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RESUMO

Objetivo: Avaliar a eficacia do cloreto de aluminio e do cloreto de aluminio
associado ao etanol na prevencao de calcificacéo e da resposta inflamatéria de
fragmentos de parede adrtica porcina fixada em glutaraldeido, implantados no
tecido subcutaneo de ratos jovens.Métodos: Utilizaram-se 15 ratos da
linhagem Sprague-Dawley, em cujas telas subcutdneas, foram implantados
fragmentos de parede aértica porcina, submetidos a trés métodos diferentes de
tratamento. Os animais foram distribuidos em trés grupos de cinco, de acordo
com o tipo de tratamento quimico dos fragmentos de parede adrtica. As valvas
porcinas das quais foram retirados os fragmentos, foram inicialmente fixadas
em glutaraldeido 0,5% por 72 horas. Apés a fixacao inicial, as valvas do grupo
I(controle) foram estocadas em glutaraldeido 0,2%. As do grupo II, foram
submetidas a tratamento adicional com cloreto de aluminio 0,1M por 105 min e
depois estocadas em solugcdo salina isotdnica. As do grupo Ill além do
glutaraldeido 0,5%,foram tratadas com etanol 80% por 24 horas mais cloreto
de aluminio 0,1M por 105 min, sendo também estocadas em solucdo salina
isotbnica até o momento do implante. Os explantes foram realizados com 15,
30 e 60dias apo6s as operacdes. Foram realizadas analises histologicas pelas
coloracdes de hematoxilina & eosina e de Alizarina nos pHs de 4,2 e 7,0.
Foram dosadas as quantidades de calcio pela espectroscopia de absorcao
atdmica.Resultados: Pelas coloracées de hematoxilina & esosina constatou-se
que a matriz extracelular das paredes aérticas ficaram melhor preservadas nos
explantes do grupo lll. A intensidade da reacao inflamatéria intensa foi menor
nesse grupo. Quando corados com Alizarina pH 4,2, o grupo Il teve menor
indice de calcificacdao comparado ao controle, e o grupo lll teve menor indice
de calcificacao comparado com os grupo | e Il. Com a coloracao de Alizarina no
pH 7,0, novamente o grupo lll teve menor indice de calcificagdo comparado
com os grupos | e Il. Pela espectroscopia de absorcao atébmica,os niveis de
célcio foram semelhantes para os grupos Il e Ill, mas significativamente
menores do que os do grupo | .Conclusao: O tratamento com cloreto de
aluminio diminuiu a calcificacdo dos fragmentos de parede adrtica porcina
preservada em glutaraldeido, implantados na tela subcutanea de ratos jovens.
O uso combinado do etanol com cloreto de aluminio foi ainda mais eficiente em
inibir a calcificacao, e também em dimininuir a reacao inflamatdria.

DESCRITORES: 1.Parede aortica porcina. 2.Calcificacdo. 3. Etanol e cloreto
de aluminio



ABSTRACT

Objective; Evaluate the efficiency aluminum chloride and aluminum chloride
plus ethanol to prevent calcification and inflammatory reaction of fragments of
porcine aortic wall fixed with glutaraldehyde and implanted in subdermal of
young rats. Methods: Fiftheen Sprague-Dawley rats were studied. In the
subdermal tissue three fragments of porcine aortic wall were implanted. The
fragments were subjected to three different methods of treatment. The animals
were distributed in three groups of five, according to the chemical treatment of
the aortic wall. The porcine aortic valves from which fragments were obtained
were fixed in 0,5% glutaraldehyde for 72 hours. After initial fixation in 0,5%
glutaraldehyded, the valves of group I(control), were stored in 0,2%
glutaraldehyde. Those of the group I, were additional treated with aluminum
chloride 0,1M during 105 minutes and thereafter stored in isotonic saline
solution. Those of the group lll, after treatment with 0,5% glutaraldehyde were
treated with ethanol 80% for 24 hours and chloride aluminum 0,1M for 105
minutes, and also stored in isotonic saline solution until implantation.
Explantating were done after fifteen, thirty and sixty days. Histological analysis
were performed with hematoxilin & eosin and alizarin-red at pHs 4,2 and 7,0.
Calcium content was determined by atomic absorbance spectroscopy Results:
The hematoxilin and eosin and alizarin red dying showed that extracelular
matrix of aortic wall were better preserved than fragments of the group lll. The
intensity of inflammatory reaction was lower in this group. When dyed with
alizarin red at pH 4,2, the group Il had lower degree of calcification compared
with group |. The group Ill had lower degree of calcification compared with the
group | and Il. With alizarin red dying at pH 7,0 the group Ill, had the lower
calcification compared with group | and Il. The atomic absorbance spectroscopy
showed similar calcium levels the both group Il and Ill, but significantly lower
than in the group I. Conclusion: The treatment with aluminum chloride inhibited
calcification and inflammatory reaction in fragments of aortic wall implanted in
the subdermal tissue of the young rats. The combined use ethanol with
aluminum chloride was more efficient to inhibit the calcification and also to
diminish the inflammatory reaction.

Key Words: Aortic porcine wall. Calcification. Ethanol and aluminum chloride



1 INTRODUCAO



A substituicdo de valvas cardiacas por préteses é, atualmente,
procedimento rotineiro. Entretanto, apesar de todos os avancos tecnoldgicos, o
substituto valvar ideal ainda nao é disponivel.

Existem dois tipos basicos de proteses: as bioldgicas e as mecanicas. As
préteses biolégicas, apresentam bom desempenho hemodinamico e, por
apresentarem fluxo central, estdo associadas a baixa ocorréncia de fenbmenos
tromboembdlicos, mesmo na auséncia de terapia anticoagulante. Sua maior
desvantagem é a durabilidade limitada, especialmente em criangas e pacientes
jovens, nos quais degeneracao por calcificagao é precoce.

Ja as préteses mecanicas sao duraveis e também apresentam
desempenho hemodinamico favoravel. Entretanto, por apresentarem incidéncia
elevada de complicacées tromboembdlicas, necessitam de anticoagulacao
sistémica permanente. Em populag¢des de baixas condi¢ées socio-econbdmicas,
como as do Brasil, as dificuldades em manter uma anticoagulagéo efetiva,
limitam de forma significativa, seu uso.

Tecidos biolégicos tém sido utilizados como substituto valvar desde de
1962, quando uma valva aértica humana fresca foi transplantada." A partir
daquela década estudos com biopréteses intensificaram-se.

Em 1967, foi idealizada a valva de fascia lata autégena fresca.®

A valvula de dura-mater homodloga, conservada em glicerol, foi proposta
por PUIG et al em 1971.%) Tanto as valvas de fascia lata quanto as de dura-
mater, tiveram sua aceitacdo limitada em decorréncia da dificuldade de sua
montagem por ser um processo artesanal e em decorréncia dos resultados
tardios ndo serem adequados.

As valvas porcinas, propostas por BINET e O' BRIEN em 1967, tiveram
seu uso descontinuado por apresentarem calcificbes precoces, o que mais
tarde verificou-se ser devido ao processo de fixacao pelo formaldeido.

No final da década de 1960, um passo importante foi dado quando
CARPENTIER, introduziu o glutaraldeido na fixacdo de préteses porcinas.®
Logo em seguida IONESCU, na década de 1970, idealizou a valva de
pericardio bovino, também preservada em GDA.® A partir de entdo, as

préteses bioldgicas foram amplamente difundidas. No Brasil, BRAILE, foi o



responsavel pelo desenvolvimento de proteses de pericardio bovino
preservadas em GDA .

O sucesso do glutaraldeido com fixador de tecidos bioldégicos em
préteses valvares foi decorrente da sua eficacia em estabilizar o tecido, reduzir
de forma significativa a antigenicidade tecidual, além de ser agente
esterilizante. Entretanto, mais recentemente, o GDA tem sido apontado como
facilitador da calcificacdo observada tardiamente com as préteses valvares®.

Com o objetivo de melhorar a durabilidade das préteses
biologicas,diversos tratamentos anticalcificantes vém sendo testados, com

9101 Dentre as diversas substancias testadas,

graus variados de sucesso,'
tanto o etanol como o cloreto de aluminio comprovadamente foram capazes de
retardar o processo de calcificacdo, tanto em modelos animais como em seres
humanos

Estudos anteriores realizados no Laboratério de Cirurgia Experimental da
PUC-PR, demonstraram que, tanto no modelo subcutaneo de ratos como na
circulagdo de ovinos, o etanol foi eficiente em prevenir a calcificacdo de
cuspides valvares porcinas previamente fixadas em glutaraldeido. Entretanto, o
mesmo ndo ocorreu na parede arterial adrtica.'>'®

O presente trabalho € uma continuagdo dessa linha de pesquisa,
buscando um tratamento quimico capaz de prevenir a calcificagcdo ndo somente
das cuspides valvares, mas também na parede arterial das proteses valvares

porcinas.



1.1 OBJETIVO

Avaliar a eficacia do cloreto de aluminio isolado e do cloreto de aluminio
associado ao etanol na prevencao da calcificacéo e da resposta inflamatéria de
fragmentos de parede adrtica porcina fixados em GDA, quando implantados na

tela subcutanea de ratos jovens.



2 LITERATURA



O termo bioprétese foi proposto por Carpentier, que o definiu como
"xenoenxerto quimicamente condicionado, montado em anel de suporte, cuja
antigenicidade é reduzida pela fixacao”. Sua estabilidade é aumentada pela
ligacdo inter-molecular das fibras de colageno. Sua durabilidade depende da
estabilidade do material, e ndo da regeneracao das fibras pelo receptor.'¥

2.1 GLUTARALDEIDO E AS BIOPROTESES

Valvas cardiacas porcinas fixadas em GDA foram implantadas pela
primeira vez em 1968 por CARPENTIER et al®. Naquele trabalho foram
analisados os fatores biolégicos que afetam os resultados a longo prazo dos
heteroenxeros valvares, sendo sugerido que a reacao do hospedeiro ao
enxerto tem relagdo com o grau de antigenicidade do tecido. O método de
preservacao do enxerto deve eliminar os principais componentes antigénicos,
isto é, proteinas soluveis, células, glicoproteinas, mucopolissacarideos. A
passagem das células do hospedeiro para dentro do tecido da bioprétese é
geralmente prejudicial pois as células sdo imunologicamente competentes, e
parece desejavel previnir este crescimento por um apropriado método de
preservacao. Também concluiu que houve evidéncia de que o método de
preservacao do enxerto € o principal fator que afeta a durabilidade a longo
prazo.®

O GDA apresenta-se sob a forma de um liquido oleoso ou de cristais
incolores, de cheiro caracteristico. E solvel em agua e etanol.

Quimicamente, o GDA, cuja formula € OCH(CH2)3CHO, pode polimerizar-se na
presenca de agua. A reacdo de condensacao € mais rapida em meio alcalino e
pode tornar-se intensa em contato com bases fortes. As solucdes aquosas de
GDA séo relativamente estaveis. O GDA é usado para a fixacao de proteses

valvares cardiacas, além de componente de solugdes bactericidas.



