Reticulacao de Matrizes Colagénicas com Diacetais
de Glutaraldeido para a Preparacao de novos
Biomateriais

Sergio A. Yoshioka, Domingos M. Braile, Vladimir Ramirez e Gilberto Goissis

Resumo: Este trabalho descreve a reagdo de reticulagdo de matrizes colagénicas por meio de diacetais do
glutaraldeido. Materiais preparados por este procedimento embora apresentem propriedades térmicas e
mecanicas similares aqueles obtidos com a técnica com glutaraldeido, mostraram-se superiores do ponto de
vista morfoldgico e quanto a estabilidade bioldgica. Em bases comparativas, a estabilidade biologica foi de
5 a 6 vezes superior. Estes resultados sdo devidos a uma distribui¢do mais homogénea e a natureza quimica
bem mais definidas das liga¢des de reticulacdo, formadas pela rea¢do dos acetais do glutaraldeido, apos sua
desprotecdo pelo tratamento com aminas terciarias. Este procedimento leva a uma impermeabilizagdo menor
da matriz, associada a uma toxicidade pos implante menor do que normalmente a apresentada por matrizes
colagénicas tratadas com glutaraldeido. Como consequéncia, materiais com qualidades mecénicas e bioldgi-
cas superiores sdo esperados, particularmente para a confec¢do de bioproteses valvulares cardiacas, com maior
durabilidade e menos suscetiveis a processos de calcificagao.
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Introducao

O glutaraldeido (GA) foi introduzido inicialmen-
te na area bioldgica, como agente de fixagdo de
tecidos!, para a sua observagdo através de micros-
copia eletronica de transmissao. Sua fungdo € reagir
com g-amino grupos de residuos de lisina, presentes
nas proteinas, para formar ligagdes cruzadas (Fig. 1)
por meio de bases de Schiff (-CH=N-). Sua aplicagdo
estendeu-se posteriormente a outras areas, que in-
cluem técnicas de imobiliza¢do de enzimas” e a esta-
bilizagdo de matrizes colag€nicas para varios tipos de

aplicacdes, tais como a confec¢do de valvulas cardia-
cas® ou géis de colageno injetaveis*. Entretanto seu
uso na area cardiovascular, principalmente, tem sido
frequentemente associado a processos de calcifica-
¢do, citotoxicidade® e com a deterioragio das pro-
priedades mecanicas pos-implante de valvulas
biologicas® confeccionadas com pericardio bovino
(PB), um tecido rico em colageno. Apesar dos varios
problemas detectados ao longo de mais de duas déca-
das de uso na area de biomateriais, o GA ainda
continua sendo o método de escolha. A introdugao de
novos reagentes’ !, ou mesmo varia¢des metodolo-
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RETICULACAO

RETICULACAO: -N=CH(CH ) -CH=N-

TROPOCOLAGENO

Figura 1. Representagdo esquematica de reticulagdio induzida por glutaraldeido em matrizes colagénicas.

gicas envolvendo o GA'Z15 nio apresentaram 0s
resultados desejados, ou os resultados de suas apli-
cacdes ainda nfo tém uma estatistica ou tempos sufi-
cientes de uso para uma avaliagdo mais rigorosa de
suas performances, principalmente quando aplicados
na area cardiovascular.

Além da sua toxicidade®, dois fatores impdem
severas restri¢des a qualidade dos materiais obtidos
com o uso do GA. O primeiro constitui-se na imper-
meabilizagdo superficial que € induzida em matrizes

a) Formas monoméricas

colagénicas, que impedem uma reagdo mais homo-
génea do reagente com os tecidos e o segundo, € a
natureza complexa das solu¢des de GA empregadas
como reagente (Esquema 1), que entre outros proble-
mas propicia a formacdo de liga¢Ses cruzadas poli-
méricas. Como consequéncia sao obtidos materiais
com caracteristicas estruturais extremamente
variaveis.

