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Resumo

Objetivo: Analisar comparativamente o uso do etanol (E)
com o glutaraldeido (GDA), como método de inibigdo da
calcificacdo dos heteroenxertos valvares pulmonares porcinos
(HVPP) implantados na via de saida do ventriculo direito
(VD) de ovinos jovens.

Método: Foram utilizados dez ovinos jovens, em dois
grupos contendo cinco animais cada. A operagdo consistiu na
implantacdo do HVPP na via de saida do VD com circulagdo
extracorporea, divididos em dois grupos; o grupo do GDA
(controle) e o grupo E (grupo em que os HVPP foram pré-
tratados com etanol a 80%). Realizou-se estudo
ecocardiografico para medida do gradiente transvalvar
pulmonar, analise macroscépica da parede do HVPP e
microscopica quanto a presenga de calcificacdo; e mensuragao
do célcio na cuspide valvar ap6s 210 dias.

Resultados: Na mensuragéo do calcio do HVPP encontrou-
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se no grupo GDA (7,98 + 6,82ug calcio/mg tecido), no grupo E
(0,31+ 0,33ug calcio/mg tecido). Em relagdo ao gradiente
transvalvar maximo em 30 dias, ndo houve diferenca
significativa entre os grupos, ja aos 90, 180 e 210 dias, 0 grupo
GDA apresentou maior gradiente transvalvar do que o grupo
do etanol. Na analise macroscépica da parede do HVPP,
observou-se calcificagdo em ambos o0s grupos, sendo mais
intensa no grupo do GDA. Na avaliacdo microscopica das
cuspides do HVPP em relacdo a presenca de calcificagao,
observou-se que no grupo GDA esteve presente em todos 0s
animais, enquanto no grupo E, esteve ausente em todos.

Concluséo: Conclui-se que etanol a 80% inibe a
calcificacdo das cuspides no periodo analisado, mas néo inibe
a calcificacdo da parede do HVPP.

Descritores: Etanol. Ovinos. Calcinose. Transplante
heterélogo. Glutaral.
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Abstract

Objective: The objective of this work was to comparatively
evaluate the use of ethanol (E) with glutaraldehyde (GDA) to
inhibit the calcification of the porcine pulmonary valvar
heterografts (PPVH) implanted in the right ventricle outflow
tract of young sheep.

Method: Ten young sheep were used, divided into two similar
groups: the GDA (control) Group and the Ethanol Group (in
which the PPVVH were pre-treated with ethanol-80). The surgery
consisted of implanting the PPVVH in the right ventricle outflow
tract using a cardiopulmonary bypass. Echocardiography was
performed to measure the transvalvar gradient and macroscopic
analyses of the PPVH wall and microscopic analysis for
calcification were performed. The amount of calcium was
measured in the valve cusp at 210 days.

Results: The quantity of calcium in the PPVH of the GDA
Group was 7.98 + 6.82g calcium/mg tissue and of the E Group

INTRODUCAO

Calcificacdo é a mais frequente causa de faléncia
funcional das bioproteses valvares cardiacas porcinas e de
pericardio bovino fixadas com glutaraldeido [1,2]. Esta
calcificagdo consiste no deposito de fosfato de calcio
associado a minerais no tecido das bioproteses [2].

A durabilidade destes tecidos ¢ limitada pela deterioracdo
estrutural, a qual, em parte € atribuida a calcificacéo distrofica
da matriz do colageno [3].

Pesquisadores vém tentando desenvolver um substituto
valvar cardiaco ideal hd muitos anos. De modo geral, 0s
substitutos valvares cardiacos séo divididos em dois tipos:
as proteses mecanicas e as hiologicas. As préteses de
tecidos biologicos sdo manufaturadas com pericardio
bovino ou com cuspides porcinas, podendo, ou ndo, incluir
segmento de parede aortica [4].

N&o obstante aos avancos das técnicas de reconstrucéo
valvar, muitos dos pacientes submetidos a procedimentos
cirdrgicos recebem proteses. A vantagem da maior
durabilidade das valvulas mecénicas é contrabalancada pela
necessidade do uso de anticoagulantes, para evitar a
ocorréncia de tromboembolismo. Ao contrario, os portadores
de proteses bioldgicas dispensam anticoagulacgao indefinida,
mas estas sdo propensas a calcificacdo e a degeneracao,
sendo necessarias reoperagdes para substitui-las [5,6].