GDA reduz riscos de tromboembolismos relacionado a bidprotese e
estabiliza o biomaterial, permitindo prolongada vida util, reduz
imunogenicidade, enquanto preserva, esteriliza e cria resisténcia."®

Em 1974, Carpentier, publicou os resultados dos primeiros 104
pacientes operados, nos quais foram utilizados heteroenxertos preservados
emGDA
Conclui que os heteroenxertos valvares preservados em GDA pareciam ser a
melhor escolha para substituicdo valvar em posicao pulmonar e tricuspide. Isto
foi especialmente verdade na posicao tricispide, na qual as préteses bioldgicas
tinham notadamente alto risco de tromboembolismo. Nas posicées adrtica e
mitral, as substituicdes por proteses bioldgicas tinham dado excelente resultado
a longo prazo. Entretanto havia o risco de complicagcdes tromboembolicas e

necessidade de anticoagulagéo."®

2.2 DESEMPENHO DAS BIOPROTESES

BRAILE et al”), publicaram sua experiéncia com biopréteses de
pericardio bovino IMC-MACCHI, tratada com GDA com seguimento de quatro
anos. Demonstraram bons resultados clinicos e excelente desempenho
hemodinamico. No inicio da experiéncia a embolizacdo precoce representou
um certo problema, que desapareceu nos ultimos 20 meses. Do mesmo modo
nao ocorreram tromboses valvares. A bioprotese tem baixo potencial
trombogénico e portanto, anticoagulagcdo por longo tempo pode nao ser
necessaria.

O desempenho da bioprétese depende criticamente da quantidade do
esqueleto de colageno, e sua resisténcia a deterioragdo. Bioproteses nao
possuem mecanismos de remodelacdo para substituir colageno e outros
componentes da matriz extracelular que sdo progressivamente degradados
pela protedlise e danos mecanicos, ocasionando uma taxa de deterioragéo de
mais de 50% dentro de 10 a 15 anos'®.

A taxa de deterioracdo é quase 100% em cinco anos em pacientes com
menos de 35 anos de idade, mas apenas 10% em 10 anos em pacientes com

mais de 65 anos de idade.'®



VYAVAHARE et al'” analisando os mecanismos de faléncia das
biopréteses, in vitro, mostraram que a sua fadiga causa desnaturacdo do
colageno e perda de glicosaminoglicanos, o que contribui para degeneracao.

Ap6s o implante, a superficie dos folhetos das bioproteses torna-se
variavelmente coberta por fibrina, plaquetas, mondcitos, macrofagos e
ocasionalmente células gigantes multinucleadas.

Devido a falta de endotélio, plasma, eritrécitos e células inflamatérias podem
infiltrarem-se nos folhetos. Desta maneira, restos celulares ligados com

colageno e elastina das cuspides, podem servir como foco de calcificagéo.'®
2.3 BIOPROTESES E O MECANISMO DE DETERIORACAO

O mecanismo mais freqlente de faléncia das bioproteses é a
calcificacdo.®?® SCHOEN et al'"® mostraram que 20 a 30% das valvulas
porcinas preservadas em GDA entram em deterioracao por calcificacao dentro
de dez anos pés implante no homem.

A calcificacdo é um evento normal ou fisiolégico na formacao dos 0ssos
e dentes, mas depdsitos de calcio,sdo prejudiciais ao funcionamento de outros
tecidos. A calcificagcdo é um processo direcionado, ativo e requer energia. O
mineral predominante na mineralizagao dos 0ssos e outros tecidos normais é a
hidroxiapatita.

O acumulo patolégico de cristais de fosfato de célcio em tecidos
necréticos, lesados ou alterados € um fendmeno comum em doencgas
cardiovasculares. Esta calcificagdo pode ser subdividida em dois tipos:
metastatica, em hospedeiros hipercalcémicos e distréfica (normocalcémicos),
no qual os tecidos sdo necroticos. Ao contrario da mineralizagao do esqueleto
normal que é ordenada e regulada, a calcificacao distréfica é cadtica e
acidental, ocorrendo sem uma progressao temporal logica.

O termo doencgas calciferas tem sido empregado para descrever a
calcificacédo distrofica, que ocorre em uma variedade de estados patolégicos,
tais como aterosclerose, doencgas valvares, artrites, calcificagéo arterial levando

a isquemia miocardica e calcificacdo associada ao implante de protese.



A calcificacdo pode ocorrer em tecidos naturais, que se tornaram nao
viaveis por tratamento quimico. A calcificagdo deste biomateriais ocorre quando
h& o implante no sistema circulatério ou em certas situacées em que estes
materiais localizam-se dentro de tecido conectivo ou outros sitios.

O local do inicio da mineralizacdo pode ser intrinseco (dentro da
bioprotese) ou extrinseco, associado com elementos ou tecidos nao
implantados, como trombos, vegetacdes, pseudointima, neointima, restos
celulares. A calcificacao ocorre dentro de fluidos e células embebidas nos
biomateriais ou em tecidos que crescem para dentro do intersticio de materiais
porosos, esta € uma variante da mineralizagao extrinseca.

Em geral, os determinantes da mineralizagdo incluem fatores
relacionados ao metabolismo do hospedeiro, composicao e estrutura quimica
do implante.('819:20:21)

VESELY et al,'®® propuseram que o dano tecidual e calcificacdo podem
ter mecanismos independentes na deterioracdo das bioproteses porcinas. As
bioproteses porcinas tém excelente desempenho hemodindmico quase nao
requerendo anticoagulagdo, mas tém durabilidade limitada. Rotura das
cuspides é a forma mais frequente de deterioragcdo valvar. Estas roturas
cuspidais, sugerem que o0 mecanismo de faléncia da bioprotese &
endurecimento causado pela calcificagdo, que leva a alto estresse e dano
secundario as fibras colagenas e rasgo no folheto. Seus resultados nao
apoiaram a hipbétese de que calcificacdo endurece biopréteses porcinas
preservadas em GDA exceto quando a cuspide inteira € transformada em uma
massa mineral soélida. Ao contrario, o rasgo pode desenvolver-se como

resultado de danos mecanicos cumulativos que independem da calcificagao.



2.4 BIOPROTESES PORCINA E BOVINA

BANHARDT et al® realizaram trabalho experimental em carneiros
jovens, no qual avaliaram a deterioracdo das bioproteses porcinas e de
pericardio bovino. Os achados morfoldgicos foram similares nas bioproteses
porcinas e de pericardio bovino, e consistiram de depdsitos de calcificacéo,
degeneracdo do colageno, microtrombos e "pannus fibroso". Estes achados
sao quase idénticos aqueles associados com a deterioracdo das bioproteses
em humanos, que mostraram n&o haver diferencas no desenvolvimento de

calcificacao em bioproéteses porcinas e de pericardio bovino.

2.5 BIOPROTESE E A RESPOSTA INFLAMATORIA

HUMAN et al,’® descreveram o possivel papel da resposta imune na
deterioragdo da bioprétese (estudo realizado em modelo experimental em
carneiro). Seus achados mostraram que uma melhor ligacdo covalente (cross-
linking) do GDA com o tecido da bioprotese resulta em reducéo significativa da
inflamagdo. A ligacdo covalente convencional leva macrofagos e células
gigantes de corpo estranho a uma forte resposta por baixo do tecido do
"pannus" e intenso super crescimento. A mais alta densidade de ligacao
covalente inibe significativamente a reagdo mononuclear e o crescimento
excessivo do tecido na linha de sutura. A densidade da ligacéo correlaciona-se
inversamente com calcificacdo, ou seja, quanto mais alta a densidade de
ligacdo, menor é a mineralizacdo. Os tecidos fixados convencionalmente
provocam forte resposta especifica de anticorpos, que pode ser suprimida pela
ligacdo covalente. A exposicao do tecido aos anticorpos especificos facilita a
calcificacéo.



2.6 BIOPROTESES E O EXCESSO DE GLUTARALDEIDO

GOLOMB et al,® pesquisaram o papel do GDA ligado ao tecido de
pericardio bovino em induzir calcificacdo (estudo experimental em ratos).
Mostraram que o emprego do GDA duas ou trés vezes além do nivel critico nao
aumenta a calcificagao.

GIRARDOT et al,®estudaram o papel do GDA na calcificacdo de
biopréteses porcinas, comparando cuspide e parede da aorta. Neste estudo
experimental os ratos foram dividos em dois grupos. O primeiro para quantificar
calcificacdo em cuspide e parede da aorta e o segundo para analise histologica
das cuspides. Os resultados do primeiro grupo indicam que o GDA ligado a
cuspide e parede da aorta foi dependente da concentracdo. A parede da aorta
continha significativamente menos GDA do que a cuspide, e que o GDA que
penetrava na parede apresentou taxa similar na intima e adventicia. Mostrou-
se que distribuicdo homogénea através da parede da aorta apds sete dias de
fixacdo, exceto na intima, onde foi significativamente menor. Os resultados
histologicos indicaram que a calcificagdo aparece primeiro no nucleo da célula,
antes de se estender a outras estruturas. Apds oito semanas do implante, as
cuspides estavam todas calcificadas.

O impacto do GDA na calcificacao de bioproteses, também foi estudado
por GRABENWOGER et al® (estudo experimental em ratos), que concluiram
que o GDA é nocivo no processo de calcificagcdo e enfatizaram a necessidade
de métodos alternativos anticalcificantes.

ZILLA et al®”, realizaram um estudo visando verificar se ha inibicdo da
calcificagdo com altas concentracoes de GDA (estudo experimental em
carneiros). A mineralizagdo coincidiu com a presenga de elastina embora célcio
foi encontrado predominantemente no nucleo e membrana das células. A
calcificagdo dos folhetos estava ausente em todas as amostras explantadas
apds seis semanas.

Em poucos folhetos apresentou-se calcificacdo heterogénea, apds seis meses.
As diferencas de concentracdes de 0,2%-1% e 3% foram quantitativas, mas
nao houve padrées de distribuicdo considerado qualitativo. Ndo houve

diferencga na resposta inflamatéria do hospedeiro.



2.7 BIOPROTESESE E A EFICACIA DOS TRATAMENTOS
ANTICALCIFICANTES

SCHOEN et al®® analisaram a eficacia e seguranca de tratamentos
anticalcificantes em  biopréteses. Concluiram que os tratamentos
antimineralizantes devem prevenir a calcificacdo sem provocar efeitos
adversos. A investigacdo pré-clinica da eficacia e seguranca dos tratamentos
anticalcificantes compreende quatro fases essenciais: (1) implante subcutaneo
em pequenos animais, (2) estudo biomecanico da hemodindmica e
durabilidade in vitro, (3) morfologia das valvulas ndo implantadas, (4) implante

circulatério em grandes animais.
2.8 PAPEL DA FOSFATASE ALCALINA NA CALCIFICAC}AO

MARANTO et al®”), pesquisaram a atividade da fosfatase alcalina no
pericardio bovino preservado em GDA. O processo de mineralizagdo comeca
em células remanescentes do tecido fixado. Outras calcificacbes
cardiovasculares patoldgicas e a mineralizacao fisioldgica do esqueleto 6sseo e
dentdrio sdo largamente iniciadas nas células derivadas de estruturas da
membrana (chamada matriz vesicular). A fosfatase alcalina tem importante
funcao na patogénese da nucleacdo mineral. A atividade da fosfatase alcalina
foi medida pela conversao do p-nitrofenol fosfato para nitrofenol. A conclusao
foi que o pericardio bovino tratado com GDA retém muito da atividade
hidrolitica da fosfatase alcalina, uma enzima associada com esqueleto normal e
calcificacbes cardiovasculares e nao cardiovasculares patoldgicas, e sugere
gue novo exame do mecanismo desta enzima pode estimular novas pesquisas

para retardar ou prevenir a calcificagdo das biopréteses.



