadas
seqilencialmente por tempos de 24 horas com solugdes
de GA 0,001% e 0,005% seguido de tratamento com GA
0,05% e 0,5% separadamente. Cada pega foi removida

48

nos tempo de 0 a 180 minutos para os ensaios de Ts.

Experimento E - Pegas de PB foram divididas em
dois conjuntos, um dos quais recebeu o tratamento
com GA 0,05%, e o outro o tratamento seqliencial
por tempos de 24 horas com GA nas concentragdes
0,001% e 0,005%, seguido de tratamento com GA
0,05% por 3 horas. Cada pega foi removida de cada
conjunto nos tempos de 0 a 180 minutos para os en-
saios de hidrolise com tripsina.

Estabilidade Térmica

Temperatura de encolhimento (Ts): Foi determi-
nada em um equipamento de ponto de fusdo (Quimis,
modelo Q 340-13), adaptado para Ts, utilizando-se
amostras de PB de 2,0 x 0,2 cm, preparada como des-
crito acima, e que foram previamente equilibradas
em TF. A taxa de aquecimento foi de 2,0°C/min no
intervalo de 20 a 100°C. Os valores de Ts (média de
4 determinagdes), foram obtidos com as amostras
imersas em tampao fosfato 0,14mol/L, pH 7,4, colo-
cadas em um tubo de pirex graduado de 20 mm imerso
em banho de 6leo de silicone.

Temperatura de desnaturagio (Td): Foi determi-
nada em um aparelho Du Pont DSC 910 acoplado a
um terminal Du Pont modelo 9900, calibrado com
padrdo de indio. Pegas de pericardio de 0,5 cm de
didmetro, pesando entre 8,7 a 10,1 mg (peso seco),
foram seladas em capsulas de aluminio e aquecidas a
uma razdo constante de 5°C/min de 20 a 120°C em
atmosfera de N,.

Ensaios de Inchamento

De cada pega de pericardio bovino tratada com
GA como descrito no experimento B, foram removi-
dos 3 discos de 0,5 cm de didmetro que foram equili-
brados em solugdo TF por 12 horas em uma
temperatura de 5°C. Apés este periodo, cada conjun-
to de trés discos foi introduzido em tubo de pirex pre-
viamente tarado, o material congelado em nitrogénio
liquido seguido de liofilizagdo até peso constante. Os
resultados de inchamento foram expressos em massa
de 4gua por massa de tecido seco.

Hidrélise Enzimdtica

- Colagenase: De cada pega de PB tratada ou nio
com GA, como descrito no experimento E, foram
removidos quatro discos, cada um com 0,5 cm de dii-
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metro. Cada disco foi introduzido em um tubo de pirex,
o material congelado em nitrogénio liquido, liofilizado
até peso constante (peso aproximado de cada disco foi
em torno de 3 mg), e a seguir tratado com 3 ml de
solugdo de colagenase em tampdo Tris 10mM pH 7,4
a 37°C. Para cada dois dos quatro discos de cada con-
junto, foram usadas diferentes relagdes de massa de
enzima:proteina, ou seja, de 36,25 ¢ 72,5 U de enzima/
mg de colageno respectivamente e, antes de serem
colocados na estufa, os tubos foram submetidos a va-
cuo e mantidos em dessecador nesta condigdo por 1h
para garantir uma distribuigdo homogénea da enzima
no material. Apds 72h, o colageno residual, na forma
de discos, foi removido e a solugio centrifugada a 3000
rpm por 10 minutos. As solugdes sobrenadantes fo-
ram congeladas, liofilizadas e o residuo hidrolizado
para a determinagdo da quantidade de colageno
solubilizado por meio da hidroxiprolina**l.