Tecidos biologicos tém sido usados como substituto
valvar desde 1962, quando uma valva adrtica humana fresca
foi transplantada [7]. Posteriormente, foram introduzidas
préteses manufaturadas como as de pericardio bovino [8,9],
Fascia lata autégena [10] e dura-méter humana [11].

O uso do glutaraldeido (GDA\) para a fixagao de proteses
porcinas foi recebido como um consideravel progresso nos

it was 0.31+ 0.33ug calcium/mg tissue. In respect to the
maximum transvalvar gradient at 30 days, there was no
significant difference between the groups. At 90, 180 and 210
days however, the GDA Group showed a greater transvalvar
gradient than the E Group. The macroscopic analyses of the
heterograft wall evidenced calcification in both groups but it
was more pronounced in the GDA Group. The microscopic
analysis of the cusp valve revealed the presence of calcification
in all animals of the GDA Group, while in the E Group no
calcification was seen.

Conclusion: In conclusion ethanol-80 inhibits
calcification on the cusps during the period of the analysis
but does not inhibit the calcification of the PPVH.

Descritors: Ethanol. Sheep. Calcinosis. Transplantation
heterologous. Glutaral.

processos de conservacao dos tecidos bioldgicos [12]. Além
da reducdo da antigenicidade do tecido heterélogo, a fixacéo
obtida pela ligacdo co-valente foi considerada como
vantajosa [12]. Nos anos seguintes, a fixacdo pelo
glutaraldeido foi amplamente empregada na manufatura de
proéteses porcinas e de pericardio bovino [13,14].

Hoje, as proéteses valvares sdo utilizadas em
aproximadamente 40% dos procedimentos cirdrgicos de
substitui¢cdo valvar em todo mundo [4]. Ha diferengas entre
0s paises desenvolvidos e os subdesenvolvidos, nos quais
utilizam-se mais tecido biolégico [4,7,15].

A incidéncia de faléncia valvar das bioproteses € ao redor
de 10a20% em 10 anos, em pacientes adultos e 40 a 50%, em
4 anos, em criancas [16].

O estresse mecanico e o deposito lipidico nas células
das cuspides adrticas porcinas decorrentes da fixagdo com
GDA tém sido indicados como os principais fatores que
influenciam a calcificagdo [17,18].

A suposicao de que a calcificagdo possa estar relacionada
ao uso do glutaraldeido despertou interesse no estudo de
modifica¢fes no processo, como a adi¢do de substancias
inibidoras da mineralizagdo ou mesmo sua substituicéo por
outros agentes fixadores.

Dentre os tratamentos investigados; esta o emprego do
etanol que se mostrou eficaz quando utilizado como
anticalcificante nas bioproteses de valva adrtica porcina.
Este resultado pdde ser observado em segmentos de tecido
implantados em subcutaneo de ratos e em préteses mitrais
emovelhas[2,14,19].

Vaérios estudos tém demonstrado a eficécia do etanol
como inibidor da calcificagdo de bioproteses porcinas, sendo
seu principal efeito a extracéo lipidica [4,14,19,20].

Tendo em vista a necessidade de um tratamento
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anticalcificante eficaz para as bioproteses valvares
cardiacas, propusemos um estudo comparativo entre o
etanol e o glutaraldeido na prevencdo da calcificacdo do
heteroenxerto valvar pulmonar porcino, implantando na via
de saida do ventriculo direito de ovinos jovens com a
utilizacdo de circulacdo extracorpdrea, com a perspectiva de
minimizar ou inibir a calcificacdo e aumentar a durabilidade
das biopréteses em pacientes jovens e criangas.

OBJETIVO

Este estudo tem por objetivo analisar comparativamente
0 uso do etanol com o glutaraldéido, como método de
inibicdo da calcificacdo dos heteroenxertos valvares
pulmonares porcinos implantados na via de saida do
ventriculo direito de ovinos jovens, ap6s um periodo de
observacdo de 210 dias.

METODO

Este trabalho foi realizado no Hospital \Veterinario da
Pontificia Universidade Catélica do Parana (PUCPR), no
Laboratério da Cardioprdtese Ltda, Laboratério de
Histologia da Disciplina de Cirurgia Experimental da
Pontificia Universidade Cat6lica do Parana (PUCPR) e Lactec
(Laboratério do Instituto de Tecnologia para o
Desenvolvimento).