LEVY et al®®, estudando a atividade da fosfatase alcalina e sua inibicdo
pelo cloreto de aluminio e cloreto de ferro (mineralizagdo em biopréteses),
demonstraram: (a) que a deterioracdo devida a calcificacao clinica das
biopréteses pode ser simulada em grandes animais ou em roedores. (b) a
calcificacdo das biopréteses € relacionada a mecénica, ao implante e ao
hospedeiro. (c) o evento inicial da calcificacdo em fragmentos implantados no
subcutaneo de ratos foi o depdsito mineral em células desvitalizadas intrinseca
ao tecido da bioprétese dentro de 48 a 72 horas, seguida mais tarde pela
mineralizagdo do colageno. (d) a fosfatase alcalina associada com a matriz
vesicular envolvida na nucleagdo mineral do osso, esta presente em ambos
tecidos frescos e tecidos fixados da bioprétese no sitio inicial de mineralizagéo.
(e) certos inibidores da calcificacao dos tecidos da bioprétese (aluminio, ferro)
estao localizados nos sitios onde a fosfatase alcalina esta presente. Com base
nisto, propuseram que a fosfatase alcalina é o elemento chave na patogénese
da mineralizacdo da bioprétese. O cloreto de ferro e de aluminio reduziram a
atividade da fosfatase alcalina e inibiram a calcificagéo.

2.9 TRATAMENTOS ANTICALCIFICANTES

2.9.1 ACIDO 2-AMINOOLEICO

GOTT et al®, analisaram um novo método de tratamento
anticalcificante com AAO em valvulas porcinas. Apés 20 semanas, as proteses
foram retiradas e analisadas. No grupo controle (tratamento com GDA), as
cuspides estavam imdveis, espessadas e com calcificagdo. No grupo AAO, as
cuspides estavam livres de depdsitos de calcio e encontravam-se flexiveis, mas
apresentavam hematomas, superficie rugosa com perda estrutural.

O tratamento com AAO reduziu a mineralizacdo das biopréteses
porcinas com a proposicao de que o AAO se liga ao grupo livre do aldeido do
tecido ligado ao GDA



CHEN et al®, estudaram o mecanismo da eficacia do AAO na inibicao
da calcificacdo de biopréteses porcinas tratadas com GDA (estudo
experimental em carneiros). Neste estudo foi mostrada significante reducao da
difusédo do célcio no tecido valvar. O AAO inibiu a calcificagdo na cuspide, mas
nao na parede adrtica.

GOTT et al® testaram a técnica de refinamento do AAO como
tratamento anticalcificante em biopréteses (0 modelo testado foi subcutaneo de
ratos e circulatério em ovinos). Este estudo propds uma revisao do processo de
tratamento anticalcificante. Particulas insoliveis do AAO, presentes na solugcao
de tratamento foram identificadas como causa da abrasdo mecénica das
cuspides valvares. Estas particulas foram removidas através da filtracdo da
solucdo. Esta técnica sugere que o refinamento do AAO reduziu a calcificacao
das cuspides porcinas, mas nao da parede.

FLAMENG et al®® DUARTE et al® estudaram a calcificacdo das
biopréteses porcinas (modelo circulatorio). Os resultados com AAO foram
similares ao de CHEN et al®® e GOTT et al®"

2.9.2 METODO "NO-REACT BIOMODIFICATION"

ABOLHODA et al"® estudaram a calcificacdo de pericardio bovino
comparando o GDA e o NO-REACT BIOMODIFICATION. A solugédo €
constituida de AAO, Sdodio Dodecil Sulfato e Difosfonatos, entretanto o GDA
permanece como agente esterilizante final em todos estes métodos de
tratamento. Este trabalho utilizou o modelo in vitro e subcuténeo de ratos. O
NO-REACT BIOMODIFICATION revelou significativa reducdo da calcificacéo in
vitro. No modelo experimental havia atenuada calcificacdo, mas com
prolongada resposta inflamatéria em forma da células gigantes e infiltrado
mononuclear associado a destruicao intrinseca do colageno do tecido tratado
com GDA.

No tratado com NO-REACT BIOMODIFICATION, com leve reacgao

inflamatoria, a morfologia permaneceu integra.



2.9.3 ACIDO L-GLUTAMICO

GRIMM et al®, estudaram a biocompatibilidade do aldeido fixado ao
pericardio bovino. Fizeram uma avaliagdo in vitro e in vivo visando a melhoria
das biopréteses. O pericardio bovino foi tratado com acido L-glutdmico no pH
3,0.

A taxa de calcificacdo do pericardio bovino tratado com &cido L-
glutdmico foi significativamente menor comparada com a das bioproteses
disponiveis no mercado. Este tratamento também resultou em melhora
significativa da compatibilidade das células endoteliais, que indica sucesso na
diminuicdo da toxicidade do grupo aldeido no interior do tecido. A melhora da
compatibilidade com este tratamento pode ser devida a ligacao quimica estavel
com o grupo aldeido livre reativo.

GRIMM et al® ainda estudando a melhora da biocompatibilidade das
biopréteses tratadas com &acido L-glutamico, mostraram que a calcificagao foi
marcadamente reduzida, quando comparada com a das biopréteses
comercialmente disponiveis. Para testar a influéncia da liberagdo téxica dos
grupos aldeidos no crescimento de células endoteliais in vivo, foram utilizados
enxertos de pericardio bovino tratados com &cido L-glutédmico, interpostos em
carétidas de carneiros. Trés meses pés-implante , os achados foram que 49%
+ 20% da superficie da pericadio preservado de maneira convencional estava
coberto com trombos, mas apenas 12% + 5% do pericardio tratado com acido
L-glutamico os apresentavam.

GRABENWOGER et al®®, pesquisaram a diminuicao da reagao tecidual
das biopréteses apds o tratamento com acido L-glutdmico. O estudo
morfolégico, objetivou avaliar as ligacdes quimicas dos grupos aldeidicos
reativos com o &cido L-glutdmico e com isto verificar se existe melhora da
biocompatibilidade do material da bioprétese.Utilizaram o modelo experimental
em ratos da linhagem Sprague-Dawley. Foi um estudo comparativo entre
biopréteses comercialmente disponiveis e as tratadas com acido L-glutamico.
Apos 63 dias do implante, a calcificagcao foi significativamente menor no grupo
tratado com &cido L-glutamico.



Nas biopréteses fixadas de maneira convencional as investigagdes ultra-
estruturais mostraram nacleo em forma de placa de hidroxiapatita na superficie
das fibras colagenas e nas células remanescentes do tecido conjuntivo.
Nenhum sinal da calcificacao foi detectado no grupo tratado com acido L-
glutdmico. A reacdo inflamatoria alcangou o maximo de atividade no 42° dia
apds implante.

A taxa de infiltrado inflamatério, foi marcadamente diminuida no grupo

tratado com &cido L-glutamico.

2.9.4 OUTROS AMINOACIDOS

JORGE-HERRRERO et al®, estudaram a calcificacdo do tecido
pericardico tratado com diferentes aminoacidos. Os pericardios de bezerros
jovens foram tratados com os acidos: L-lisina, L-glutamico, L-arginina, e L-
glutamina. Os tecidos foram implantados em ratos jovens da linhagem Wistar,
com peso variando de 100 a 110 gramas. Estudaram 40 fémeas e o periodo de
observacao foi 21 e 60 dias. Apds este periodo o calcio foi quantificado pela
espectrometria por absorcao atdbmica. Apenas as amostras de 21 dias tratadas
com L-lisina e L-arginina tinham menos célcio acumulado do que o controle
com GDA. Apos 60 dias, todos os grupos mostraram altos niveis de célcio
depositado.

KOUTSOPOULOS et al®®, pesquisaram a calcificagcdo das biopréteses
porcinas e da valvula cardiaca humana, testando varios inibidores para
antimineralizacdo. Neste estudo in vitro as valvulas foram tratadas com trés
aminoacidos ( fenilalanina, acido aspartico e acido glutamico) e quatro com
dicloridro metalocene. Ambas valvulas porcina e humana foram substrato para
que o fosfato de calcio pudesse nuclear e crescer. A formacao inicial do fosfato
de calcio pode ser via absor¢édo de fosfato inorganico do polimero biolégico da
matriz dos folhetos. Estas substéncias reduziram a taxa de crescimento dos
cristais de fosfato de célcio.

Este efeito inibitério pode ser explicado pela absorcéao e subseqtiente bloqueio

dos sitios de atividade de crescimento.



2.9.5 DIFOSFONATOS

LEVY et al®, estudaram a inibicdo da calcificacdo de biopréteses
porcinas por compostos difosfonatos (estudo experimental em ratos jovens). O
etanohidroxidifosfonato, foi administrado em injecdes diarias (25mg/kg/24hr)
por 21 dias e inibiu a calcificacdo quando comparado com o controle com
GDA, mas causou um retardo do crescimento somatico alteracao do
desenvolvimento epifisario. Entretanto, administracao local do
etanohidroxidifosfonato por bomba osmotica (5mg/kg/24hr), implantado em
contato direto com a cuspide porcina por 14 dias preveniu a calcificacdo, sem
efeitos adversos. Concluiram que os difosfonatos inibiram a calcificacao, e que
os efeitos adversos na terapia sistémica pode ser evitado pela administracao
local.

2.9.6 CARBODIAMIDA

EVERAERTS et al“?, estudaram a reducdo da calcificacdo das
biopréteses baseada no método de ligacdo com carbodiamida. Esta substancia
nao age ligando-se ao grupo amino livre, mas sim bloqueando estes grupos
com butanal e o tecido entdo liga-se por meio de ativagdo da carbodiamida
com o grupo carboxilico do tecido, seguido pela reacdo com polipropilenoglicol
e 2-aminopropiléter (experimento realizado em ratos Sprague-Dawley). A
calcificacdo na parede adrtica foi reduzida para 50mg/grama de tecido,
comparada a fixagdo convencional com GDA, que mostrou 120mg/grama em
oito semanas poés-implante.

ZILLA et al®", pesquisaram se o tratamento com carbodiamidas
potencializa o efeito anticalcificante do acido 2-aminooleico em parede de
bioproteses porcinas fixadas em glutaraldeido. Estas carbodiamidas ligam-se
termino-terminalmente com o glutaraldeido e o composto formado pode ser o
inibidor da calcificacao.

Neste estudo este composto formado ligou-se ao AAO e esta ligagao foi
proposta em aumentar o efeito anticalcificante na parede de biopréteses

porcinas.



2.9.7 ETANOL

VYAVAHARE et al*?, estudaram a prevencdo da calcificacdo das
bioproteses pelo tratamento com o etanol. A eficacia seria por alteragdes de
proteinas estruturais e extragdo lipidica da membrana das células. O estudo
utilizou o0 modelo experimental em ratos Sprague-Dawley e em carneiros. Os
resultados demonstraram completa inibicdo da calcificacdo das cuspides das
bioproteses porcinas fixadas em GDA e tratadas com etanol 80% aos 60 dias
do implante (nivel de célcio1,87+0,29ug/mg em implante subcutaneo de ratos e
de 5,22+2,94ug/mg no modelo circulatério. O mecanismo da inibicao pelo
etanol pode ser uma alteracao irreversivel na amida banda | notada pelo
espectométro infravermelho por ambos colageno tipo | purificado e GDA ligado
(cross-linked) aos folhetos das valvulas aodrticas porcinas. O etanol também
resultou em uma quase completa extragcdo do colesterol e fosfolipideos dos
folhetos.