Na realidade, solu¢des aquosas de GA sdo mis-
turas complexas em equilibrio (Esquema 1), que in-
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Esquema 1. Espécies quimicas provaveis, presentes em solugdes aquosas de GA: (a) formas monoméricas; (b) hemiacetais poliméricos; (¢)

polimeros « e f-insaturados.
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Esquema 2. Esquema geral para a reagdo de reticulagdo de matrizes colagénicas via diacetais do glutaraldeido: a) formagdo de diacetais €
hemiacetais; b) indugdo da reagdo de reticulagio da matriz com EtaN e formagio da base de Schiff.

cluem além do GA livre, estruturas mono e di-
idratadas, hemiacetais ciclicos monoméricos e po-
liméricos e varios polimeros o e B-insaturadoslé,
presentes nas concentragoes de 4, 16, 9 € 71%, em
solugdes aquosas de GA a 25% e 25 °C, concen-
tragdes essas, variaveis em fun¢do da concentragido
da solugdo e da temperatura®. Enquanto a concen-
tracio de GA livre a temperatura ambiente é de
apenas 4%, a 50 °C ela alcanca valores de 35%°.
Como consequéncia, a purificagdo do reagente antes
do seu uso, por processos de destilagdo ou tratamento
por carvio ativado, ndo garante que biomateriais com
caracteristicas constantes possam ser obtidos, carac-
teristicas estas fundamentais para o desempenho,
principalmente na area cardiovascular. Além disso,
nas condigbes de utilizagdo do reagente, a con-
tribuigdo significativa para o efeito citotdxico pos-
implante pode estar relacionada com a liberagao
gradual de glutaraldeido livre!”, a partir de ligagdes
cruzadas formadas por unidades poliméricas do GA.
Portanto, muitos dos problemas observados com a
utilizagdo de GA como um reagente de proteinas,
principalmente na area de biomateriais, podem po-
tencialmente estar associados & natureza complexa
do reagente em solugdo aquosa'®, aspecto nunca
abordado pela literatura da area.

Uma alternativa para o uso do GA como reagente
de reticulagdo de proteinas, sob uma forma quimica
melhor definida, esta associada a propriedade que
aldeidos tém de reagir com alcoois para formar ace-
tais ou hemiacetais'8, formas estaveis em meio acido,
mas que ndo sfo estruturas quimicas reativas com
aminas para a formag¢@o da base de Schiff. Portanto
o GA na forma de seus diacetais (GADA) corres-
ponde estruturalmente a uma forma quimicamente
protegida da funcdo aldeidica, que pode ser ativada
pela adigdo de base e de modo rapido (Esquema 2).
Nesta forma protegida, a reatividade do GA pode ser
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facilmente controlada, permitindo ao reagente uma
difusdo mais homogénea no interior da matriz, intro-
duzindo portanto, liga¢des de reticulagdo melhor de-
finidas quimicamente e com uma distribui¢éio mais
homogénea no interior da matriz. Um outro efeito,
com atua¢do simultinea sobre o controle da reagdo
de reticulagdo com GADA e que funcionaria como
uma segunda protecdo, € a protonagdo dos grupos
aminos da proteina, pois sendo formados em meio
4cido, estes grupos basicos em fung@o do seus pKas
estdo presentes na forma de sais que néo sdo reativos
em relaco as fungdes aldeidicas para a formacéo da
base de Schiff. Com este procedimento, efeitos de
impermeabilizagdo observados em matrizes colagé-
nicas tratadas com GA pelo método convencional
seriam minimizados. Provavelmente, uma redugdo
na manifestacdo dos efeitos citotdoxicos provocados
pés-implante por biomateriais estabilizados pelo
GA!7, também deve ser observada em funcgdo da
diminui¢do da densidade de reticulagdes poliméricas
que, em virtude de sua instabilidade, sdo as respon-
saveis pela liberag¢do gradual do GA resultando em
toxicidade de efeitos localizados e sistémicos.