Foi adotada a Nomina Anatdmica Veterinaria [21]. A
pesquisa foi aprovada pela Comisséo de Etica em Pesquisa
da UFPR e PUCPR, em consoante a Declaracao de Helsinki
e as normas estabelecidas no “Guide for the Care and Use
of Laboratory Animals” (Institute of Laboratory Animal
Resources, National Academy of Sciences, Washington,
D.C., 1996) e os principios éticos de experimentacdo animal,
conforme preconizado pelo Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal (COBEA 2000).

Modelo experimental

Foram utilizados 10 carneiros (Ovis aries), sem raca
definida, com idade variando de 3 a 5 meses, clinicamente
sadios, com o peso entre 23 a 32kg, provenientes do Biotério
da Pontificia Universidade Catdlica do Parana. Esses animais
foram recebidos 30 dias antes do experimento para devido
controle parasitolégico e comprovacdo de perfeito estado
sanitéario. A operacgao consistiu na implantacdo da valva e
tronco pulmonar porcino (heteroenxerto), na via de saida de
ventriculo direito de coracGes de ovinos, com a utilizacdo
de circulacdo de extracorpérea (CEC), divididos em dois
grupos:

¢ Grupo GDA (n=5) - (grupo controle) Heteroenxertos
valvares pulmonares porcinos tratados em glutaraldeido,
mantidas estocadas em GDA 0,5%.
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e Grupo Etanol (n= 5) - Heteroenxertos valvares
pulmonares porcinos pré-tratados com glutaraldeido e apds
tratamento em solucgdo de etanol a 80%, estocados em PBS.

Obtencéo dos heteroenxertos valvares pulmonares
porcinos

Os heteroenxertos valvares pulmonares porcinos foram
obtidos no Laboratério de Valvas Cardiacas
(Cardioprotese®) (Figura 1), onde foram preparados
conforme solicitado pelo pesquisador. Ap6s retirada do
coracdo porcino, foi removida a valva pulmonar juntamente
com o tronco pulmonar. Com o isolamento do conduto da
valva pulmonar, seguiu-se o preparo quimico abaixo descrito.

Fig. 1 - Heteroenxerto valvar pulmonar porcino ap6s tratamento

Procedimento quimico

Os dez heteroenxertos valvares pulmonar porcino
foram fixados em solucdo de glutaraldeido 0,6%
(Urcacid®) com 50mmol/l HEPES (solugéo tampéo), pH
7,4, durante duas horas. Apoés as duas horas, foram fixados
em solucao de glutaraldeido 0,2% (GDA 0,2%) (Urcacid
®) com solugdo HEPES durante trés dias. Apos, foram
fixados com glutaraldeido a 0,5% com solucédo HEPES por
mais sete dias.

Apos sete dias, a solucdo de GDA 0,5% foi trocada e 0s
heteroenxertos do grupo controle (GDA) foram estocados
em solucdo de glutaraldeido a 0,5%.

Terminado o preparo com o glutaraldeido, os
heteroenxertos do grupo de etanol foram submetidos a
lavagem em solucdo salina isoténica 0,9% de 1000ml e
colocados em solucéo de etanol 80% (Labsynth®) com
tampdo HEPES a temperatura de 25°C, sob agitagdo
continua por 24 horas. Depois de 24 horas, foram estocados
em solucéo de PBS (Solucdo de Paraben).

Todos os heteroenxertos valvares pulmonares porcinos
foram lavados em solucéo isotdnica salina 0,9% de 1000 ml
antes de serem implantados.

O processo quimico esquematico pode ser observado
na Figura 2.
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GDA06% — 2 horas

4
GDAD2% —3 dias
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GDA0,S5% Etanol 80%
estoque 24 horas
1 4
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Lavados Lavados
d l
Implantados Implantados

Fig. 2 - Processo quimico esquematico

Preparo pré-operatorio

Os carneiros foram mantidos no Biotério da PUCPR, onde
receberam racéo balanceada para espécie agréaria - ovinos,
durante todo o periodo de confinamento.