VYAVAHARE et al*®, estudaram a prevencdo da calcificacdo das
cuspides aorticas porcinas fixadas em glutaraldeido e tratadas com etanol.
Estudo mecéanico das proteinas estruturais e relagcbes da agua com
biomateriais (estudo em ratos Sprague-Dawley). Foi usada a ress6nancia
nuclear magnética com emissao de proton para avaliar os efeitos do etanol no
tecido contendo agua. As amostras das cuspides foram estudadas pela
mudanca de conformacao das proteinas devido ao etanol(avaliacédo feita pela
espectroscopia infravermelha). A estabilidade material da cuspide foi avaliada
em termos de residuo contendo GDA e degradacdo pela colagenase. O
conteudo de agua da amostra da cuspide foi diminuindo significativamente pelo
tratamento com etanol. A mudanca conformacional do colageno da cuspide
mostrou que o efeito do tratamento com etanol foi persistente mesmo apéds sete
dias de implante. O tratamento das cuspides com etanol também resultou em
aumento da resisténcia a digestao pela colagenase. O conteudo cuspidal de
GDA néo foi mudado pelo tratamento com etanol. Concluiram que o tratamento
das cuspides das bioproteses porcinas com etanol causa efeitos multiplos nos
tecidos, e nas caracteristicas macromoleculares, o que em parte pode ser

explicado pelo mecanismo anticalcificante do etanol.



LEE et al*¥), estudaram a inibicdo da calcificacdo da parede aértica das
biopréteses porcinas pelo tratamento com etanol. Abordaram os mecanismos
biomecanicos e biofisicos. Utilizaram o modelo circulatério e do subcutaneo de
ratos. O tratamento com etanol inibiu significativamente a calcificacdo da
parede das biopréteses porcinas, mas nao por completo. O maximo da inibicao
da calcificagcdo da parede das bioproteses porcinas foi alcancado usando o
tratamento com alcool 80%.

O aumento do tempo de exposicdo ao etanol ndo melhora o efeito
inibitério na calcificagdo da parede aédrtica. No modelo circulatério, o etanol
inibiu parcialmente a calcificacdo. A espectroscopia infravermelha demonstrou
mudanca significante na estrutura da proteina devida ao tratamento com
etanol. O conteudo de agua do tecido da parede adrtica foi avaliado pela
ressonancia nuclear magnética, mas nao mudou significativamente com o
tratamento com etanol. A condicdo 6tima do tratamento com etanol 80%,
extraiu quase completamente os fosfolipideos e colesterol da parede aodrtica.
Apesar disto, ocorreu calcificacdo A conclusao foi que serdo necessarias
combinacgdes sinérgicas com outros agentes para conseguir um efeito inibitério
total.

SONCINI DA ROSA et al"®, estudaram experimentalmente, a eficacia
do etanol 80% e do acido L-glutamico 0,8% na prevencao da calcificacdo das
cuspides e parede aodrtica porcina: estudo experimental em ratos Wistar.
Analisaram os niveis de calcio e o infiltrado inflamatério nos periodos de 15, 30
e 60 dias do implante. Os valores de calcio encontrados na cuspide do grupo
etanol 80% foram: com 15 dias (1,30+0,21mg/mg de tecido) , 30 dias
(1,05+0,22mg/mg de tecido) e 60 dias (0,53+0,42mg/mg de tecido). No grupo
com &cido L-glutamico 0,8% foram: 15 dias (12,17+0,66mg de célcio/mg
tecido), 30dias (15,31+2,82mg calcio/mg tecido) e 60 dias(34,24+16,28mg
célcio/mg tecido). No grupo controle (GDA) os valores foram: 15 dias
(12,44+£2,26mg calcio/g tecido, 30 dias (13,44%3,34mg calcio/mg tecido e 60
50,8518,71mg calcio/mg tecido).

Na parede aortica porcina os valores foram: grupo etanol 80% com 15
dias (4,62+0,68mg calcio/mg tecido) 30 dias (9,47+2,59mg calcio/mg tecido) e
60 dias (23,56+7,75mg calcio/mg tecido).



No grupo &acido L-glutdmico 0,8% foram: 15 dias (4,31+0,85mg caélcio/mg
tecido), 30 dias (7,69t 1,48mg calcio/mg tecido) e 60 dias (20,50+1,22mg
calcio/mg tecido). No controle com GDA foram: 15 dias (7,34+1,32 mg
célcio/mg tecido), 30 dias (9,28%0,76mg calcio/mg tecido) e 60 dias
(27,60£1,08 mg calcio/mg tecido). No estudo histologico as cuspides aodrtica
apresentaram uma progressiva calcificagdo no grupo controle (GDA). Este
processo foi parcialmente encontrado com &cido L-glutdmico e totalmente
ausente com etanol 80% .

Na parede adrtica houve progressiva calcificacdo em todos os grupo, ou
seja, nao foi inibida pelos tratamentos com etanol e acido L-glutdmico. A
reacao inflamatdria no tratamento com acido L-glutdmico foi focal no periodo de
60 dias Na parede aértica foi focal em todos os periodos. Concluiram que o
tratamento com etanol a 80% inibiu a calcificagdo nas cuspides das bioproteses
porcinas, entretanto, ndo teve a mesma eficacia na parede aortica.

PATHAK et al* pesquisaram o tratamento dos tecidos das
biopréteses com solugdes alcodlicas com longas cadeias para diminuir a
potencial calcificacdo (estudo experimental em ratos Sprague-Dawley). Estes
autores propuseram que usando uma cadeia curta e longa de alcool
combinadas, compostas de 5% 1,2-octanediol em uma solugdo tampao
alcodlica, reduzir-se-ia o conteudo fosfolipidico e subsequentemente diminuiria

a propensao destes tecidos a calcificacao

2.9.8 iONS METALICOS TRIVALENTES

WEBB et al*®), estudaram a inibicdo da calcificacdo das biopréteses de
pericardio bovino com o aluminio (estudo experimental em subcutaneo de
ratos). As biopréteses foram incubadas em 0,1 M AICI® por 24 horas, entao
implantadas no subcutaneo de ratos por 21 dias.

A calcificacdo foi marcadamente reduzida no grupo tratado com
aluminio. Nenhum efeito adverso foi detectado no crescimento do rato ou na
morfologia 6ssea. Concluiram que o cation trivalente AlI"™™* apresentou um

marcado efeito anticalcificante.



PATHAK et al*’, estudaram a prevencdo da calcificacdo das
biopréteses de pericardio bovino pela liberagcdo controlada de polimeros:
estudo do ferro (Fé™", AI'**, sulfato de protamina e levamisol). Estudo
experimental em ratos. Ambos ferro e aluminio inibiram o crescimento e a
dissolugcao dos cristais de hidroxiapatita. O levamisol inibiu a fosfatase alcalina
e o sulfato de protamina foi um modificador de cargas. Todos foram
incorporados a varios polimeros (silicone, poliuretano).

Os implantes dos polimeros incorporados de ferro e aluminio foram os
mais efetivos na inibicdo dos depédsitos do calcio. O aluminio (AI"™™)
demonstrou 82% de inibicdo comparado ao controle (GDA) e o ferro resultou
em 80% de inibicao. Coloragdes especificas mostraram que ferro (F€*** e Al*™™)
localizaram-se dentro de células desvitalizadas dos tecidos das biopréteses.
Nenhum efeito adverso no crescimento somatico ou na morfologia éssea foi
detectado. A liberacdo controlada de sulfato de protamina e levamisol nao
inibiu significativamente a calcificagdo.

WEBB et al*®), pesquisaram os efeitos da ligagdo do aluminio e cations
metalicos na calcificacdo de bioproteses de pericardio bovino em subcutédneo
de ratos. Foi avaliado o cloreto de aluminio AICI; (107", 10, 10° M) incubado,
para inibir a calcificacdo apos 21 dias de implante. Outro estudo investigou a
capacidade de outros cations metalicos (Fe™™, La™ e Ga™") usados como
tratamento para inibir a calcificacao de biopréteses de pericardio bovino fixadas
em GDA apés 21 dias de implante. Concluiram que o aluminio inibiu a
calcificagdo uma hora apos a incubagdo. Nenhuma evidéncia foi observada de

+++ +++

que o aluminio foi toxico. O ferro inibiu a calcificacdo, mas o La™" ou Ga™" néo
inibiram a calcificacdo em 21 dias de implante.

WEBB, et al*®), estudaram a inibicao da calcificagdo das biopréteses de
pericardio bovino fixadas em glutaraldeido e tratadas com cloreto de
aluminio(AICl3). O estudo fez comparacdes com FeCls, LaCl; e Ga(NOgs); e seu
mecanismo da acao(estudo experimental em ratos).

As analises das amostras das biopréteses pré-incubadas em cloreto de
aluminio(0,1mol/l, 24 horas) mostraram que mais que 75% do aluminio
permanece fortemente ligado, apds 60 dias de implante, inibindo a calcificagao.

Todos os animais estavam livres de efeitos adversos destas substancias.



Na microscopia eletrénica foi demonstrada localizagdo focal do aluminio
no sarcolema, citoplasma e membranas nucleares desvitalizadas. Os
resultados com ferro foram semelhantes na inibicdo da calcificacdo, mas o
Ga™" La"™" nado foram eficazes. Pela coloracdo com azul da Prassia foi
demonstrado ferro localizado dentro de células desvitalizadas.

Os autores concluiram que Fé™", AI"™" inibem significativamente a
calcificacdo das bioproteses de pericardio bovino fixadas em GDA, pelos
mecanismos que sao relacionados a alta afinidade desses cations com
associacoes da membrana celular e outros sitios intracelulares.

LEVY et al®®, pesquisaram a inibicdo da calcificagdo nas biopréteses,
em estudo da atividade da fosfatase alcalina e sua inibicdo pelo cloreto da
aluminio (AICl3) ou cloreto de ferro (FeCls) incubados. Nas bioproteses
incubadas com AICIl; ou FeCls ndo apenas preveniu a calcificacdo , mas
também resultou na reducdo da atividade da fosfatase alcalina. Isto sugere
fortemente que a fosfatase alcalina € um importante cofator no mecanismo de

mineralizagdo e pode ser efetiva em tratamentos anticalcificantes.

VYAVAHARE et al®® estudaram a calcificacdo da elastina e sua
prevencao pelo tratamento com cloreto de aluminio(AICl3). A elastina, uma
abundante proteina estrutural presente na parede arterial, € propensa a
calcificacdo em varios processos patoldgicos, incluindo a calcificagdo das
biopréteses porcinas e aterosclerose. O mecanismo de calcificacao da elastina
nao € completamente elucidado. O estudo demonstrou a calcificacdo da
elastina purificada em implante subcutdneo de ratos Sprague-Dawley. Os
resultados demonstraram que o tratamento com AICIl; da elastina levou a
completa inibicao da calcificacao da elastina aos 21 dias de implante. O AICl;
causou ligacao irreversivel dos ions aluminio com a elastina. Entretanto, os
ions aluminio ligados alteraram a configuragdo espacial da elastina.
Concluiram que a elastina purificada calcifica em subcutaneo de ratos, e que o

tratamento da com AICI; impede completamente a calcificacao.



