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Resumo: Este trabalho descreve a determinagdo de pardmetros para o desenvolvimento de um processo
continuo de tratamento do pericardio bovino com glutaraldeido, para a produgdo de valvulas cardia-
cas. Os resultados mostraram que o tempo de reagdo do glutaraldeido com o pericardio bovino ¢é
dependente da concentragdo e para concentragdes de 0,001 a 0,05%, no intervalo de 1 a 2 horas,
compativel com o desenvolvimento de um processamento industrial de reticulagdo continua. Sob con-
digdes estequiométricas a impermeabilizacdo ¢ a heterogeneidade da reagdo do glutaraldeido com o
pericardio bovino foi verificada ser concentragdo dependente, com heterogeneidade parcial ou total-
mente removida, pelo tratamento com tampdo glicina/borato.
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Introdugao pericardio bovino (PB, matéria prima para con-
feccdo das bioproteses) com o glutaraldeido (GA),
e apesar desses problemas referentes a performance
das bioproteses pos-implante, principalmente a
degeneracio e a calcificagdol?], ainda é o método
preferencial de reticulagdo. A reticulagdo tem como
objetivo reduzir a antigenicidade ¢ melhorar as
propriedades mecanicas do PB pela reagdo do GA
com g-amino grupo de lisina (Lys) e hidroxilisina
(Hyl) presentes no colageno para formar ligacdes
cruzadas (reticulagdo) do tipo base de Schiff. En-
tretanto, estas reagdes ndo sdo homogéneas em
virtude da heterogeneidade do tecido e da quimi-
ca complexa do GA (Figura 1), cujas solugdes sdo
caracterizadas por misturas complexas em equili-
brio contendo GA livre, formas mono e diidratadas,

As valvulas cardiacas sdo responsaveis pela
regulacdo do fluxo sangiiineo, e devido a mal for-
macdo congénita, doengas reumaticas, sifilis,
processos infecciosos, artrite e processos de
calcificagdo, freqiientemente estas valvulas preci-
sam ser substituidas por proteses mecanicas ou bi-
olégicas. Entretanto, os substitutos valvulares,
apesar de propiciarem um aumento de sobrevida,
devido a melhora da fun¢do cardiaca, ndo sdo isen-
tos de complicagdes pds-implantel!l. Nas biopro-
teses o maior problema sdo falhas estruturais
causadas por rupturas na superficie do material
cuja conseqiiéncia € a calcificacdo. Estas falhas
estruturais estdo associadas ao tratamento do
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Figura 1. Formagdo de polimeros o, [-insaturados a partir do Glutaraldeido

hemiacetais ciclicos (monomérico e polimérico) e
varios polimeros o,B-insaturados!®l.

Uma das resultantes da reagdo do GA com o
PB ¢ a impermeabilizagdo superficial do tecido re-
sultante da formagdo de ligagdes de reticulagdo
poliméricas*?! do tipo poli-GA. Esta impermea-
bilizagdo tem como resultado a presenca na re-
gido interna da matriz de tecido que ainda mantem
suas caracteristicas originais!®), que por exposi¢io,
apés ruptura mecanica sdo responsaveis pelo ini-
cio do processo de calcificacdo, prejudicando
significativamente ¢ de modo progressivo a
performance hidrodinamica das valvulas bioldgi-
cas. Além da impermeabilizacdo, as liga¢des cru-
zadas poliméricas sdo responsaveis também pela
liberagdo de GA livre pos-implante, resultando em
manifestacdes citotoxicasl®l.