Quando do implante cirlrgico, os animais foram
submetidos a jejum alimentar de 30 horas e jejum hidrico de
12 horas, antes da realizacdo da anestesia.

Na véspera da operagdo, os animais foram medicados
com os antibidticos Ceftiofur sddico e gentamicina,
tricotomizados na regido toracica esquerda com depiladores
elétricos e monitorizados com eletrocardidgrafo, oximetria
de pulso e pressdo arterial invasiva.

Anestesia

Os animais foram colocados em decubito lateral direito
na mesa operatoria. A medicacéo pré-anestésica foi composta
da associagdo de 0,5 mg/kg de diazepam e 0,4 mg/kg de
tartarato de butorfanol administrados por via endovenosa,
15 minutos antes da indugdo anestésica. Na seqiiéncia, foi
realizada a infusdo dos antibi6ticos, ceftiofur sodico e
gentamicina. Nesse periodo, foi realizado bloqueio
anestésico intercostal no terceiro, quarto e quinto espagos
intercostais esquerdos com cloridrato de bupivacaina 0,5%,
além da canulagdo das duas veias cefalicas, sendo uma
exclusivamente para a infusdo de propofol (Diprivan®). Em
paralelo, foram realizadas a puncéo e a canulagdo da artéria
radial direita para obter-se a medida da presséo arterial.

Iniciou-se a administracdo de 4mg/kg propofol
(Diprivan®) durante 60 segundos, permitindo desta maneira
aintubagdo traqueal e imediata infusdo continua do farmaco
numa velocidade de 0,6 mg/kg/min, até 20 minutos apds a
saida de CEC.

Foi iniciada ventilacdo mecéanica com volume corrente
fixo de 15ml/kg, e freqiiéncia de 16 ciclos por minuto.

Monitorizacao anestésica

As pressdes arteriais sistlica (PAS), média (PAM) e
diastolica (PAD) foram aferidas pela canulacdo da artéria
radial direita com cateter 22G, conectado ao transdutor de
pressdo DTX Plus 4812 (Bencton, Dickinson Medical) e,
por meio dele, ao monitor Datascope 3000. As amostras de
sangue para gasometria arterial foram colhidas 5 e 40 minutos
ap0ls a administracdo do propofol (Diprivan®), 5 e 20
minutos apds a entrada em CEC e 40 minutos ap6s a saida
de CEC. O sangue foi processado imediatamente apds a
coleta pelo aparelho DRAKE AGS.

Protocolo cirdrgico

Com os animais em decubito lateral direito, realizou-se a
antissepsia com alcool iodado em todo hemitérax esquerdo,
seguindo-se a colocacdo dos campos cirdrgicos da maneira
convencional. O acesso torécico foi feito no quarto espago
intercostal esquerdo, com colocacdo de afastador de
Finochietto. Foi realizada a abertura do pericéardio e
exposicdo do atrio direito, aorta toracica e ventriculo direito.

Para a colocacdo dos animais em CEC, realizaram-se duas
suturas em bolsa com polipropileno 4.0 (Prolene 4.0®,
Ethicon) na aorta ascendente e uma sutura em bolsa com no
atrio directo, usando-se 0 mesmo fio cirtrgico.

A anticoagulacdo foi feita na dose 200 U/kg de heparina.

Ao término das canulagdes, iniciou-se a CEC em
normotermia, que teve a duracgéo de 20 a 25 minutos. ACEC
foi realizada com um sistema de rolete e oxigenador de
membrana pediatrico (Braile Biomédica®). O sistema de
tubos e o reservatorio de cardiotomia foram preenchidos
com 900ml de solucdo salina isoténica 0,9% e perfundidos
com oxigénio a 100%.

Foram removidos a valva e o tronco pulmonar. Implantou-
se 0 heteroenxerto valvar pulmonar porcino (valva pulmonar
porcina com suporte de pericardio bovino), utilizando o fio
de polipropileno 4.0, tanto para anastomose proximal quanto
paraa distal. Nao foi infundida protamina para reverséo dos
efeitos da heparina apés o término da CEC.

Na sequéncia, foi realizada revisdo de hemostasia e
colocado dreno toracico de aspiracdo continua, que ap6s o
término do efeito anestésico foi removido. As costelas foram
aproximadas com pontos de fio de polipropileno 2 (Prolene
2®, Ethicon), o subcutaneo com poliglactina 910 (Vicryl 1®,
Ethicon) e pele com mononylon 3.0 (Mononylon 3.0®,
Ethicon).