VASUDEVet al®"| estudaram a inibicdo da calcificacdo das biopréteses
pelo efeito sinérgico dos ions ferro (Fe) e magnésio (Mg) no enxerto de
pericardio bovino montado em polietilenoglicol (PEG). A microscopia eletronica
mostrou aos 21 dias de implante marcada calcificagdo nas bioproteses fixadas
em GDA (grupo controle). Entretanto, o enxerto de pericardio bovino montado
em polietilenoglicol (PEG) e a liberacdo de Fe/Mg provocaram inibicao
substancial dos depdsitos de calcio. A atividade da fosfatase alcalina também
foi reduzida nos enxertos de pericardio bovino montado em polietilenoglicol
(PEG) e liberagdo de ions metalicos nas biopréteses. A fosfatase alcalina
mostrou pico de atividade nas 72 horas pds implante, mas marcadamente
reduzida aos 21 dias. Os altos niveis iniciais podem ser devidos a injaria do
tecido pela operagéo. Isto mostra que os ions Fe™ e Mg*™ podem diminuir ou
retardar lentamente o processo de calcificagao.

BAILEY et al®®, estudaram se o tratamento da elastina com cloreto de
aluminio inibe a elastdlise pelas metaloproteinases da matriz e leva a inibigao
da calcificacdo da elastina. Os implantes subcutaneos de elastina tratada com
AICl; mostraram baixa atividade da MMP-9 (metaloproteinase da matriz) e
MMP-2 ao redor do implante quando comparado com o grupo controle(GDA). O
tratamento com AICIl; também inibiu significativamente a calcificacdo da
elastina implantada aos sete dias. Entretanto, o estudo gel zimografico da
elastina mostrou que o tratamento com AICI; inibiu a elastélise pela MMP-9. Foi
demonstrada supressdao da atividade da MMP-2 nos segmentos de parede
adrtica porcina das biopréteses tratadas pelo AICl;. O tratamento com AIClI;
também inibiu significativamente a calcificacdo da elastina no modelo
circulatério. Concluiram que o aluminio ligado a elastina previne elastélise

mediada pela MMP e entdo previne a calcificacdo da elastina.

OGLE et al®®, estudaram a resisténcia a calcificagdo de biopréteses
porcinas tratadas com etanol-aluminio em carneiros jovens e em subcutaneo
de ratos. As amostras foram explantadas do subcutaneo de ratos aos 21 e 60
dias e as do modelo circulatério aos 90 dias. Os explantes demonstraram que a
exposigcao sequencial ao AlCI3 e etanol inibiu completamente a calcificagcdo das
cuspides e parede adrtica porcina quando comparado com o controle (GDA).



A diferenca ocorreu no carneiro (modelo circulatério) que exibiu niveis muito
baixos de calcio nas cuspides e parede. O grupo controle (GDA) exibiu pouca
calcificacdo nas cuspides, mas proeminente na parede aodrtica porcina.
Concluiram que a combinacdo do etanol-aluminio reduziu significativamente a
calcificacéo da parede e preveniu a calcificacdo das cuspides. Além disso, este
estudo demonstrou que a exclusdo do aluminio do tratamento das cuspides

mantendo a exposicao ao etanol elimina a calcificagéo.

CLARK et al®, estudaram a prevencido da calcificacdo das cuspides e
parede aortica porcina das bioproteses com etanol e cloreto de aluminio. As
bioproteses porcinas foram tratadas com etanol e aluminio. Os segmentos de
parede foram tratados exclusivamente com AICl; por 45 minutos, seis horas e
oito horas, seguida a incubacdo das cuspides no etanol 80%, pH 7,4.
Concluiram que separadamente aplicado o etanol e o cloreto de aluminio,

inibem significativamente a calcificagdo em cuspide e parede.



3 METODOS



Este trabalho foi realizado nos laboratérios da Disciplina de Técnica
Operatoéria e Cirurgia Experimental da Pontificia Universidade Catolica do
Parana (PUC-PR), da Cardioprétese Ltda, de Patologia Experimental da PUC-
PR e no Instituto de Tecnologia para o Desenvolvimento (LACTEC).

Foram adotadas as Normas de Apresentacdo de Trabalhos de

9 o a NO&mina Anatdmica Veterinaria®®.

Vancouver Respeitaram-se o0s
principios éticos de experimentagdo animal, conforme preconizado pelo
Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal®”.

O Comité de Etica em Pesquisa com Animais da PUC-PR aprovou este

experimento sob o registro no CEPA/PUC-PR n® 94

3.1 PROTESES VALVARES PORCINAS

3.1.1 OBTENCAO DAS VALVAS AORTICAS PORCINAS

Foram utilizadas 15 valvas adrticas porcinas obtidas no Abatedouro
Basso em Curitiba-PR, imediatamente apds o abate e liberacéo pelo Servico de
Inspegéo Federal (SIF). Ainda no abatedouro, as valvas foram dissecadas de
forma a se obter um conduto valvado, consistindo da valva aédrtica e da porcao
inicial da aorta ascendente com aproximadamente 3cm de comprimento. As
pecas foram lavadas com solucéo salina isotonica e transportadas em solugao
gelada a 4° C de Ringer Lactato até o laboratério, onde foram processadas.



3.1.2 PROCEDIMENTO QUIMICO

Em todos os grupos os condutos valvados aérticos foram previamente
fixados em GDA 0,5% em solucao tampao fosfato, com pH 7,4, por 72 horas,
em temperatura ambiente ( fixacdo padrao). Apos a fixagcéo inicial, as valvas
foram distribuidas em 3 grupos distintos, de acordo com o tratamento quimico
adicional (Tabela 1).

As valvas do grupo | ou grupo controle, receberam o tratamento
convencional empregado em biopréteses comercialmente disponiveis, isto é,
apoés a fixacao inicial com GDA 0,5%, foram estocadas em solugdo tamponada
com GDA 0,2% até o momento do implante.

Para as valvas dos grupos Il e lll apés fixacao incial com GDA 0,5%,
foram colocadas em frascos de vidro estéril e lavadas com 500ml| de solugéo
fisiolégica de NaCl 0,9%(SSI) durante 15 minutos a 37° C, sob agitacao
continua (Shaker- Quimis-Q225M) a 1700rpm, repetindo-se a lavagem trés
vezes para remover todo GDA residual.

Apo6s a lavagem as valvas do grupo I, receberam tratamento com
solucao de AICI; 0,1M, pH 3,0 em frasco estéril, durante 105 min, sob agitacao
a 1700rpm a 37°C, com troca de solucdo em 50 minutos e estocadas em SSI.

Ja as valvas do grupo Il receberam tratamento com etanol a 80% por 24
horas, seguido-se tratamento com AICl; 0,1M, pH 3,0, durante 105 min, sob
agitacao a 1700rpm a 37°C, com troca de solucdo em 50 minutos e também
estocadas em SSI.

Terminado o tratamento quimico, foram obtidos segmentos
quadrangulares da parede arterial dos condutos retirados da aorta ascendente,
logo acima da jungéo sinotubular e medindo aproximadamente 0,5cm2?, com
espessura em torno de 4 a 6 mm, (medidos com o paquimetro) os quais foram

pesados antes do implante (Balanca Metler-Toledo).



Tabela 1- Tratamento das valvas adrticas porcinas nos diferentes grupos

Grupo Fixacao do Tratamento Estocagem(Tempo
tecido(Tempo 1) adicional(Tempo 1)
1)

I GDA 0,5% - GDA 0,2%
72horas

Il Em GDA 0,5% AICI;0,1M, pH 3,0, SSI
por 72 horas 105min

0l Em GDA 0,5% Etanol 80% 24 SSI

por 72 horas horas + AlCl3
0,1M, pH 3,0,
105min

3.2 MODELO EXPERIMENTAL

Foram utilizados 15 ratos (Ratus norvergicus) com 21 dias de idade da
linhagem Sprague-Dawley. O peso variou entre 50 e 70 gramas. Os animais
foram obtidos no Centro de Bioterismo da Universidade de Campinas (CEMIB-
UNICAMP)

Foram divididos em trés grupos de cinco animais cada ( I, Il, Ill), de
acordo com o tipo de tratamento quimico dos fragmentos de parede adrtica
porcina, demonstrado na tabela I.

Em cada animal foram implantados trés segmentos de conduto aértico,
sendo um na regiao lombar (L), outro na regiao téraco-lombar (TL) e o ultimo
na regiao escapular (E). Os fragmentos foram subsequentemente explantados
com 15, 30 e 60dias, respectivamente!'?.

Todos os procedimentos foram feitos com anestesia, sendo que por

ocasiao do ultimo explante, os animais foram sacrificados..



Tabela 2- Distribuicao dos ratos em grupos

Grupos Tratamentos Tempo de
Observacao

I GDA n=5 15dias-L
30dias-TL
60dias-E

Il GDA +ALUMINIO n=5 15dias-L
30 dias-TL
60 dias-E

0l GDA+ALUMINIO+ETANOL 15dias-L

n=5 30dias-TL

60 dias-E

GDA- Glutaraldeido L-Lombar TL-Toéraco-Lombar E-Escapular

3.3 PREPARO PRE-OPERATORIO

Os ratos foram mantidos no biotério da PUC-PR em caixas, agrupados

em cinco animais, onde receberam racédo balanceada para espécie (Nuvitab

CR1®), agua potavel, condicbes de temperatura de 20+2° C e luminosidade

com ciclos claro/escuro de 12 horas.

3.4 ANESTESIA

Foram utilizados a associacado de cetamina (Konig) na dose de 50mg/Kg

e xilasina (Bayer) na dose de 10mg/kg, administradas por via intramuscular

para indu¢ao e manutencao da anestesia



3.5 TECNICA OPERATORIA

Uma vez anestesiados, os animais foram posicionados em decubito
ventral sobre pranchas cirurgicas, com os quatro membros em abducao,
fixados as pranchas por meio de esparadrapo.

Tricotomia da regido dorsal alta, com tricotomo elétrico. Limpeza
mecanica e antissepsia da regidao operatdria com polivinilpirrolidona-iodo 1%,
seguida da colocacao de campo cirurgico estéril fenestrado sobre a area a ser
operada.

Foram feitas trés incisdes verticais paramedianas: a primeira ao nivel da
escapula, a segunda toraco-lombar e a terceira lombar. As incisbes
compreenderam toda espessura da pele, com aproximadamente 1,5 cm de
comprimento. Cuidadosa e restrita dissec¢do do tecido subcutaneo proveu
lugar para os implantes. Foram colocados os fragmentos de parede aértica no
lado direito, ambos de forma quadrada, com 0,5 cm? de area. Cada animal
recebeu trés implantes, obedecendo a seguinte ordem: os implantes que
seriam mantidos por quinze dias ficaram na regido lombar, os que foram
mantidos trinta dias na regiao téraco-lombar e os mantidos sessenta dias na
regido escapular.

A sutura da pele foi realizada com dois pontos simples de fio de
mononylon 3.0®.

Figura 1- Animal anestesiado pronto para receber os implante



3.6 OBSERVACAO POS-OPERATORIA

Ap6s as operagdes, os ratos foram marcados com canetas
dermograficas e colocados em caixas. Em cada caixa ficaram cinco animais,
todos do mesmo grupo. Os ratos foram mantidos com alimentacao "ad libidum"
e cuidados usuais do biotério. Para analgesia foi utilizado dipirona via oral, na
dose de 1mg/kg, por 48 horas.

Para explante dos fragmentos de conduto adrtico porcino foi repetido o
procedimento de implante. Apds a incisdo da pele, foram retirados os
espécimes. Este procedimento foi repetido por trés vezes em cada animal (15,
30 e 60dias), sendo que no ultimo procedimento os animais foram sacrificados
por inducdo de morte com dioxido de carbono em dessecador de vidro
conectado ao cilindro de COs.

Os fragmentos de conduto adrtico foram explantados, e divididos em
duas partes. Da primeira foram confeccionadas l|aminas para estudo
histopatolégico, sendo que a segunda, foi pesada e utilizada para quantificacao
de calcio por espectroscopia de absorcao atdémica no LACTEC da UFPR.