Processos alternativos para minimizar os pro-
blemas da reticulagdo com GA tem sido introdu-
zidos e incluem o pré-tratamento com ¢éteres
glicidilicos e hexametilenodiisocianatos!),
glicerol®!, azidas®), ou mesmo procedimentos al-
ternativos utilizando o proprio GA®!19] tais como
a fixagdo dindmical®l, o uso de temperaturas ele-
Vadas[“], ou ainda, o tratamento com concentra-
¢des progressivamente crescentes de GAI'?],

Objetivo

Em trabalhos anteriores!'?] foi mostrado que a
reticulacdo progressiva do PB com solugoes de GA
de concentragdes progressivamente crescentes,
desde 0,001 até 0,05%, em relagdo ao procedi-
mento convencional (tratamento do PB com solu-
¢do de GA 0,5% por 18 dias) da origem a materiais
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mais homogeneos do ponto de vista da reticulagdo,
como demonstrado pela maior estabilidade a
colagenase e a tripsinal'?l. Este trabalho teve com
objetivo determinar a velocidade de reagdao do PB
com o GA, com o propdsito de desenvolver uma
metodologia de reticulagcdo progressiva por pro-
cesso continuo, visando a automacao.

Experimental

Materiais e Métodos

O pericardio bovino utilizado, fornecido pela
Braile Biomédica (Sdo José do Rio Preto), foi co-
letado de animais abatidos com idade entre 30 a
60 meses.

Determinagdo do Tempo de Reag¢do do
Glutaraldeido por meio do Corpo de Prova

Duas pecas de PB de 4x4 cm (quatro conjun-
tos) isentas de proteinas, foram tratadas com volu-
mes estequiométricos de solugdes de GA, e em
tampao fosfato 7,4, com concentragdes variaveis
de 0,001, 0,005, 0,01 e 0,05%. Esta estequiometria,
baseou-se na reacdo de 1 mol de GA para 2 moles
de g-amino grupo de Lys e Hyl, cuja concentragdo
total é de 4.3 p-moles de NH,/cm? de PB (concen-
tragdes de Lys e Hyl em PB sdo de respectivamente
4,5 ¢ 1,3 g/100 g de colageno)3l. O tempo da rea-
¢do de reticulacdo foi de 2 horas a 45°C e apos os
tempos de 10, 20, 30, 60 ¢ 120 minutos foram adi-
cionadas 3 pecgas de PB (corpos de prova) de di-
mensodes de 2x20mm, os quais foram deixados
reagir por 5 minutos. Nestes mesmos intervalos
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amostras do material principal (pegas de PB 4x4cm)
também foram retiradas e a evolug¢do da reagdo,
tanto nos corpos de prova quanto nas amostras do
material principal foram determinadas através da
medida da temperatura de encolhimeto (Ts).

Reticulagdo do PB Via Gradiente

Determinagdo da Curva do Gradiente atra-
vés da Norfloxacina

A um reservatorio (reservatorio 1) contendo 192
mL de uma solugdo 0,001% de norfloxacina e sob
constante agitagdo foram adicionados com o auxi-
lio de uma bomba peristaltica 192 mL de nor-
floxacina 0,005% (reservatério 2) com um fluxo
de 192 mL/hora. O volume do reservatério 1 foi
mantido constante. Apds o término da adi¢do no
reservatorio 2, foram adicionados nas mesmas con-
digdes e em seqiiéncia, solugdes de norfloxacina
de concentragdes 0,01, 0,05 ¢ 0,1% em TF. A
monitoragdo do gradiente foi feita por spectroscopia
de UV através de leituras do efluente (A=275 nm ) e
para cada ponto de concentragdo apos 15,30 e 60
minutos depois de cada troca de solugdo no reser-
vatorio 2. Volumes e velocidades de adigdo foram
determinadas com base no tempo de reagao deter-
minada no item determinagdo do tempo de reagdo
do glutaraldeido por meio de corpo de prova.