Observagédo pés-operatdria

Todos o0s animais, ap6s o término do procedimento
cirdrgico, ficaram sob observacdo, monitorizados com
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pressao arterial invasiva e oximetria de pulso, na unidade de
terapia intensiva (unidade era anexa ao centro cirirgico),
por um periodo médio de duas horas. Os animais foram
extubados e medicados para analgesia com flunixim por trés
dias. Os animais ficaram nesta unidade até recuperar a
deambulacéo, sendo entdo encaminhados a um piquete com
&gua e racdo. Os antibidticos foram mantidos por sete dias.

Completadas 12 horas de observagdo, 0s animais
retornavam & Unidade de Animais de Fazenda, colocados
em boxes devidamente preparados, onde recebiam uma
associacdo de 4 mg/kg de gentamicina e 1 mg/kg de ceftiofur
por sete dias, além de 2 mg/kg de flunixin meglumine por
mais trés dias. No periodo de observacdo pos-operatoria,
os animais foram submetidos novamente a exames de
coproparasitol6gico, afericdo de hematdcrito e pesagens
semanais. Ficaram sob observacao durante 210 dias.

No periodo de observacdo, foram realizados
ecocardiogramas com 30, 90, 180 e 210 dias de po6s-
operatério, no Laboratério de Cirurgia Experimental da
Disciplina de Técnica Operatoria da PUCPR.

O sacrificio dos carneiros foi realizado com 2mg/kg de
cloridrato de xilazina e 5 mg/kg de cloridrato de cetamina.
Ap0s ficarem inconscientes, infundiram-se 20 ml de cloreto
de potéassio a 19,1%.

Quando da retirada da peca, foi realizada inciséo
transversal no hemitérax e removida a 42 costela. O coracao
foi removido para analise macroscopica, microscépica e
mensuracao do calcio da cuspide da valva pulmonar porcina.

Avaliacdo ecocardiografica

Todos os animais foram submetidos a ecocardiograma
nos periodos de 30, 90, 180 e 210 dias de pds-operatoério
para mensuracdo do gradiente transvalvar pulmonar,
avaliacdo de ruptura e calcificacdo das cUspides. Os
carneiros eram transportados da Fazenda Experimental para
o Laboratério de Cirurgia Experimental da Disciplina de
Técnica Operatéria da PUCPR, onde os exames foram
realizados no aparelho Ecocardiodoppler HP Sonus 5500
com transdutor de 7,5 Hertz.

Anélise morfologica

Anélise macroscépica

A analise macroscdpica teve com objetivo avaliar a
calcificacdo da parede do heteroenxerto e das cUspides
valvar quando da retirada da peca.

Anélise microscopica

As pecas cirdrgicas, as cuspides, foram fixadas em
solucdo de formol a 10% e encaminhadas para analise
microscépica.

Os exames histologicos foram realizados por um mesmo
observador, sem conhecimento do grupo ao qual pertencia
0 espécime.
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A preparagdo do material histoldgico seguiu os métodos
de histotécnica adotados pelo Laboratdrio de Histologia e
Anatomia Patolégica da PUCPR. Apds fixacdo em solucédo de
formalina tamponada a 10%, o material da amostra foi
desidratado pelo alcool etilico, em concentracfes progressivas
de 70% a 100%, diafanizado por impregnacéo com xilol e imerso
em parafina a 60%, para constituicdo dos blocos.

Realizaram-se cortes de 2 a 4um de espessura, corados
com hematoxilina-eosina (H&E) e corante de von Kossa
(método especifico para visualizacdo de calcificacdo).
Utilizou-se microscopio tetraocular (American Optical) para
aanalise.

Para a andlise dos achados histopatoldgicos, adotou-se
a seguinte classificacdo:

Cuspide pulmonar

1) Presenca de Calcificacdo

I * Localizacao

e |la-focal,

e | 1b-multifocal,
e |1c—difusa;

e | 1d-ausente.

11 * Intensidade

e Il la—discreta;

e Il 1b-moderada;
e |l 1c - acentuada.