Com base no exposto acima, os objetivos deste
trabalho foram os estudos de reatividade quimica,
estabilidade, propriedades morfoldgicas e qualidade
de materiais obtidos a partir de matrizes colagénicas
reticuladas com GA na forma de seus diacetais. Na
presente pesquisa, como exemplo de matriz colagé-
nica, foi empregado o pericardio bovino (PB), ma-
téria-prima basica na confecgo de proteses cardiacas
valvulares (bioproteses).

Materiais e Métodos

Todos os reagentes € solventes empregados neste
trabalho foram de grau PA e utilizados como tal,
excetuando-se o0 GA (Union Carbide) que foi purifi-
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cado por tratamento com carvdo ativado imediata-
mente antes de seu uso.

Preparagio da solugiio de diacetais do glutaral-
deido: este reagente foi preparado pela adi¢do de um
volume de solugdo de glutaraldeido, recém purifi-
cado por tratamento com carvdo ativado, a alcool
etilico (EtOH) contendo uma concentragio de HCl
de 3 x 10°3M, para dar uma concentragdo final de GA
de 1% (m/v). Estudo do comportamento desta solu-
¢ao foi realizado por espectroscopia de ultravioleta
(UV), por comparagdo com solugdes aquosas de GA,
tampdo fosfato, pH 7,40; 0,14M (TF) e em EtOH a
temperatura ambiente e a 40 °C, nas mesmas concen-
tragOes de GA.

Reagées de reticulagéo

Com diacetais do glutaraldeido (GADA): os
fragmentos de PB de 2 cm?, coletados de acordo com
procedimentos e técnicas como descritos para a con-
feccdo de valvulas cardiacas'®, foram tratados com
solu¢les aquosas de EtOH, de concentragdes pro-
gressivamente crescentes em intervalos de 10%, até
100%(v/v) em EtOH. Neste estagio, os fragmentos
foram transferidos para uma solugo de EtOH acidifi-
cada pela adi¢do de HCl concentrado para uma concen-
tragdo final de 3 x 10 M, e finalmente equilibrados em
uma solucdo de EtOH contendo 3 x 10 M HCl e GA
a uma concentragio final de 1% (m/v) por periodos
de 48 e 96 h. Apds estes periodos, os fragmentos
foram removidos da solugdo e expostos a vapores de
trietilamina (EtsN) por um tempo de 24 h. A solugéo
acida de GA em EtOH foi deixada equilibrar durante
24 h antes do tratamento do PB.

Com GA: as reticulagdes foram realizadas pelos
procedimentos convencionais'’ também com frag-
mentos de 2 cm?, com solugdes de GA a 0,05% em
tampéo fosfato a pH 7,40 e 0,14M (TF).

Caracterizagdo dos materiais

Temperatura de encolhimento (Ts): foram deter-
minados em um equipamento para determinagéio de
ponto de fusdo da Quimis, Mod. Q-340-13, adaptado
para medidas de Ts. Amostras de pericardio bovino
de cerca de 20 mm de comprimento x 2 mm de largura
x 0,4 mm de espessura foram fixadas na parte interior
de um tubo graduado em mm (4 mm de didmetro
interno e 0,4 mm de parede) contendo TF. A veloci-
dade de aquecimento foi de 1,5 - 2,0 °C. O valor de
Ts foi determinado pela temperatura média entre o
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inicio do encolhimento até uma reducio de 20% do
comprimento total da amostra.

Embebi¢io (W): parimetros de embebicdo fo-
ram determinados em amostras de PB submetidas ao
tratamento com em concentra¢es crescentes de 0,
30, 70 e 100% de EtOH. Estas medidas foram reali-
zadas apos a redugdo sequencial de EtOH até o equi-
librio de todas as amostras em TF, seguidos de
lavagens exaustivas com agua e liofilizagdo das
amostras até peso constante. Resultados obtidos cor-
respondem a uma média de trés determinagdes inde-
pendentes.

Microscopia Eletronica de Varredura: fotomi-
crografias dos materiais foram obtidos em mi-
croscopio eletronico de varredura (M.E.V.), damarca
Zeiss®, modelo DSM 960 operado com um feixe de
elétrons primarios de 20 keV, em amostras circulares,
recobertas com uma camada de ouro cerca de 30 nm
de espessura.