3.7 ANALISE MICROSCOPICA

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

A preparagado do material histolégico seguiu os métodos de histotécnica
adotados pelo Laboratério de Patologia da PUC-PR. Apds a fixagdo em
solucao de formalina tamponada a 10%, o material da amostra foi desidratado
pelo alcool etilico, em concentracdes progressivas de 70% a 100%, clareado
por impregnagao com xilol e imerso em parafina a 60%, para constituicao de
blocos. Realizaram-se cortes de 2 a 4um de espessura, corados com

hematoxilina-eosina (HE) e alizarina.



Nas laminas coradas por hematoxilina-eosina foram observadas as
estruturas do tecido (matriz extracelular) e o infiltrado inflamatério, além de
possiveis alteragdes histoldgicas que pudessem representar calcificacao.

Para esse estudo, criamos, arbitrariamente, uma classificacdo para a

quantificagao do infiltrado inflamatério, que foi assim dividido: 0 — ausente , 1 —

leve ou moderada , 2— intenso

Tabela 3- Classificacao do infiltrado inflamatério

Tipo Intensidade

0 Ausente

1 Leve a moderado
2 Intenso

Para a analise estatistica da intensidade do infiltrado inflamatério entre
0S grupos, os infiltrados do tipo 0 e 1 foram unificados e comparados com os
infiltrados do tipo 2.

Além da coloragao HE, as amostras foram coradas com alizarina pH 4,2
( especifico para corar cristais de fosfato e carbonato de calcio) e com alizarina
pH 7,0 ( especifico para corar cristais de oxalato de calcio) para analise
detalhada dos padrdes de calcificacdo. A calcificacdo observada nas laminas
coradas com alizarina foi quantificada pela analise morfométrica. As afericdes
foram feitas pela andlise de trés areas de cada lamina: canto superior esquerdo
(CSE), centro (C), canto inferior direito (CID). Utilizando a fungcdo de contagem
e comparacgao de classes foram realizadas as analises dos tecidos, resultando
em uma porcentagem de tecido calcificado por campo estudado. Marcaram-se
em verde todas as estruturas caracteristicas e coradas para calcificagéo.
Marcaram-se em amarelo os tecidos ndo calcificados. Para estabelecer uma
porcentagem de calcificagao no tecido foi calculada a média aritmética dos trés

campos da mesma lamina ( Figura 2).



Figura 2- Computador DELL® com programa de morfometria (imagem Pro-plus) para

quantificar calcificagdo. Aumento de 100X.

3.8 MENSURACAO DO CALCIO

As amostras de parede adrtica foram submetidas a solubilizagdo com
acido cloridrico em solugcao aquosa 50% e enviadas ao Laboratério do Instituto
para o Desenvolvimento (LACTEC) da Universidade Federal do Parana, aonde
a determinacdo quantitativa do calcio foi realizada por espectroscopia de

absorcao atdbmica, com espectrdmetro Perkin Elmer®, 4100.

3.9 ANALISE ESTATISTICA

As variaveis analisadas foram a quantificacdo de caélcio por
espectroscopia de absorcdo atdbmica assim como os dados de morfometria.
Para a analise do infiltrado inflamatério, os tipos 0 e 1 foram unificados em um

grupo, sendo o outro grupo constituido dos infiltrados do tipo 2.



Para a andlise das variaveis de calcificacdo, os grupos foram
comparados usando-se o teste ndo —paramétrico de Kruskal-Wallis. A
avaliacao do efeito do tempo foi realizada comparando-se os momentos de
avaliacao .

Para tanto, foi usado o teste ndo-parametrico de Friedman e o teste nao-
paramétrico de Wilcoxon para as comparagdes multiplas. Para a andlise das
variaveis relacionadas ao infitrado inflamatério, na comparagéo dos grupos foi
usado o teste exato de Fisher e na comparacdo dos momentos foi usado o
teste binomial. O nivel de significancia adotado foi de 0,05. Nas comparacoes
multiplas foi usada a corre¢cdo de bonferroni( p<0,0167 indicam significancia
estatistica), mantendo-se assim, o nivel global de 0,05.



4 RESULTADOS



Houve um O6bito no pés-operatério imediato de um animal do grupo
controle, causado por hip6éxia. Todos os outros animais tiveram boa evolugéo e

0s explantes realizados nas datas preconizadas

4.1 ANALISE DO INFILTRADO INFLAMATORIO E FIBRAS
DA MATRIZ EXTRACELULAR NOS CONDUTOS (CORTES
HISTOLOGICOS COM HE)

4.1.1 Grupo |

15 dias

Houve infiltrado inflamatério crénico, evidenciado pela presenca de
células mononucleares. As fibras da matriz extracelular permaneceram integras
e com preservacao de sua organizacao original, mantendo o sua orientacéo
original e a proximidade uma da outras, sem evidencia de rompimento ou

afastamento (Figura 3).

30dias

O infiltrado inflamatério esteve mais intenso e houve avango deste para
o centro dos implantes. Observou-se a presenca de neovasos, caracterizando
reacao inflamatdria cronica. As fibras da matriz extracelular mantiveram sua
organizagao original, porém nas areas com maior contato com o infiltrado
inflamatorio, pode-se evidenciar o rompimento de algumas das fibras.(Figura
4).



60 dias

Observou-se intenso infiltrado de células mononucleares. O infiltrado
inflamatorio penetrava cada vez mais para o centro dos implantes, danificando
bastante o tecido.

Também observou-se a formacao de neovasos, evidenciando reacao
inflamatoria crénica. Nessa fase ja se podia observar rompimento das fibras da
matriz extracelular em areas em contato com o infiltrado inflamatério. Péde-se,

também, evidenciar areas mais pigmentadas, sugerindo calcificagao.(Figura 5)



Figura 3- Fotomicr m 15 dia se
indica a regido de infiltrado inflamatorio evidenciada pela presenga de células mononucleares.
A seta B indica o inicio do conduto aértico implantado. HE 100X
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Figura 4- Fotomicrografia de conduto aértico do grupo I, com 30 dias de evolugdo. A seta A
indica a regido de infiltrado inflamatério evidenciada pela presenga de células mononucleares.
O infiltrado inflamatério estd mais evidente e avanga mais para o centro do implante. A seta B
indica o inicio do conduto aértico implantado. A seta C indica a formagéo de neovasos ao redor
do implante que evidéncia um processo inflamatério crénico.

A seta D, mostra regido de rompimento das fibras da matriz extracelular por cristais de sais de

calcio. HE 100X

A ™ Pbon i = T L e



' 2N RN AL D (TR

Figura 5-Fotomicrografia de conduto aortico do grupo I, com 60 dias de evolucdo. A seta A
indica a regido de infiltrado inflamatério evidenciada pela presenga de células mononucleares.
Nota-se que as células mudaram um pouco a morfologia devido ao tempo de reagdo. O
infiltrado inflamatorio avangou bastante para dentro do implante danificando uma grande area
do tecido. A seta B indica o inicio do conduto aértico implantado. A seta C indica a formagéo de
neovasos ao redor do implante que evidéncia um processo inflamatério cronico.

As fibras da matriz na area com contato com o infiltrado inflamatério apresenta uma regiao de
rompimento, que se estendem ao redor do tecido, seta D. A seta E indica estruturas que
sugerem uma calcificacdo no tecido, a calcificacdo que foi posteriormente confirmada na
coloracao com Alizarina. HE100X.



4.1.2 Grupo I

15 dias

No grupo Il também observou-se a presenca de células mononucleares,
caracterizando reacao inflamatéria crénica. A organizagéo das fibras da matriz
extracelular estava preservada. Mesmo as fibras da matriz em contato com o

infiltrado inflamatério permaneceram intactas.(Figura 6)

30dias

Mesmo com presenca de reacao inflamatéria e formacdo de capsula
fibrética, ndo houve avanco destas células para o interior dos implantes.
Permaneceu a integridade organizacional das fibras da matriz extracelular,

mesmo em contato com o infiltrado inflamatorio.(Figura 7)

60 dias
As células mononucleares caracteristicas de reacao inflamatéria crénica
continuavam presentes, entretanto, ao contrario do que aconteceu no grupo |,

nao se evidenciou danos as fibras da matriz extracelular. (Figura 8)
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Flgura 6. otomlcrografla de conduto aortlco do grupo Il, com 15 dlas de evolugao A seta A
indica a regido de infiltrado inflamatério mononuclear. A seta B indica o inicio do conduto

aodrtico implantado. A seta C indica a organizagdo das fibras da matriz integras. HE 100x.
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Flgura 7 Fotomlcrografla de conduto aortlco do grupo II com 30 dias de evolugao A seta A
indica a regiao de infiltrado inflamatério. Ao contrario daquilo observado nos condutos do grupo
I, ndo houve um avango de células do infiltrado para dentro do tecido. A seta B indica o inicio
do conduto aértico implantado. A seta C indica a organizagao das fibras da matriz integras.

Nas fibras da matriz, na area com contato com o infiltrado inflamatério ndo se evidencia
presenca de dano. HE 100X.
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Figura 8. Fotomicrografia de conduto aértico

indica a regido de infiltrado inflamatorio evidenciada pela presenga de células mononucleares.
Nota-se que as células mudaram e estdo agrupadas formando um tecido que envolve o
implante sem danifica-lo. A seta B indica o inicio do conduto aértico implantado. HE 100X.



4.1.3 Grupo llI

15dias
Ao contrario dos dois grupos anteriores, nao foram observadas células
inflamatorias. As fibras da matriz permaneceram organizadas e sem danos

estruturais.(Figura 9).

30dias
Nao houve evidéncia de infiltrado inflamatério. As fibras da matriz
continuavam mantendo o padrao original de organizagdo. Nao foram observado

sinais de calcificagdo.(Figura 10).

60dias

Mesmo apo6s 60 dias, ndo houve presenca de reagédo inflamatéria. As
fibras preservaram a sua organizacao original, mas em alguns implantes, foi
possivel observar pequenas areas com rompimento, onde foram visibilizados
pequenos agregados em forma de cristais e que eventualmente pudessem
representar o inicio do processo de calcificacao.(Figura 11).



Figua 9- Ftomlcrografia de conduto adrtico do grupo I, co

presenga evidente de infiltrado inflamatério. Nota-se que as fibras da matriz extracelular
encontram-se organizadas e sem aparéncia de dano (seta A). HE 100X.
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Figura 10- Fotomicrografia de conduto adrtico do grupo Ill, com 30 dias de evolugdo. Nao ha
presenca evidente de infiltrado inflamatério. Nota-se que as fibras da matriz extracelular
continuam mantendo o padrao original de organizagcdo e sem aparéncia de dano (seta A).
Também nao é possivel visualizar focos de calcificacdo ou deposicdo de cristais de sais de
célcio. HE 100X
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conduto adrtico do gro 111, com 60 dias de eolugéo.
Nao ha presenca evidente de infiltrado inflamatério. Nota-se que as fibras da matriz extracelular
continuam mantendo o padrdo original de organizagéo (seta A), HE 100X




4.2 ANALISE QUANTITATIVA DO INFILTRADO INFLAMATORIO
NOS CONDUTOS

Os resultados da quantificacdo da reagdo inflamatéria nas paredes
adrticas dos trés grupos estudados, encontram-se relacionados na tabela 4 na
figura 12.

Ficou evidente que as paredes adrticas do grupo lll, provocaram uma
resposta inflamatéria menos intensa quando comparado com os grupos | e Il.