2) Presenca de Infiltrado Inflamatério
I * Localizacao

e | 2a—focal;

e | 2b—difuso;

e | 2c-ausente.

11 *Tipo

e |l 2a-agudo;

e 11 2b-cronico discreto;

e 1l 2c-crénico moderado.

Mensuracao do calcio

As amostras de cuspide pulmonar foram submetidas a
solubilizacdo com &cido cloridrico e enviadas ao Laboratério
do Instituto de Tecnologia para o Desenvolvimento
(Lactec®), da Universidade Federal do Parana, onde a
determinagdo quantitativa do célcio foi realizada por
espectroscopia de absorcdo atbmica, com espectrdmetro
Perkin EImer, 4100.

A quantidade total de calcio foi expressa em mg por
amostra e extrapolada para png/mg de tecido seco pré-
implante. Deste modo, foi possivel estimar a quantidade de
calcio incorporado por miligrama de tecido seco implantado
e ndo do tecido seco explantado, cujo peso reflete ndo sé a
quantidade de calcio incorporada, mas também a infiltracéo
das células do hospedeiro.
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Metodologia estatistica

Recorreu-se a andlise descritiva dos dados por meio de
tabelas, quadros e gréaficos. Para a comprovacdo dos
objetivos levantados neste trabalho, foram utilizados a
Anélise de Variancia para dados repetidos (Repeated
Measures ANOVA) e os testes paramétrico “t de Student
pareado” e 0s ndo-paramétricos “Mann-Whitney”, Wilcoxon
(dados pareados) e “Friedman - dados pareados” (por meio
do software “Primer of Biostatistics”). O nivel de
significancia (probabilidade de significancia) adotado foi
menor que 5% (p<0,05).

RESULTADOS

Houve dois 6bitos apds o procedimento cirargico, o
primeiro decorrente de complicagdes de um pneumotérax,
nas primeiras seis horas e o segundo, com 15 dias de p6s-
operatdrio, por complicac@es intestinais. Como ocorreram
estes dois ébitos, foram operados outros dois animais para
manter 0s grupos com cinco ovinos cada.

Anélise macroscépica

Em relacdo a analise macroscépica do heteroenxerto,
pode-se observar que houve uma maior calcificacdo da
parede do grupo GDA, quando comparada com o grupo do
Etanol, mas em ambos a calcificacdo ocorreu, sendo mais
focal no grupo Etanol e mais intensa e difusa no grupo
GDA. Quando da analise macroscépica da cuspide do
heteroenxerto, observou-se que no grupo do Etanol ndo
houve calcificacdo, ja o grupo GDA apresentou calcificacdo
importante (Figuras 3 e 4).

Fig. 3 - Heteroenxerto valvar pulmonar porcino, tratado com
etanol, apés retirada, onde se observam suas cuspides sem
calcificaco e delgadas

Fig. 4 - Heteroenxerto valvar pulmonar porcino em GDA, apds
retirada, onde se observa calcificagcdo importante em suas clspides

Analise microscopica

Calcificagéo

Cuspide valvar pulmonar

Em relacéo a presenca de calcificacdo, verifica-se que no
grupo GDA ela esteve presente em todos 0s animais, com
localizacéo focal, enquanto no grupo do Etanol, ela esteve
ausente em todos os animais (Tabela 1, Figuras 5 e 6).

Tabela 1. Presenca de calcificagdo em relagdo a localizagéo e a
intensidade, nos grupos de estudo.

GDA ETANOL

CALCIFICACAO (n=05) (n =05)

_ N° % N° %
LOCALIZACAO
* Ausente - - 05 100,0
* Presente 05 100,0 - -
* Focal 04 80,0 - -
« Difusa 01 20,0 - -
INTENSIDADE
* Ausente - - 05 100,0
* Presente 05 100,0 - -
« Discreta 03 60,0 - -
 Acentuada 02 40,0 - -
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Fig. 5 - Fotomicrografia mostrando corte transversal da cuspide do
heteroenxerto valvar pulmonar porcino, tratado com etanol, sem
sinais de calcificagdo ap6s 210 dias de implante (von Kossa 40X)

Fig. 6 - Fotomicrografia mostrando corte transversal da cuspide
do heteroenxerto valvar pulmonar porcino tratado com
glutaraldeido, com sinais de importante calcificagdo ap6s 210
dias de implante (von Kossa 40X)

Presenga de Infiltrado Inflamatério

Em relacdo a presenca de infiltrado inflamatorio, verifica-
se que ele esteve presente em todos os animais dos dois
grupos avaliados, principalmente com localizacéo difusa e
do tipo cronico discreto.