Estabilidade bioldgica: estas medidas foram
realizadas com auxilio da enzima colagenase
(colagenase bacteriana do tipo V da Sigma, 435
Ul/mg - C-9263). O colageno na sua forma nativa ¢ um
substrato especifico para esta enzima e sua agdo,
sobre matrizes colagénicas, € inversamente propor-
cional ao grau de reticulagdo. Estes estudos foram
realizados com materiais reticulados pela técnica
convencional e por GADA, em comparagdo com a
estrutura nativa. A extensdo da solubilizagio foi
acompanhada pela liberacio dos peptideos soluveis
que foram determinados via hidroxiprolina®®, em
triplicatas.

Resultados e Discussao

Os espectros de UV da Fig. 2 sdo aqueles para
solucdes de GA em tampdo fosfato a pH 7,40 € 0,14M
(Fig. 2-1), agua (Fig. 2-1I), EtOH (Fig. 2-1IT) ¢ em
EtOH com 3 x 107> M de HCI (Fig. 2-1V), apés 1 hora
da preparagao da solucdo (Fig. 2a), 22 h (Fig. 2b) e
apos 22 h seguidas de 1 h a temperatura de 40 °C (Fig.
2¢). Todos os espectros foram caracterizados pela
presenca de dois maximos de absor¢des em 280 e 235
nm, correspondentes as absorgdes de GA livre e GA
polimérico, respectivamente!”. Os espectros de UV
da Fig. 2 mostram para todos os casos de alteracdes
nas curvas de absor¢io das solu¢des de GA. Varia-
¢Oes significativas no entanto s6 foram observadas
para as solugdes de GA em solugdes de TF (Fig. 2cl),
cuja caracteristica foi um aumento significativo da
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Figura 2. Espectros de UV para solugdes de GA a 1% em solugio
TF (I), agua (1), EtOH (IIT) e EtOH, 3x10° M de HCI ) (@th
de reagdo; (b) 22 h; (c) ap6s 22 h seguidas de 1 h a temperatura de
40 °C.

absorbancia em 235 nm, e para solug¢des de GA em
EtOH acidificada com HCl a 3 x 103 M, onde prati-

camente desapareceu o pico correspondente & banda
com Amax. igual a 280 nm (Fig. 2b e 2¢).

Tendo em vista que a relagdo 280/235 € uma
medida da variagdo das concentragdes relativas do
GA livre em relagio as formas poliméricas'’, as
variagOes destas relagGes em fungdo do tempo e das
condic¢bes da solugdo também foram avaliadas (Ta-

bela 1).