Tratamento de Pericardio Bovino com Gradi-
ente de Glutaraldeido

Trataram-se 2 pecas de PB (4x4cm) isentas de
proteinas com solugdes de GA com concentragdes
variaveis de 0,001, 0,005, 0,01, 0,05 e 0,1% de acor-
do com o gradiente de concentragdo descrita para
norfloxacina. O reservatério 1, contendo 192 mL de
solugdo 0,001% foi mantido sob agitagdo ¢ a tempe-
ratura de 45°C. A evolugdo do gradiente foi acom-
panhada por meio de corpos de prova como descritos
anteriormente. A primeira avaliagdo foi feita com os
primeiros 5 mL de efluente, ao qual foram introduzi-
dos 3 corpos de prova de 2x20 mm que foram dei-
xados reagir por 5 minutos, seguidos de lavagens
com TF 3 x (2 minutos), 1 x (10 minutos) em tam-
pdo 2,5x10?mol/L glicina:5x10?mol/L borato
(TGB) e mais 3 x (2 minutos) em TF para posterior
determinagdo de Ts. Procedimentos similares com
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corpos de prova foram realizados apos 60, 120 180
e 240 minutos de gradiente e também nestes mes-
mos tempos amostras circulares (PB) com cerca de
10 mg foram removidas para analise térmica (DSC).

Caracterizagdo dos Materiais

Estabilidade Térmica:

a. Temperatura de encolhimento (Ts): foram
determinadas em um equipamento de ponto
de fusdo Quimis adaptado para Ts, utilizan-
do-se amostras de 2 x 20 mm. A taxa de aque-
cimento foi de 2,0°C/min no intervalo de 20
a 100°C. Os valores de Ts (média de 3 deter-
minagdes), foram obtidos com as amostras
imersas na solucdo TF, colocadas em um tubo
de Pirex graduado de 20 mm imerso em ba-
nho de 6leo de silicone.

b. Temperatura de desnaturagido (Td): As
temperaturas de desnaturacdo foram deter-
minadas em amostras de PB previamente
equilibrados em TF, em um equipamento TA
INSTRUMENTS, modelo DSC 2010 calibra-
do com padrio de indio. A taxa de aqueci-
mento foi de 10°C/min de 20 a 180°C. As
amostras foram cortadas em discos (massas
de aproximadamente 10 mg) e colocadas em
cadinho de aluminio e a varredura realizada
em atmosfera de N,.

Espectroscopia de UV-Visivel:

Os espéctros (HITASHI —U3000) foram obti-
dos para o sobrenadante das reagdes de GA a 0.5%
com PB em TF antes do tratamento com TGB, do
sobrenadante tratado com TGB e das solugdes re-
sultantes do tratamento do pericardio bovino com
TGB. Este espéctros foram obtidos em fungdo do
tempo de reacdo a 45 °C e entre 200 ¢ 550 nm.

Resultados e Discussao

Estudo Cinético da Reagdo de Pericardio Bovino
com Glutaraldeido

Como alternativa para determinagdo da cinética
da reagdo do GA com o PB, foi utilizada a técnica do
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Figura 2. Temperatura de encolhimento (°C) dos corpos de prova
(a) e pericardio bovino (b) correspondentes a reagdo com
glutaraldeido nas concentragdes entre 0,001 e 0,05%, no intervalo
de 0 a 120 minutos e na temperatura de 45°C.

corpo de prova, visto que outras técnicas como por
exemplo UV ndo se mostraram eficientes. A técnica
do corpo de prova ¢ uma medida indireta da con-
centragdo residual de GA das reagdes de reticulacdo
em fungdo dos valores de Ts e foi utilizada para a
determinacdo dos tempos de reagdo do PB com con-
centragdes variaveis de GA de 0,001 até 0,05%.
Para as concentragdes de 0,001; 0,005 ¢ 0,01%,
o consumo completo do GA em solugdo foi obser-
vado apds 60 minutos, pois os valores de Ts deter-
minados para os corpos de prova foram proximos
aquele do PB nativo que foi de 63,7+0,6°C (Figura
2a). Para a concentragdo de 0.05%, o desapareci-
mento completo de GA foi observado apenas apos
120 minutos de reacdo (Figura 2a). Entretanto, os
resultados da Figura 2b mostram uma caracteristi-