Quando analisados do ponto de vista estatistico, ndo houve diferenca
entre os grupos | e I, porém o grupo Il teve infiltrado inflamatério intenso

significativamente menor que os outros dois (anexo 1).

Tabela 4- Quantificacao do infiltrado inflamatorio nos trés grupos estudados ao longo do tempo

Grupos/tempo Infiltrado Infiltrado
inflamatério 0 ou 1(%) inflamatério 2(%)

| 15 dias 50% 50%

| 30 dias 0% 100%

| 60 dias 0% 100%

[l 15 dias 0% 100%

[l 30 dias 0% 100%

Il 60 dias 0% 100%

[l 15 dias 80% 20%

[11 30 dias 100% 0%

Il 60 dias 100% 0%
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Figura 12-Gréfico da presenca da reacéo inflamatdria intensa nos trés grupos
estudados ao longo do tempo.



4.3 ANALISE DA CALCIFICACAO DOS CONDUTOS PELA
COLORACAO ALIZARINA NO pH4,2

4.3.1 Grupo |

15 dias

Com 15 dias, ja podia ser observada grande quantidade de cristais de
fosfato de calcio nas areas com rompimento das fibras da matriz extracelular
(Figura 13).

30 dias
Presenca de grande quantidade de focos de calcificacao iniciando na
periferia e se estendendo por todo tecido.(Figura 14).

60 dias
O tecido encontra-se totalmente calcificado e com rompimento das fibras
da matriz extracelular (Figura 15).

A calcificagdo progressiva observada no grupo |, encontra-se ilustrada
nas figuras 13,14,15.



Figura 13. Fotomicrografia de conduto adrtico do grupo I com 15 dias de evolucdo. A seta A
indica um foco de calcificacao, corado em vermelho, que ocorre sobre o rompimento das fibras
da matriz extracelular. Nota-se acentuado numero de focos de calcificagdo.Alizarina 100X

Figurai4. Fotomicrografia"de’éondu‘tbyac’;-rt‘ico'do’ grﬁbo I, com 36 dias de evolucdo. A seta A
indica uma regiao de calcificagdo extensa na borda inferior do corte histol6gico. Nota-se um
grande numero de focos de calcificacdo que distribuem-se sobre toda superficie do tecido.

Alizarina 100X.

i

Figura 15. Fotomicrografia de conto ariodo upo l,com 60 dias de evolugdo. A matriz

extracelular encontra-se bastante danificada, e o tecido estd completamente calcificado.
Alizarina 100X.



4.3.2 Grupo I

15 dias

Observam-se focos de calcificagdo pequenos e dispersos corados em
vermelho. Estes focos sdo associados ao rompimento das fibras da matriz
extracelular.(Figura 16).

30dias
Neste periodo observou-se que os focos de calcificagdo eram maiores
que no periodo anterior, porém continuavam pontuais. Estes focos ocorrem sobre

o rompimento das fibras da matriz extracelular.(Figura 17).

60dias
Mesmo aos 60 dias, os focos de calcificacdo continuavam discretos, e se
assestavam em regidbes de rompimentos das fibras de matriz

extracelular.(Figura 18).

A evolucado da calcificacdao dos condutos do grupo Il estdo ilustradas nas
figuras 16,17,18.
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Figura 16. Fotomicrografia de conduto aértico do grupo Il, com 15 dias de evolucdo. A seta A
indica pequenos focos de calcificacdo, corados em vermelho, que ocorre sobre o rompimento
das fibras da matriz extracelular. Nota-se que os focos de calcificacdo estdo dispersos e sao
pequenos se comparados com os focos de calcificacdo do grupo I. Alizarina 100X.

Figura 17. Fotomicrografia de conduto aértico do grupo Il, com 30 dias de evolucdo. A seta A
indica focos de calcificacdo pontuais sobre areas calcificadas, corados em vermelho, que
ocorre sobre o rompimento das fibras da matriz extracelular. Nota-se que os focos de
calcificagao estdo concentrados na borda do tecido e sdo maiores que os focos de 15 dias.

Alizarina 100X

Figura 18. Fotomicrografia de conduto aortico do grupo Il, com 60 dias de evolugéo. A seta A
indica um foco de calcificagao, corados em vermelho, que ocorre sobre o rompimento das
fibras da matriz extracelular. A seta B indica foco de calcificagdo menores mais ao centro do
implante. Alizarina 100X



4.3.3 Grupo llI

15dias
Aos 15 dias de evolucéo, a matriz extracelular esteve bem preservada
em todas as laminas analisadas, sem evidéncias de calcificagédo.(Figura 19).

30dias
Aos 30 dias, também nao se observou calcificagéo, entretanto em alguns
locais podia-se ver discretos focos de rompimento de matriz

extracelular.(Figura 20).

60dias

Mesmo com 60 dias, ndo houve calcificacdo evidente nos condutos do
grupo lll. Ocasionalmente pode-se observar alguma calcificacdo pontual sobre
0 nucleo das células. A matriz extracelular apresentava-se praticamente

intacta.(Figura 21).

A evolucao de calcificacdo no grupo lll, encontra-se ilustrada nas figura
19,20,21



Figura 19. Fotomicrografia de conduto aortico do grupo Ill, com 15 dias de evolucao. As setas
indicam o nucleo das células corados em vermelho. Alizarina 100X.

Figura 20. Fotomicrografia de conduto aértico do grupo lll, com 30 dias de evolugéo. A seta
indica foco de rompimento de fibras da matriz extracelular, corados em vermelho. Alizarina
100X.

Figura 21. Fotomicrografia de conduto aortico do grupo Ill, com 60 dias de evolugéo. A seta A
indica foco de calcificagcdo pontual sobre o nicleo das células. Alizarina 100X.



4.3.4 Analise morfométrica da calcificacao dos condutos
(coloracao Alizarina pH 4,2)

A morfometria da calcificagdo dos condutos aodrticos nos trés grupos,
encontra-se ilustrada na figura 22.

O grupo | apresentou as maiores médias de calcificacdo. No grupo
tratado com aluminio (grupo Il), quando comparado ao grupo |, os niveis de
célcio ndo foram estatisticamente significantes (p=0,0864). O grupo tratado
com etanol + aluminio(lll), foi o que apresentou os menores indices de célcio,
sendo estatisticamente significante quando comparado com o0s grupos |
(p=0,0143) e Il (p=0,0090).Ver anexo.
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Figura 22-Gréfico da presenca de calcificagdo nos trés grupos estudados ao longo do tempo



4.4 ANALISE DA CALCIFICACAO DOS CONDUTOS PELA
COLORAGAO ALIZARINA NO pH7,0

4.4.1 Grupo |

15 dias

Observaram-se muitas areas de calcificacdo finas e dispersas. Houve
manutencdo da organizacdo das fibras da matriz extracelular, apenas com
rompimento nas areas de calcificacdo. Nota-se que diferente do fosfato, os outros

sais de célcio formam cristais pequenos.(Figura 23).

30dias

Foram observadas a presenca de muitas areas de calcificacdo, maiores
que no periodo anterior e com rompimento das fibras da matriz extracelular.(Figura
24).

60dias
Os condutos estavam bastante calcificados, o que foi evidenciado pela
deposicao de cristais de oxalato de calcio nas regides com acentuado rompimento

das fibras de matriz.(Figura 25).

A evolucéo da calcificagdo dos condutos do grupo | quando corados com
Alizarina pH 7,0 encontra-se ilustrada nas figura 23,24,25.



Figura 23. Fotomicrografia de conduto adrtico do grupo I, com 1
indica um focos de calcificagdo, corados em vermelho,. Nota-se que diferente do fosfato os
outros sais de calcio formam cristais pequenos que distribuem-se por uma vasta area do tecido

formando uma calcificagao fina e dispersa.Alizarina 100X.

Figura-24. Fotomicrografia de conduto aértico do grupo |, com 30 dias de evolugédo. A seta A
indica focos de calcificagdo, corados em vermelho. Nota-se uma vasta area do tecido
calcificada, na borda do implante, evidenciada pela deposicéo de cristais de oxalato de calcio
em regides de rompimento das fibras de matriz. Se comparado ao implante retirado apés 15
dias percebe-se que a calcificacdo é mais evidente e ha um dano maior no tecido do conduto.

Alizarina 100X.
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Figura 25. Fotomicrografia de conduto adrtico do grupo |, com 60 dias de evolugao.
A seta A indica uma vasta area do tecido calcificada, na borda do implante, evidenciada pela
deposicao de cristais de oxalato de célcio em uma regido com acentuado rompimento das
fibras de matriz. Nota-se uma desorganizacdo das fibras da matriz extracelular, que causam
rompimento das fibras e pequenos focos de calcificagdo espalhados pela superficie do tecido
do conduto, como indica a seta B. Se comparado aos implantes anteriores percebe-se uma

calcificacao disseminada e danos acentuados no tecido.Alizarina 100X.



4.4.2 Grupo |l

15dias
Observou-se o inicio do processo de calcificacdo em areas coradas em
vermelho. A matriz extracelular se mantinha bem preservada em todas as

laminas (Figura 26).

30dias

Aos 30 dias foram observados poucos focos de calcificacado. As fibras da
matriz extracelular estavam integras e mantiveram a sua estrutura
original.(Figura 27).

60dias

Ja aos 60 dias, observaram-se focos de calcificagdo, formados por
deposicao de cristais muito pequenos de oxalato de calcio. A organizacao das
fibras da matriz extracelular estava mantida.(figura 28).

A evolucéo da calcificagdo encontra-se ilustrada nas figuras 26,27,28.
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indica uma regiao de calcificacao pela coloragdo em vermelho com deposicao de cristais muito
pequenos de oxalato de célcio. Alizarina 100X.

Figura 27. Fotomicrografia de conduto adrtico do grupo I, com 30 dias de evolugdo. A seta A

indica foco de calcificagdo sobre o conduto. As fibras da matriz extracelular estéo integras e
mantendo a estrutura original. Alizarina 100X

Figura 28. Fotomicrografia de conduto aortico do grupo Il, com 60 dias de evolugéo.

Nota-se que a coloragdo do corte histolégico apresenta-se avermelhada indicando focos de
calcificagdo formada por deposicdo de cristais muito pequenos de oxalato de calcio. A
organizacao das fibras da matriz extracelular estd mantida. Alizarina 100X.



4.4.3 Grupo llI

15 dias
Manteve-se a organizacdo das fibras da matriz extracelular, com

preservacao de sua estrutura original e sem sinais de calcificagéo.(Figura 29).

30dias

As fibras da matriz extracelular permaneceram organizadas e com
preservacdo da sua estrutura original e também sem sinais de
calcificagcéo.(Figura 30).

60dias

As fibras da matriz extracelular permaneceram organizadas. Ficou
mantida a estrutura original e ndo observou-se nenhuma calcificacdo.(Figura
31).

A evolucao deste grupo encontra-se ilustrada nas figuras 29,30,31.



Figura 29. Fotomicrografia de conduto adrtico do grupo lll, com 15 dias de evolugédo. Nota-se a
organizagao das fibras da matriz extracelular mantendo a sua estrutura original e auséncia total
de calcificacdo. Alizarina 100X.

aértico do gpo III,coO dias de evolucao. Nota-se
que a organizacao das fibras da matriz extracelular estdo mantidas na estrutura original e
observa-se auséncia total de calcificagdo.Alizarina 100X.