Para solugdes aquosas de GA, os valores obser-
vados para a relagdo de 280/235 nm ap6s 1 h (Fig.
2all), 22 h (Fig. 2bll) e 22 h de reagfo seguidas de 1
h a temperatura de 40 °C (Fig. 2cII) foram de respec-
tivamente 3,8; 5,2 e 4,2, o que sugere que sob tem-
peratura ambiente as solugdes de GA té€m o seu
equilibrio deslocado no sentido da forma de GA livre.
No entanto este equilibrio é desfavorecido pelo aque-
cimento da solugdo, como mostrado pelo decréscimo
da relag@o 280/235 (Tabela 1) para um valor de 4,2.
Para o caso das solugdes tamponadas de GA, os
valores observados para a relagdo 280/235 para tem-
pos de equilibrio de 1 h (Fig. 2al), 22 h (Fig. 2bl) e
22 h dereagao seguidas de 1 h a temperatura de 40 °C
(Fig. 2cl) foram de respectivamente 3,0; 0,8 ¢ 0,6.
Estas diminui¢des das relagdes sugerem que, dife-
rente das solugdes aquosas de GA, em solugGes tam-
ponadas a concentragio de estruturas poliméricas
aumenta constantemente em fungdo do tempo e das
condi¢des empregadas na reagdo. Tendo em vista que
a preparacdo de bioproteses valvulares sdo reticu-
ladas em solugdes tamponadas de GA, por tempos
variaveis entre 3 h e 13 dias, estes resultados, que
mostram a instabilidade quimica das solugdes de GA,
sugerem que essa instabilidade pode estar relacio-
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nada aos problemas de disfung¢do valvular, principal-
mente aquele devido ao processo de calcificagio, que
estd associado ao comprometimento das proprieda-
des mecénicas da valvula. As solugdes de GA em
EtOH, no entanto, mostraram um comportamento
bem diferenciado quando comparadas com solugdes
aquosas ou tamponadas de GA. Nos dois casos, as
solugdes de GA em EtOH e EtOH/HCI (Fig. 2alll,
2blll, 2cllI e 2alV, 2blV e 2¢lV), foram caracteri-
zadas pela presenca de duas bandas bem definidas de
absorgdes em 235 e 280 nm, com uma caracteristica
comum, que foi aredugo significativa das absorban-
cias em 280 nm, indicativa de uma redugdo nas
concentracdes de GA livre nos dois casos. Este efeito
foi muito mais pronunciado para a solucdo acida,
cujos valores de absorbancia para tempos de 22 h foi
praticamente zero, provavelmente em fun¢io da
catalise promovida pela espécie H™ (Esquema 2). As
relagdes 280/235 para EtOH e EtOH/HCI apos 1 h,
22 h e 22 h seguidas de 1 h a temperatura de 40 °C,
foram de respectivamente 1,66; 1,33; 1,75 e 1,67,
0,26 € 0,41. Diferentemente dos perfis de UV obser-
vados para solugdes aquosas e tamponadas de GA, as
diminuigdes das absorbancias observadas em 280 nm
ndo foram acompanhadas por aumentos simultineos
das absorbancias em 235 nm, sugerindo que o desa-
parecimento do GA livre nas solugdes de EtOH ndo
estdo associadas a formagéo de espécies poliméricas.
Nestas condigdes - devido a alta concentragdo de
EtOH - que ndo favorecem a formagdo dos hemiace-
tais, o diacetal deve ser a forma quimica predomi-
nante para o GA. Nos dois casos, os aumentos de
temperatura favoreceram a forma livre de GA, como
sugerido pelos aumentos observados para as rela¢Ges
280/235.

Os resultados de estabilidade térmica e variagdes
estruturais para a matriz colagénica, determinados
através da avaliacdo de Ts e embebicgio, em fung¢io
das variagdes da concentragdo de EtOH no intervalo
entre 0 e 100% (Tabela 2), mostraram nfo ocorrer
variagOes estruturais significativas ao longo de todo
0 processamento necessario para o tratamento de PB
via GADA. Enquanto para PB nativo, equilibrado em
solugdes de TF, o valor determinado foi de
63,6 £ 0,5 °C, o valor de Ts para PB equilibrado
progressivamente até uma concentracdo de EtOH
absoluto, seguido de reequilibragdo progressiva até
tampdo fosfato foi de 65,3 + 0,4 °C. Nas mesmas
condigdes, as variagdes observadas para a embebigio
(W) foram de respectivamente 76,6 + 1,0 e
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Tabela 1. Variagbes das absorbéncias e valores da relagdo 280/235 nm para solugdes de GA em solugo aquosa, solugdo tamponada (pH 7,4)
e solugdo etandlica acidulada ou ndo antes e apds o aquecimento a temperatura de 40 °C.

A Absorbancia em fungéo do tempo de reacdo
nm Tampio () @ H,0 (D@ EtOH (I)® EtOH/HCI @av)®
1h 22h 3h® 1h 22h 3n® 1h 22h 3h® 1h 22h 3h®
280 0,51 0,51 0,61 0,47 0,46 0,54 0,21 0,14 0,14 0,11 0,02 0,03
235 0,16 0,64 1,05 0,12 0,08 0,12 0,12 0,10 0,08 0,07 0,07 0,07
%Q 3,00 0,30 0,60 3,80 5,20 4,20 1,60 1,30 1,70 1,60 0,20 0,4
5

(a) estes dados sdo referentes aos espectros da Fig. 2; (b) tempo de reagio de 22 h seguidas de 1 h a temperatura de 40 °C.