Mensuracao do calcio

Na comparagéo entre os grupos, foi observado que:

Mensuracao do Calcio (210 dias)

¢ Ogrupo GDA apresentou maior mensuragao do calcio
do que o grupo do Etanol (p=0,036) - Figura 7;

Avaliag8o ecocardiografica

Gradiente transvalvar

e 30dias: ndo houve diferenca significativa (p=0,082);

e 90 dias: O grupo GDA apresentou maior gradiente
transvalvar maximo do que o grupo do Etanol (p=0,030);

e 180dias: O grupo GDA apresentou maior gradiente
transvalvar maximo do que o grupo do Etanol (p=0,036);

e 210dias: O grupo GDA apresentou maior gradiente
transvalvar maximo do que o grupo do Etanol (p=0,033).

A representagdo gréfica pode ser observada em um dnico
grafico, como demonstrado na Figura 8.
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Fig. 8 - Gradiente transvalvar nos grupos de estudo

DISCUSSAO

Desde os primeiros implantes de valvas porcinas tratadas
por glutaraldeido, vérias técnicas tém sido usadas para
minimizar a calcificacdo [22].

Orrisco de faléncia estrutural das biopréteses porcinas é
diretamente dependente da idade do receptor. Em pacientes
com idade inferior a 35 anos, ha faléncia quase uniforme
cinco anos ap6s implantacdo. J4, em pacientes acima de 65
anos, apenas cerca de 10% sofrem disfunc¢do nos 10 anos
seguintes ao implante [23,24].

Com aintencdo de tornar minima a calcificagdo, Schoen
etal. [25] utilizaram cations mono, di, ou trivalentes durante
a fixacéo em glutaraldeido, mas suas a¢des ndo se mostraram
satisfatdrias. Hidroxi e amino-difosfonatos e cations
metalicos foram também testados, mas os altos teores
necessarios interferiram no crescimento ésseo [22,25].

O pré-tratamento com detergente (SDS Tween 80) pode
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inibir a calcificacdo pela remocéo dos fosfolipideos do
substrato. Entretanto, os detergentes afetam a superficie da
membrana e as fibras colagenas, resultando, por vezes, em
marcada diminuicao da durabilidade das biopréteses [14].

Recentemente, o 4cido amino oléico usado como
detergente demonstrou prevenir a calcificacdo das bioproteses
porcinas [26]. Os resultados mostraram que o &cido amino
oléico reduz significativamente a calcificacdo dos folhetos
das biopréteses implantadas na posicdo aortica em ovelhas.
Entretanto, os resultados quanto a estabilidade em vivo e a
possibilidade de degradacdo do acido amino oléico
remanescente no tecido necessitam ser resolvidos [14,26].

Outra alternativa estudada séo bisfosfonatos, que agem
blogueando o crescimento dos cristais de hidroxiapatita no
tecido bioprotético. Seu uso sistémico mostra efeitos
adversos no metabolismo do célcio nos 0ssos que levam a
seu enfraquecimento [27].

Demonstrou-se que, quando os bisfosfonatos sdo
colocados junto a folhetos de valvas porcinas implantadas no
subcutaneo de ratos, sua liberacdo lenta e local inibe a
calcificacdo, sem efeitos adversos observados com 0 uso
sistémico [27].

Os etanohidroxibisfosfonatos e o FeCl, mostraram efeito
sinérgico na inibicdo da calcificacdo de segmentos de parede
aodrtica de ratos implantados em animais da mesma espécie.

Entretanto, 0 emprego de liberacao sistémica controlada
destes mesmos agentes foi menos efetivo na prevencéo do
depdésito de calcio em préteses adrticas porcinas [14].

O aluminio é associado a osteomalacia em pacientes
mantidos em diélise renal. Por isso, realizaram-se estudos
com sais metélicos contendo AI** e Fe3*, visando prevenir a
calcificacdo.