- Tripsina: Discos de PB tratados com GA e com
um peso médio em tormo de 3 mg, foram previamente
desnaturados por aquecimento em banho-maria por 2
min. Cada disco foi tratado com tripsina (Merck-
3,5U/mg) dissolvida em tampao borato 0,2 M pH, 7,6 a
23°C durante 10 horas, usando uma relagdo de
enzima:proteina de 0,056 U/mg de PB. Apds a hidrolise,
cada disco foi removido da solugdo, e esta aquecida em
banho-maria seguido de centrifugagdo a 3000 rpm por
10 min. A andlise do grau de solubilizagdo dos peptideos
foi realizada pelo método Biuretol>,

Ensaios Mecanicos

Os PB utilizados nos ensaios mecanicos, antes
da fixacdo com GA, foram fixos em bastidores de
plasticos de 16 cm de didmetro com tensao controla-
da, a fim de evitar dobras ou estiramento excessivo
do tecido. Os materiais estudados foram: a) - PB tra-
tado, seqiiencialmente, na concentragao de GA de
0,001 € 0,05% e b) - PB tratado por processo conven-
cional para a obtengdo de materiais para a confecgio
de vélvulas cardiacas. Todos estes tratamentos foram
realizados pela Braile Biomédica S.A, em uma tem-
peratura de 25°C e segundo a norma ASTM-D-638
da American Society for Testing and Materials?!l,

Resultados e Discussao

As curvas de estabilidade térmica determinada
como Ts para os materiais resultantes do tratamento
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Figura 3. Comportamento da estabilidade térmica (temperatura de
encolhimento) de pericardio bovino tratado com glutaraldeido com
concentragdes de 0,001% (-0-), 0,005% (-¥-), 0,05% (-0-) ¢ 0,5% (-A-).

do pericardio bovino com solugdes de GA de con-
centragdes de 0,001 a 0,5 %, processo ndo progressi-
vo (Figura 3), mostraram um comportamento bastante
irregular, caracterizado pela presenga de pontos de
maximos e minimos para todas as concentragdes uti-
lizadas, cujas posi¢des e intensidade foram depen-
dentes da concentragdo de GA utilizada.

Para a menor concentragdo de GA utilizada,
0,001%, os efeitos foram mais acentuados, com pon-
tos de maximos observados apds 30 e 90 min de rea-
¢do e com valores de Ts de respectivamente 65,9+0,4
e 66,5+1,4°C. Um ponto de minimo para Ts foi obser-
vado apds 60 min de reagdo e seu valor foi de
63.2+0.1°C. Como as ligagdes do tipo de bases de
Schiff formadas entre €-amino grupos de lisina ou
hidroxilisina com GA, s8o estaveis nas condigdes para
a determinagdo de Ts!!7-!%], ndo é provéavel que as vari-
agOes observadas na estabilidade térmica do PB sejam
resultantes de uma diminuigao do nimero de ligagdes
cruzadas. Estas altera¢des, como sugerido pelo com-
portamento da curva de inchamento do PB tratado com
GA a 0,5% (Figura 4), parecem ser resultantes de mo-
difica¢des estruturais da matriz colagénica, pois Ts
mantém uma correlagdo inversa com o grau de
inchamento!?. Embora para os tempos de reagio de
20 e 30 min de reag@o a redug@o observada de 2,71 g
agua/g tecido para 2,08 g agua/g tecido seja o compor-
tamento esperado em fungio do aumento do grau de
reticulagdo, a medida que a reagdo prosseguiu, um outro
ponto de maxima foi observado apds 90 min, com um
valor de 2,97 g agua/g tecido. A este ponto de méxi-
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Figura 4. Comportamento para o inchamento do pericardio bovino em
fungdo do tempo de reagdo para com uma solugdo tamponada de GA a
0,05%