78,5+ 1,0 °C, para 0% EtOH e EtOH absoluto.
Como Ts e W s#o reflexos de variagdes estruturais
do tecido em termos de matriz colagénica, os valores
de Ts e W sugerem que a transferéncia de meio
aquoso para meio alcoodlico ndo induz a variagdes
significativas na estrutura do tecido, condigdo essen-
cial para o bom desempenho de uma bioprotese.

Os resultados da Tabela 3 sdo aqueles referentes
aos valores de Ts determinados para PB dentro das
varias etapas pelas quais passa a rotina estabelecida
para reticulagio de PB por meio de GADA, em
compara¢do com o procedimento convencional. Os
valores de Ts para PB exposto a solugdo de EtOH
3x 1073 M HC], seguido pela exposigio do mesmo
material a vapores de EtsN, foram de respectiva-
mente 64,9 +£ 0,2 e 67,3 £ 0,2 °C, que ndo foram
significativamente diferentes daqueles obtidos para
PB nativo (63,6 + 0,2 °C) ou equilibrado em EtOH
absoluto (65,3 = 0,1 °C). Estes resultados sugerem
que as exposigdes de PB a solugdes de EtOH/HCl e
EtsN de modo sequencial, por tempos superiores a
24 h também ndo produzem alteracdes significativas
na estrutura da matriz, como determinado pela sua
estabilidade térmica.

O tratamento de PB com solu¢des de GA a 0,05%
nas condi¢des convencionalmente utilizadas para
confecgdo de valvulas cardiacas, deu origem a mate-
riais com valores de Ts de 85,2+ 0,3 € 86,2+ 0,3 °C,
para tempos de reacdo de 48 e 96 h, respectivamente.
Para os casos de PB equilibrados previamente em

Tabela 2. Valores de embebigido ¢ Ts® para pericardio bovino
submetido a diferentes concentragdes de EtOH.

EtOH (%)
0 30 70 100
Embebigdo (%) 76,6+1,0 792+1,4 785+2,1 78,5%1,0
Ts (°C) 63,6+05 645+12 655+04 653+04

Propriedade

(a) valores determinados ap6s equilibragdo do material em TF a pH
7,40 ¢ 0,14M.
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solugdo de GADA por tempos de 48 e 96 h seguidas
da exposi¢ado a vapores de EtsN por tempo de 24 h,
os valores de Ts determinados foram de respecti-
vamente 84,5 + 0,2 ¢ 87,0 £ 0,4 °C, bastante proxi-
mos aqueles obtidos pelo tratamento convencional.
Estes valores sdo aceitos como tipicos, dentro da
rotina convencional para preparagio de materiais
para a confec¢do de valvulas cardiacas a partir de
pericardio bovino!®. O tratamento do material ex-
posto a solugdes de GADA ou GADA por 96 h, com
solugdes de GA pela metodologia convencional, por
tempos de 48 h, ndo induziram a um aumento subs-
tancial do valor de Ts, o qual foi de 89,0 £ 0,5 °C em
comparacdo com um valor de Ts de 87,0 £ 0,4 °C.
Amostras de PB equilibrados previamente em
solugdo de GADA (concentragdo nominal de GA a
1%). A seguir lavadas exaustivamente com EtOH e
expostas a vapores de EtsN, deram origem a materiais
com um valor de Ts de 67,8 £ 0,4 °C, que € muito
proximo aqueles obtidos para o material nativo ou
aqueles equilibrados em EtOH, EtOH/HCI ou
EtOH/HCI/EtsN, todos com valores de Ts entre 63,6
€ 65,5 °C (Tabela 3). Estes resultados mostram que a
lavagem do PB com EtOH, anterior ao tratamento
com EtsN, removeu a forma reativa do GADA do
interior da matriz e que, portanto, nenhuma agfo da
base poderia ser esperada, como mostrado pelo valor
de Ts observado.