As cuspides adrticas porcinas foram incubadas nestes
fons metélicos trivalentes, observando-se marcada agédo
anticalcificante em implantes, mesmo com baixas
concentragdes [28]. Estudos morfolégicos com os tecidos
das biopréteses pré-tratadas com aluminio e cloridrato de
ferro revelaram que o AI** e 0 Fe3* sdo os responsaveis pela
desvitalizacdo celular [28].

Mesmo havendo diferencas entre o perfil das
lipoproteinas humanas e as dos ratos e ovelhas, o que
demonstra diversidade no metabolismo de célcio, existem
doencas valvares e cardiovasculares nestas espécies.
Entretanto, os estudos de microscopia e patologia ultra-
estrutural indicam que o material clinico e modelo animal
sdo comparaveis [29].

Wavahare et al. [14] estudaram os efeitos de varias
concentragdes do etanol e mostraram que a 80% ele inibe a
calcificacdo de cUspides adrticas implantadas no subcutaneo
de ratos ou no sistema circulatério de ovelhas, como
substituto mitral. Acreditam que a extracdo de colesterol e
fosfolipideos seja o principal mecanismo de sua agédo
anticalcificante, embora haja outros fatores que podem

influenciar a mineralizacédo do tecido bioprotético.

Em nosso meio, Yoshioka et al. [30] demonstraram que a
reacdo de reticulacdo de matrizes colagénicas por meio de
diacetais do glutaraldeido leva a uma estabilidade bioldgica
dos tecidos maior e toxicidade p6s-implante menor.

No presente estudo, visou-se verificar se o etanol - que
havia sido tdo eficiente como anticalcificante em cuspide
porcina e implantes em subcutaneo de ratos - apresentava a
mesma agao no sistema circulatorio de ovinos jovens. Com
este fim, foram comparados os achados deste estudo
utilizando etanol a 80% com os obtidos com outras
concentracdes deste por Vyavahare et al. [14], em cuspides
adrticas porcinas.

Os dados deste trabalho, com a mensuracdo do teor de
calcio nas cuspides pulmonares porcinas tratadas com etanol
a 80% e implantadas na via de saida do ventriculo direito de
carneiros jovens e observados durante 210 dias de implante,
demonstraram significativa inibicdo da calcificacdo. Os
valores encontrados aproximam-se dos referidos por
Wavahare et al. [14,19].

Ao observarmos macroscopicamente a calcificacdo da
parede do heteroenxerto pulmonar, pudemos notar que
houve uma menor calcificagdo nos heteroenxertos valvares
pulmonar porcino tratados com etanol.

Quanto a andlise ecocardiografica, ndo pudemos
comparar com outros trabalhos por ndo termos encontrado
estudo semelhante.

Com estes achados, vislumbramos a possibilidade
futura, apds maior periodo de observagdo e analise, de
utilizar estes heteroenxertos em humanos, principalmente
em pacientes jovens, com a finalidade de diminuirmos o
namero de reoperagdes pela faléncia valvar causada pela
calcificacao destes heteroenxertos.

O etanol, sendo de custo baixo e acesso fécil, abriria
possibilidade de ser amplamente utilizado na manufatura de
préteses bioldgicas, principalmente nos paises
subdesenvolvidos, onde ocorrem o maior indice de pacientes
jovens com doencas valvares com necessidade de substituicdo.

Outra grande vantagem, agora em nivel hemodinamico,
seria a utilizacdo destes heteroenxertos pulmonares porcinos
stentless, pois, além de apresentarem gradientes
transvalvares préximos ao fisiolégico, teriam uma
durabilidade maior por sofrerem menos estresse pelos anéis
e suportes das bioproteses “stented”.

Mas, mesmo com todas as vantagens que este tratamento
pode trazer, necessitamos de estudos com longos periodos
de observacdo com amostras maiores para estabelecermos
este tratamento definitivamente em nosso meio.

CONCLUSAO

Da analise do método de prevencdo da calcificacdo
(etanol a 80%) em cuspide do heteroenxerto valvar pulmonar
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porcino implantado na via de saida de ventriculo direito de
carneiros jovens ap6s 210 dias de implante, concluiu-se que:

e Etanol a 80% inibe a calcificacdo das clspides no

periodo analisado, mas ndo inibe a calcificacdo da parede
do heteroenxerto valvar pulmonar porcino, quando
comparado com o glutaraldeido.
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