mo, um novo ponto de minimo foi detectado e com
um valor 2,31 g 4gua/g tecido (Figura 4). Nareagéo do
PB com GA, o grau de inchamento ¢ fungo de duas
variaveis que operam em sentidos opostos: uma na qual
o grau de inchamento deveria decrescer em fungéo
diminui¢do dos espagos ocasionados pelo aumento da
reticulagdo; a outra, um aumento desta varidvel, tam-
bém fungio da progressdo da reagdo de reticulagio,
como resultado do aumento da resultante da carga ne-
gativa da matriz a pH fisioldgico, devido ao equilibrio
Donnan, pois um mol de GA consome duas unidades
de carga positiva correspondentes a €-amino grupos
de lisina ou hidroxilisina (pH do colageno = 6,8-7,1).
Apesar da dificuldade de qualquer previsdo de com-
portamento para o grau de inchamento (aumentos ou
diminuigdes), a presenga de pontos de minimos e de
maximos, tanto para Ts quanto para o grau de
inchamento, dificilmente poderiam ser explicados por
estes efeitos antagénicos, a menos que sejam devido
alteragdes estruturais significativas da matriz do PB
que estejam ocorrendo em fungdo do progresso da re-
agao, principalmente sabendo-se que no envelhecimen-
to do tecido conjuntivo animal, que é uma conseqiiéncia
do aumento do grau de reticulagdo da matriz, Ts e grau
de inchamento mantém entre si uma relagfo inversal?®l.

A heterogeneidade da reagfio do PB com GA foi
confirmada também por DSC para materiais tratados
com concentragdes de 0,05 e 0,1%.(Figura 5). Para o
PB tratado com GA a 0,05% os perfis de DSC (Figu-
ra 5a) obtidos em fungdo do tempo de reagdo, mos-
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Figura S. Comportamento da estabilidade térmica (DSC) de pericardio
bovino em fungdo do tempo de reagédo e concentragio de GA: a) - 0,05%;
b) - 0,1%.
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traram uma regressdo estrutural (diminuigdo do va-
lor de Td) entre os tempos de reagdo 60 e 180 min.
Neste caso o valor de Td para as transigdes mais im-
portantes variaram de 83,0°C para o tempo de 60 min,
decrescendo para 80,6°C para o tempo de reagio de
120 min (Figura 5a). Resultados similares foram ob-
servados nos perfis das curvas de DSC para o trata-
mento de PB com uma concentragio de GA de 0,1%
(Figura 5b), exceto que a regressdo da transig¢do foi
observada entre tempos de 40 e 60 min. Os valores
de Td para as transiges mais intensas foram de 82,3
e 78,9°C respectivamente. Estes resultados, assim
como aqueles da Figura 3, mostram também que a
heterogeneidade da reagdo depende também da con-
centragdo de GA.

Os resultados acima estdo entdo de acordo com
aqueles ja descritos anteriormente na literatura, exceto
que para a tensdo de deformagiol?”! e intensidade da
calcificag@io determinada para PB em implantes sub-
cutaneos?®!, onde também foram observados pontos
de maximo e de minimo em fungdo do tempo de rea-
¢ao e concentragdo de GA utilizados na reagdo de
reticulagio.

Os resultados para o comportamento da estabili-
dade térmica de PB tratados pelo método seqiiencial,
isto ¢ a fixag8o com concentragdes progressivamen-
te maiores de GA de 0,001%, 0,005%, 0,05% e 0,5%
sdo mostrados pela Figura 6. Como caracteristica prin-
cipal, em relagdo ao tratamento ndo sequiencial (Fi-
gura 3), pode ser observada uma redugdo acentuada
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Figura 6. Comportamento de temperatura de encolhimento do pericardio
bovino pré-tratado com GA 0,001% por 3h e reticulado seqiiencialmente
com glutaraldeido concentragées 0,005% (-A-), 0,05% (-0-) e 0,5% (-LI-).
O ponto inicial das curvas corresponde ao do material apos tratamento
com GA 0,001%.
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dos pontos de maximo e minimo, principalmente
quando se compara o perfil da curva apds o trata-
mento com uma concentragdo de GA 0,5%, concen-
tragdo utilizada para a reticulagdo de GA no processo
de confecgdo de valvulas cardiacas(!>?!],

Esta melhora do perfil da reatividade do PB com
GA, em termos de estabilidade térmica foi confirma-
do pelo tratamento seqiiencial do pericardio bovino
com concentragdes de GA 0,001% e 0,005% por um
periodo de 24h, seguido de tratamentos independen-
tes com concentra¢des de GA 0,05% ou 0,5% (Figu-
ra 7). Nestes casos, os resultados mostraram um
aumento rapido de Ts para valores superiores a
83,0°C, aumento este que foi caracterizado por um
perfil de evolugdo de estabilidade térmica também
mais homogéneo, tanto em relagdo ao tratamento néo
seqiiencial (Figura 3) quanto seqiiencial realizados
nas condigdes da Figura 6.