Os resultados mencionados mostram que o GA
quando em EtOH acidificado tem seus grupos al-
deidicos efetivamente protegidos. Sob a forma na
qual se encontram, provavelmente diacetais, ndo sdo
capazes de reagir com os grupos amino da proteina
para a formagdo da base de Schiff. Essa ligacdo s6 é
formada de modo tdo eficiente quando comparada
com os métodos convencionais, apds a exposicio do
material a vapores de EtsN (Tabela 3).

A eficiéncia dareagio dos diacetais fica demons-
trada, quando comparamos volumes e concentragGes
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Tabela 3. Valores de estabilidade térmica determinada como Ts®™ de matrizes colagénicas tratadas com GA em
comparagio com matrizes tratadas com diacetais de GA.

Pericéardio nativo

Pericérdio Reticulado

EtOH

GA GADA

Nat. EOH®  HCI  HCVEGN

63,602 653%02 649+£0,2 63,6+0,2

48

852+0,3 862403

TF® 48© 96
67,8404 845+02 87,0%0,4

96

(a) as temperaturas de encolhimento (°C) foram obtidos apds equilibragdo em TF por 24 h; (b) valores determinados
apos equilibrio do pericirdio bovino apenas em EtOH; (c) valores determinados apds 24 h de exposicdo a vapores
de Ef3N, ap0s tratamento com GADA; (d) valores determinados apés lavagens exaustivas com EtOH e exposigdo

em Et3N.

efetivas utilizados para a rea¢do com PB, em com-
paragdo com o procedimento convencional. Consi-
derando que os volumes de embebi¢do para PB em
EtOH s@o similares aqueles determinados para tam-
péo fosfato (Tabela 2), o volume efetivo de reagente
disponivel para a reagdo por grama de PB (g PB) seria
de cerca de 0,77 mL. Esse volume corresponderia a
uma concentragio efetiva de GA cerca de 108 pmo-
les/g PB em comparagio com 271 umoles/g PB, para
o caso da solugdo de GA a 0,05% (volume total de 5
mL). Como o numero estimado de micromoles de
grupos amino nos residuos de lisinas/g PB é de
30,8 umoles/g PB, considerando-se a similaridade
dos valores de Ts obtidos nos dois casos, em bases
molares, 0 GA na forma de GADA ¢ cerca de 2,5
vezes mais eficiente do que o GA (processo conven-
cional). Este resultado pode ser confirmado por testes
de estabilidade frente a agfo da colagenase (Fig. 3).

As curvas da Fig. 3 mostram os ensaios da esta-
bilidade bioldgica frente a colagenase, de PB nativo
(Fig. 3a) em comparagdo com os PB tratados com
solugdes tamponadas de GA a 0,05% (Fig. 3b), solu-

@

R
™

()
Q/O
L 0w

Colageno solubilizado (%)

i T T
60 80 100

Tempo (h)

Figura 3. Estabilidades relativas a hidrélise por colagenase para: (a)
PB nativo; (b) tratado com solugdes de GA a 0,05%, pH 7,4; 0,14M;
(c) 1% GA na forma de diacetais; (d) idem, seguido do tratamento
convencional com GA a 0,05%.

T
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¢oes de GADA/Et3N (Fig. 3c) e GADA/EtN apds o
tratamento convencional com GA a 0,05% (Fig. 3d).
A ordem de estabilidade biologica crescente determi-
nada foi: nativo < 0,05% GA < 1% GADA = 1%
GADA + 0,05% GA. Enquanto ap6s 80 h, a estabili-
dade dos materiais obtidos pelo método convencional
apresentou uma extenséo de hidrélise de cerca de 6%
(m/m), para os materiais tratados com GADA, os
niveis de hidrolise apos 80 h se estabilizaram em
cerca de 1%, estabilidade esta que nio foi implemen-
tada por tratamento posterior com solu¢des de GA
pelo método convencional (Fig. 3d). Esses resultados
mostram que o GADA da origem a estruturas mais
estaveis a a¢do da enzima quando comparados com o
procedimento convencional, pressupondo também
uma maior estabilidade biologica pos-implante, visto
que a colagenase € a inica enzima existente nos tecidos
a atuar eficientemente sobre matrizes colagénicas.