ca bastante peculiar para a reagdo do GA com o
PB. Embora apos 60 minutos do inicio da reagdo,
os corpos de prova, para as concentragdes entre
0,001 e 0,005% tivessem indicado a auséncia do
GA em solugdo, pois os valores de Ts foram prati-
camente iguais aquele do PB nativo (Figura 2a),
neste mesmo intervalo as amostras de PB mostra-
ram aumentos progressivos no valores de Ts. Isto
sugere que 0 GA em solucdo esta sendo absorvido
pela estrutura do PB induzindo a uma reticulagéo
subsequente da matriz. Esses resultados foram con-
firmados através de um experimento independente
pela reagdo do PB com uma solugdo a 0,005% de
GA. De acordo com os resultados da Figura 2, apos
1 hora de reagdo a 45°C, a peca de PB apresentou
um Ts de 72,2+0,1°C e como esperado o corpo de
prova um Ts no valor similar aquele do PB nativo e
de 65,3£1,0°C, sugerindo a auséncia de GA em so-
lugdo. A reacdo foi deixada prosseguir por mais 24
horas e a auséncia de GA apos este periodo foi ob-
tida através da adigdo de mais trés corpos de prova.
O valor de Ts ndo foi significativamente diferente
daquele obtido apds 1 hora de reacdo. Entretanto, o
aquecimento por mais 1 hora a 45°C, mostraram
para o corpo de prova e para a peca de PB valores
de Ts de respectivamente 65,9+1,7 ¢ 77,4+0,3°C.
Este incremento de 5°C na pega de PB esta de acor-
do com a observagdo feita nas condi¢des do expe-
rimento da Figura 2 e deve ser resultante de
moléculas de GA presentes internamente na matriz
do PB na forma livre ou polimérica.
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Figura 3. Espéctros de absor¢do das solugdes resultantes da reagdo do pericardio bovino em solugdo de glutaraldeido 0.5% em tampao fosfato
0.13 mol.L"! pH 7.4, em fungdo do tempo de reagdo a 45 °C. Sobrenadante antes do tratamento com tampao glicina/borato (a); Sobrenadante
tratado com tampao glicina/borato (b); Solugdes resultantes do tratamento do pericardio bovino com tampao glicina/borato (c).
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Tendo em vista os problemas que sdo atribui-
dos as bioproteses em conseqiiéncia do uso do GA
pés-implante, um estudo para eliminagdo desse GA
residual foi desenvolvido. Neste caso a concentra-
¢do de GA utilizada foi de 0,5% (concentragdo
empregada para confec¢do de proteses) seguido do
tratamento com TGB. O principio do método é a
reagdo do 0-NH, grupo da glicina com aldeidos na
forma livre ou polimérica para formar a base de
Shiff. Como mostrado pela Figura 3b, o tratamento
dos sobrenadantes resultantes das reagdes de GA
com PB, com TGB da origem a um produto com
Amax €M 439 nm. Entretanto, a peca residual de PB
quando tratada com TGB mostra a extragdo, além
do produto com A, em 439 nm, de um outro pro-
duto com A, em 334 nm (Figura 3c), que aparen-
temente esta relacionado com a estrutura do PB
como sugerido pelos perfis de DSC de amostras de
PB tratadas com GA 0.5%, seguidas de lavagens
ou com TF ou com TGB (Figura 4).

No primeiro caso, para o PB lavado apenas
em TF uma unica transi¢do foi observada em
87,0°C. Entretanto, a lavagem com TGB produ-
ziu um perfil diferenciado que foi caracterizado
por uma transi¢do de menor intensidade em 87,5°C
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Pericardio Bovino lavado em TF
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Figura 4. Curvas de estabilidade térmica para pericardio bovino
tratado com glutaraldeido 0.5%, apo6s 10 minutos de reacdo a
temperatura de 45°C.
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e uma principal em 91,1°C, sugerindo claramente
modificagdes no padrdo de reticulagdo da matriz.
Esse comportamento provavelmente ¢ devido a
algum tipo de interagdo quimica envolvendo GA
e PB que ¢ rompido pela glicina contida no TGB.