A verificagdo de que as curvas mais homogéneas
em relagdo a estabilidade térmica sdo reflexos da
melhoria da qualidade da reagfo, foi mostrada pela
avaliagdo da estabilidade biologica do PB frente a
colagenase e tripsina. Os resultados da Tabela 1 sdo
aqueles para a hidrélise de PB tratado com
colagenase com atividades de 36,2 U/ml e 72,5 U/ml
para PB tratados com GA nas concentragdes entre
0,001% a 0,5% (condigdes do experimento E) e in-
clui os valores de Ts das amostras de PB, antes e
apoOs a reagdo de reticulagdo. Para a atividade de
colagenase de 72,5 U/ml, a porcentagem de hidrolise
para o PB nativo foi de 78,2% comparado com
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Figura 7. Comportamento de temperatura de encolhimento de pericéardio
tratado seqiiencialmente com GA 0,001% e 0,005% por tempos de 24h,
e por 3h nas concentragdes de 0,05% (-©-) € 0,5% (-B-). O ponto inicial
das curvas corresponde ao material apos o tratamento com GA 0,005%.
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Tabela 1. Temperatura de encolhimento e percentual de hidrélise do
pericardio bovino tratado com colagenase em fungdo da concentragéo
de glutaraldeido (GA).

% de Hidrodlise®

Conc. de GA %  Atividade Enzim. (U/m)® Ts (°C)
36,2 72,5
0 482 78,2 63
0,001 23,0 33,5 68,9
0,005 0,3 0,7 80,5
0,05 — 0,5 80,5
0,5 — 0,3 86,5

a) Determinada via Hydroxiprolina, apés 72h de hidrélise.
b) Atividade calculada com base na preparagdo comercial (435U/mg)

33,5%, 0,7%, 0,5% e 0,3% para os tratamentos com
concentragdes de GA a 0,001%, 0,005%, 0,05% ¢
0,5% respectivamente.

Embora os valores de Ts tenham sido na mesma
ordem de grandeza, 63,1°C, 68,9°C, 80,5°C, 80,5°C
e 86°C, a atividade hidrolitica da colagenase s6 foi
observada para PB tratados com uma concentragao
de GA de até 0,005%. A partir desta concentragdo
os resultados para a extensdo da hidrélise foram to-
dos proximos de 1%, embora os valores de Ts vari-
assem de 80 até 86,5°C. Resultados similares foram
observados quando os materiais foram tratados com
uma atividade de enzima de 36,25 U/ml. Pelo fato
de que nenhuma das duas concentra¢des de enzima
utilizadas ter diferenciados materiais com estabili-
dade térmicas diferentes, principalmente para valo-
res superiores a 80°C, os resultados sugerem que
Ts, um dos pardmetros empregado como um dos
controles de qualidade de materiais destinados a con-
fecgdo de valvulas, pode nio ser adequado para este
propésito.

A tripsina foi entdo empregada como método al-
ternativo. Esta enzima atua somente sobre matrizes
de colageno desnaturado, com uma atividade especi-
fica para as ligagdes peptidicas adjacentes (na dire-
¢do N- para o C-terminal) a residuos de lisina,
hidroxilisina e arginina (Figura 8). Entretanto, esta
reagdo € inibida quando estes grupos estdo bloquea-
dos, o que ocorre com residuos de lisina e hidroxilisina
ap6s a formagao da base de Schiff (Figura 8). Assim
sendo, a extensdo da hidrélise por esta enzima ¢ um
indicador da participagao destes dois aminoacidos na
reagdo de reticulaggo.
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Tripsina

At L L

Figura 8. Diagrama esquematico da agéio hidrolitica da tripsina sobre
pericardio bovino antes e ap6s a reticulagdo com glutaraldeido.