A microscopia eletronica de varredura (M.E.V.)
de PB tratado com GADA a 1% (Fig. 4a) mostrou
que, exceto por uma maior compactagido do tecido, o
tratamento de PB com GADA/EtOH: :HCI/Et3N, ndo
mostrou diferencas estruturais significativas quando
comparado com aquela do pericardio nativo (Fig. 4¢),
€ também que a estrutura microfibrilar da matriz é
preservada (Fig. 4b), o que ndo ocorre quando do
tratamento de PB com solugdes tamponadas de GA a
0,05% (Fig. 4d). Neste caso, o rompimento da matriz
fibrilar pode ser nitidamente observado.

A tensdo de ruptura e modulos de elongagdo na
quebra determinados para PB reticulados com GA-
DA foram de respectivamente 12,60 + 2,0 N/mm? e
59,2 £ 6,8%, comparaveis aqueles para materiais
obtidos pelo tratamento convencional e utilizados na
confeccdo de valvulas cardiacas.

Conclusdes

Os resultados acima, sugerem que a reticulagio
de matrizes colagénicas com GA, na forma de diace-
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Figura 4. Fotomicrografias de M.E.V. do PB: PB tratado cuin solugdes de GADA/Et3N da superficie superior (a) e inferior (b) com aumentos
de 500 e 10.000x, respectivamente nativo (c); tratado convencionalmente com GA a 0,05% (d), ambas com aumento de 500x.

tais, pode constituir-se num processo alternativo para
a obten¢do de biomateriais a base de colageno, sem
as desvantagens do procedimento convencional, que
se utiliza do glutaraldeido como reagente de reticu-
lagdo. Os materiais obtidos por esta técnica, embora
apresentem propriedades mecanicas, eldasticas e tér-
micas similares aqueles obtidos pelo tratamento con-
vencional, mostraram-se superiores tanto do ponto de
vista morfoldgico, quanto da sua estabilidade biolo-
gica que determinada via colagenase, revelou-se 5 a
6 vezes superior quando comparada ao tratamento

46

convencional com GA. As vantagens deste procedi-
mento podem estar associadas a uma melhor dis-
tribuicdo das formas diacetalicas do GA na matriz
colagénica, que diferentemente do GA, s6 promovem
reticulagdo apds exposi¢ao do material a aminas ter-
ciarias. Desta forma, materiais obtidos por este pro-
cedimento devem apresentar menor grau de
impermeabilizacdo e ligagdes cruzadas com carac-
teristicas quimicas melhor definidas, além de reduzir
a citotoxicidade tipicas, observadas pos-implante,
para biomateriais. Estas caracteristicas estdo asso-
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ciadas auma redugéo da citotoxicidade pos-implante,
observada com biomateriais tratados com GA, que
esta relacionada a decomposicdo das ligacdes de
reticulagdes poliméricas de GA. Como consequén-
cia, biomateriais com melhores performances biolo-
gicas sdo esperados, particularmente para a
confeccdo de biopréteses valvulares cardiacas com
maior durabilidade e menor suscetibilidade a proces-
sos de calcificagdo.

Resultados preliminares de ensaios de fadiga in
vitro mostraram que as valvulas confeccionadas via
GADA apresentam uma durabilidade média de
310.000.000 de ciclos, correspondendo a uma dura-
¢do in vivo de cerca de 7,5 anos, com uma perfor-
mance hidrodindmica comparavel as valvulas
cardiacas confeccionadas com materiais obtidos por
tratamento de pericardio bovino com procedimentos
convencionais com GA.
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