Para a determinagdo do gradiente, foi utiliza-
da a norfloxacina devido a impossibilidade de
qualquer tipo de determinagdo analitica que per-
mitisse a obtengdo desta curva com o GA, visto
que no intervalo de concentragdo de GA para o
gradiente (0,001-0,1%) a variagdo da densidade
otica corresponderia a valores inferiores a 0,06 para
a maior concentragdo utilizada de 0,1%.

Para as condi¢des experimentais utilizadas, o
gradiente para a norfloxacina foi caracterizado por
duas inclinagoes (Figura 5a), entre os intervalos de
0,001-0,05% e 0,05-0,1% e com coeficientes angu-
lares de respectivamente 3,79x10°%/min e 3,98x10-
3%/min. A Figura 5b mostra as variagdes de Ts para
os corpos de prova e para as pegas de PB submeti-
das a reagdo por gradiente. Os valores de Ts deter-
minados para os corpos de prova apds os tempos de
60 e 120 minutos foram de respectivamente 63,8+
0,3 e 64,9+ 0,3°C, enquanto aquele para a pega de
PB apds o mesmo periodo foi de 73,0+0,9°C.

De modo analogo ao observado na Figura 2a, e
para o intervalo de concentragdo do gradiente entre
0,001 ¢ 0,01% os valores de Ts para os corpos de
prova e no intervalo entre 0 ¢ 120 minutos foram
similares aquele do PB nativo (63,7+0,6°C) suge-
rindo que todo GA foi consumido e que neste in-
tervalo de tempo a concentragdo efetiva de GA ndo
ultrapassou 0,01%. Assim como na Figura 2a, a in-
trodugdo no gradiente da concentragdo 0,05% ja
mostra GA residual na solugdo, o que é evidencia-
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Figura 5. Curva de gradiente da concentragdo da norfloxacina em
funcdo do tempo de reacdo (a); Temperatura de encolhimento (°C)
dos corpos de prova e pericardio bovino correspondentes ao gradiente
da reacdo com glutaraldeido nas concentragdes entre 0,001 e 0,1%,no
intervalo de 0 a 240 minutos e na temperatura de 45°C (b).
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do pelos aumentos de Ts dos corpos de prova. A
partir desta concentragdo de GA as amostras de PB
aumentaram suas estabilidades térmicas de modo
quase linear e apds 240 minutos de reacdo (térmi-
no da adigdo 0,1%) o valor de Td foi de 87,8°C,
valor este superior aquele aceito para a confecgdo
de valvulas (> 84 °C). Os valores de Td para as
amostras de PB apds o término de cada passo de
concentracdo do gradiente 0,005; 0,01 ¢ 0,05 %.,
foram de respectivamente 73,3; 75,4; 84,7°C.

Conclusodes

Os resultados sugerem que parte da hetero-
geneidade da reagdo do GA com PB esta associa-
da pelo menos a dois componentes estruturais
derivados do GA que podem ser removidos pelo
tratamento com o tampdo glicina/borato. Em rela-
¢do a reticulagdo progressiva os estudos mostra-
ram que nas condi¢des estudadas, os tempos para
reacdo completa do GA com PB em quantidades
estequiométricas, ¢ concentragdo dependente e de
60 minutos para concentragdes até 0,01%. Para a
concentragdo de 0,05% o tempo de reagdo de 120
minutos € provavelmente resultante de processo
de impermeabilizagao da superficie do PB. As re-
lagdes de tempo, volume, gradiente e massa de
GA determinados, sdo em uma primeira aproxi-
magao compativeis para a automagdo do proces-
so de reticulagdo do PB para producdo industrial
de valvulas cardiacas biologicas.
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