Os resultados da hidrélise de PB reticulado com
GA pela tripsina nas diferentes condi¢es estudadas
neste trabalho sdo mostrados na Figura 9. Enquanto
que o material tratado seqiiencialmente com concen-
tragoes de GA no intervalo entre 0,001 e 0,05% apre-
sentou um grau de hidrélise de 2%, o PB tratado com
uma concentragdo pontual de 0,05% mostrou um grau
de hidrélise cerca de 34%, portanto uma estabilidade
17 vezes menor. Este aumento da estabilidade prova-
velmente ndo se deveu a maior concentragao utiliza-
da no método seqiiencial, pois neste caso a
concentragdo de GA total empregada foi de 0,056%
(a soma das concentragdes 0,001, 0,005 e 0,05%)
quando comparado com uma concentragdo de GA de
0,05% para o método ndo seqiiencial.

Massa hidrolisada (%)

20

Tempo de reticulagdo (min)

Figura 9. Hidrdlise com tripsina do pericardio bovino tratado com
glutaraldeido: (a) 0,05%; (b) 0,05%, apods tratamento seqiiencial com
GA 2 0,001% e 0,005% por tempos de 24 h. (o ponto zero desta curva
corresponde ao material apds o tratamento seqiiencial).
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Tabela 2. Propriedades mecénicas para pericardio bovino tratado
sequiencialmente com concentragdes de glutaraldeido no intervalo entre
0,001 e 0,05% em comparagdo com material tratado por método
convencional.

Pardmetros Tratamento
Convencional®  Seqiiencial
Ts (°C) 83,0+1,2 86,2+0,8
Espessura (mm) 0,25 -0,30 0,29
Alongamento (%) >17 60,5
Indice de tenacidade >11,5 343
Resisténcia a tragao (kgf/mm?) >1,8 1,1

a) Ensaios realizados pela Braile Biomédica S.A.
b) Tratamento convencional com glutaraldeido utilizado na confecgdo
de valvulas cardiacas'?!.

As propriedades mecéanicas e elasticas do mate-
rial tratado seqiiencialmente em comparagdo com
aquele tratado pelo método convencional s3o mos-
trados na Tabela 2. Observa-se que excetuando a
resisténcia a tragdo, os outros parametros de desem-
penho mecénico encontram-se acima dos valores
aceitdveis para PB utilizado na confecgio de
bioprétesest?!l. Entretanto, deve ser ressaltado que
o material de comparagio utilizados foi aquele pron-
to para a confeccdo da valvula, que passa por um
tratamento convencional com GA com uma concen-
tragdo cerca de 10 vezes maior (0,5%) e por um pe-
riodo de 18 dias, com trocas constantes de solucio
durante este periodol?!l,

Conclusdes

Os resultados acima sugerem que a reagao de GA
com tecidos naturais € heterogénea e esta associada a
dois fatores que sdo a complexidade do GA em solu-
¢do e as variagGes estruturais da matriz colagénica a
medida em que a reagdo de reticulag@o evolui. Varia-
¢Oes na heterogeneidade da reagio foram observadas
também em fungdo da concentragfo de GA. Os resul-
tados de estabilidade enzimatica frente a tripsina mos-
traram que o tratamento seqiiencial é mais eficiente na
promogao da reagdo de reticulagdo, produzindo em
condigdes similares, materiais 17 vezes mais estaveis
frente & hidrélise enzimatica. Exceto pela resisténcia a
tragdo, as propriedades mecanicas determinadas para
materiais reticulados pelo método seqiiencial foram
superiores aos valores minimos estabelecidos para PB
utilizado na confecgdo de valvulas cardiacas. Apesar
de ndo conclusivos, os ensaios com colagenase suge-
rem que o pardmetro temperatura de encolhimento (Ts)
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pode ndo ser adequado para controle de qualidade de
materiais biologicos destinados a confecc@o de valvu-
las cardiacas. Os resultados mostram também que
metodologia de reticulagdo seqliencial com GA, asso-
ciada ao tratamento convencional, pode constituir-se
em uma técnica de pré-tratamento promissora para a
obten¢do de materiais mais eficientes para confecgo
dispositivos cardiovasculares.
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