Figura 30. Fotomicrografia de cuio

Figura 31. Fotomicrografia de conduto aértico do grupo IIIcom 60 dias de evolugao.
Nota-se que a organizacdo das fibras da matriz extracelular estdo mantidas sua na estrutura
original e observa-se auséncia total de calcificagdo. Alizarina 100X



4.4.4 Analise morfométrica da calcificacao dos condutos
( coloracao Alizarina pH 7,0)

A morfometria da calcificagdo dos condutos aodrticos nos trés grupos,
encontra-se ilustrada na figura 32.

O grupo | apresentou as maiores médias de calcificacdo. No grupo
tratado com aluminio (grupo Il), ja se observa diminuicdo significativa dos
niveis de calcio quando comparado com o grupo |, sendo estatisticamente
significante ( p=0,0143). O grupo tratado com etanol + aluminio (lIl), foi o que
apresentou os menores indices de célcio,sendo estatisticamente significante
quando comparado com o grupo | (p=0,0143) e quando comparado com o
grupo Il (p=0,0090). Ver anexo 1
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Figura 32-Gréfico da presenca de calcificagao nos trés grupos estudados ao longo do tempo



4.5 ANALISE DA CALCIFICACAO DOS CONDUTOS PELA
ESPECTROSCOPIA DE ABSORCAO ATOMICA

4.5.1 Grupo |

Neste grupo observamos que os niveis de calcificagdo aumentaram
progressivamente. A quantidade de calcio medida foi de 1,56+0,64mg de caélcio
por grama de tecido aos 15 dias, seguido de 2,93+0,58mg/g aos 30 dias e
3,80+0,79mg/g aos 60 dias.

4.5.2 Grupo I
Neste grupo os niveis de calcio medidos foram 1,79+0,20mg/g aos 15
dias, seguido de 1,07+£0,25mg/g aos 30 dias e 1,68+0,40mg/g aos 60 dias.

4.5.3 Grupo llI
Neste grupo os valores quantificados foram 1,56+0,37mg/g, seguido de
1,01+0,06mg/g aos 30 dias e 1,44+0,52mg/g aos 60 dias.

Os niveis de calcio observados pela espectroscopia por absorcao
atbmica mostraram que houve significancia estatistica dos grupos |l
(p=0,0143) e Il (p=0,0143) em relagcao ao |, mas nao do grupo Il em relacdo ao

Il ( p=0,3472). Estes dados encontram-se ilustrado na figura 33.
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Figura 33-Gréfico da presenca de calcificagao nos trés grupos estudados ao longo do tempo



5 DISCUSSAO



E bem determinado, que novos tratamentos para a prevencdo da
calcificacdo de tecidos biolégicos empregados na confeccdo de proteses
valvares cardiacas devem ser adequadamente testados em animais de

28,29,30,31,32,33,,35,43) Com

experimentacdo antes de serem utilizados clinicamente!
essa finalidade, existem diversos modelos experimentais disponiveis, incluindo
o implante de fragmentos teciduais em subcutaneo de ratos,de coelhos, caes
ou ovinos, de remendos ou enxertos vasculares no sistema arterial ou venoso
de coelhos, caes ou ovinos, assim como valvas ou condutos valvados que
podem ser implantadas em posi¢ao ortotdpica e/ou heterotdpica, tanto do lado
direito como do lado esquerdo da circulagdo de ovinos ou primatas>3°*%8),

Do ponto de vista pratico, recomenda-se que a avaliacao inicial seja feita
em modelos mais simples e baratos, passando para os experimentos mais
complexos em fases subseqiientes®. Nosso estudo representa a avaliacdo
inicial de eficacia de etanol combinado com o cloreto de aluminio na prevencao
da calcificacao de parede adrtica porcina, e por esse motivo foi realizado com o
implante de fragmentos de tecidos na tela subcutanea de ratos.

Da mesma forma que outros autores, optamos pela utilizacao de ratos
da raga Sprague-Dawley, visto que apresentam maior resposta inflamatéria e
calcificacdo mais intensa e acelerada quando comparados com ratos da
linhagem Wistar®®. Além disso, foram empregados animais jovens de apenas
trés semanas de idade, pois seu metabolismo de calcio é bem mais ativo do
que em ratos velhos. Cumpre ressaltar que, em nosso meio, existem
dificuldades para a obtencédo de ratos dessa espécie, pelo limitado nimero de
biotérios criadores e pelo seu custo elevado.

O mecanismo de acdao do etanol como agente anticalcificante &

multifatorial e ainda ndo completamente compreendido.



VYAVAHARE et al“?>*® demonstraram que o tratamento com etanol 80%
por 24 horas em cuspides valvares porcinas previamente fixadas pelo
glutaraldeido, causaram mudancgas na conformacéao das fibras colagenas que
as tornaram mais resistentes a digestao pela colagenase assim como também
alteraram a interacdo das cuspides valvares com proteinas e lipideos
plasmaticos, diminuindo de forma significativa a absorg&o de colesterol.

Quando implantadas na tela subcutanea de ratos por 60 dias, as
cuspides valvares tratadas com GDA apresentaram niveis de célcio muito
elevados (23616,ug/mg de tecido), enquanto que as tratadas com GDA e
etanol ndo calcificaram, com niveis de célcio semelhantes aos observados
antes do implante(1,87+£0,29ug/mg de tecido). Esses achados foram
subsequentemente confirmados no modelo circulatério de ovinos, onde ndo se
evidenciou calcificagao das cuspides de proteses mitrais com até 150 dias de
evolugao™?.

Nosso grupo de pesquisa na PUC-PR vem estudando diversos
tratamentos quimicos alternativos na prevencdo da calcificacdo de tecidos
bioldgicos, incluindo o uso do etanol. Estudos realizados por SONCINI DA
ROSA et al'® comprovaram que o etanol foi eficiente na prevencdo da
calcificacdo de cuspides valvares implantadas no tecido subcutaneo de ratos
por até 60 dias de evolucdo, assim como nas cuspides de heteroenxertos
pulmonares implantados na via de saida do ventriculo direito de ovinos com
periodos de observacio de até 210 dias'?.

Além do etanol outras substancias também se mostraram uteis como
agentes anticalcificantes em cuspides valvares porcinas, entretanto, ndo foram
eficientes para inibir a calcificacdo na parede aodrtica. Isso se deve a grande
quantidade de elastina presente na parede aobrtica, cujo mecanismo de
calcificacdo é diferente daquele observado nas cuspides valvares, onde o
tecido € predominantemente constituido de fibras colagenas.

Mais recentemente, CLARK et al® demonstraram que o tratamento
quimico de paredes aorticas com AlCls, foi eficiente para prevencao de sua
calcificacdo. Os efeitos do aluminio se devem a sua ligacdo com a elastina, o
gue causa uma alteracdo estrutural permanente que resulta em resisténcia a

calcificagao.



Outros efeitos do aluminio incluem a inibicao da atividade da fosfatase alcalina,
da elastélise mediada pelas metaloproteinases além da regulagdo da proteina
Tenascina C, presente na matriz extracelular das paredes aorticas.

Segundo BAILEY et al®®, as metaloproteinases da matriz sdo liberadas
pela acdo das células do infiltrado inflamatério, propiciando a digestdao das
fibras por elastolise. Isso por sua vez ocasiona a exposicao de sitios de ligacao
carregados negativamente, onde ocorrera a deposicao de calcio idnico.

Nosso estudo representa uma continuacdo do trabalho iniciado por
SONCINI et al™® e visa obter uma combinacdo de tratamentos quimicos que
possam inibir a calcificacdo da parede adrtica porcina previamente fixada em
GDA. Assim sendo, nosso objetivo primordial foi de testar a eficiéncia do AlCls,
sozinho ou em combinagao com o etanol, na parede arterial.

Confirmando os achados de CLARK et al®¥ e OGLE et al®, nossos
resultados demonstraram que o uso isolado do AICIs, quando comparado com
o grupo controle, foi eficiente em diminuir a calcificacdo da parede adrtica
porcina. Isso pode ser evidenciado tanto pela medicdo dos niveis de célcio por
espectroscopia como pelas coloracées de Alizarina nos pHs de 4,2 e 7,0.
Entretanto, a andlise detalhada dos achados histoldégicos assim como a
morfometria dos depdsitos de calcio nas coloragdes de Alizarina demonstraram
que a associagcdo de AICI; com etanol resultaram em menor infiltrado
inflamatério e melhor preservacao da matriz extracelular do que no grupo
tratado somente com AICls. Isso provavelmente se deveu a agao sinergistica
dos dois agentes, que resulta em um tecido mais estavel e biocompativel.

Apesar da maioria dos estudos sobre calcificacdo em proteses valvares
empregar a coloracdao de Von Kossa, em nossos estudos fizemos a opcao pela
Alizarina, visto que esta pode ser empregada com pHs distintos e diferenciar a
calcificagdo causada por cristais de oxalato de célcio daquelas ocasionadas por
carbonato ou fosfato de calcio.

Sendo o processo de calcificagdo multifatorial, o uso de técnicas mais
especificas poderdao fornecer informacdes mais detalhadas para melhor
compreensdo dos mecanismos envolvidos e para o desenvolvimento de

métodos mais eficientes de sua prevengao.



Na literatura consultada, somente o estudo de VYAVAHARE et al®”
empregou a coloracdo Alizarina, mesmo assim somente com pH 7,0. Para
nosso conhecimento, nosso estudo € o primeiro da literatura a utilizar essa
coloracdo nos pHs de 4,2 e 7,0. Além disso, a morfometria das laminas
histolégicas coradas pela Alizarina, foi importante para melhor quantificar a
calcificacdo, quando comparado com o0 aspecto mais subjetivo da simples
observacao das laminas.

Pela observacdo pormenorizada de nossos achados, podemos postular
a presenca de pelo menos duas vias importantes para a ocorréncia da
calcificacdo. A primeira seria decorrente dos efeitos deletérios do infiltrado
inflamatoério na matriz extracelular, e a segunda pela afinidade quimica do
célcio ibnico em sitios de ligacdo nas moléculas da matriz. Dessa forma,
pudemos evidenciar a deposicdo de calcio tanto em areas diretamente
relacionadas com o infiltrado inflamatério em areas danificadas da matriz,
assim como em areas distantes, onde a matriz estava bem preservada. A
morfologia desses depoésitos de célcio diferem entre si, demonstrando a
caracteristica multifatorial do processo, e s6 puderam ser evidenciadas porque
empregamos as coloragdes de Alizarina com pHs diferentes.

CARPENTIER et al® realizaram estudo classico avaliando as interacées
biol6gicas em pacientes submetidos a préteses valvares. Demonstraram que a
presenca de células inflamatérias dentro do tecido valvar estavam associadas
com maior incidéncia de degeneracdo e calcificagdo. SCHOEN et al®®?,
também demonstraram que préteses valvares cardiacas induzem uma reagao
imunolégica, e que as células presentes no tecido valvar sé&o
imunocompetentes e capazes de levar a destruicdo tecidual. Nosso estudo
demonstra ,inequivocamente, que a associacdo de etanol com cloreto de
aluminio foi capaz de reduzir o infiltrado inflamatério quando comparado com o
grupo controle, o que certamente colaborou para os melhores resultados nesse
grupo.

Apesar de nossos resultados serem bastante encorajadores, alguns
aspectos ainda precisam ser elucidados antes que essa metodologia seja
estrapolada para uso clinico.



Da mesma forma com o que aqui foi observado, OGLE et al®®
demonstraram excelentes resultados no modelo de ratos, entretanto, quando
testados no modelo circulatério de ovinos, os resultados ndo corresponderam
ao esperado,com calcificacdo acentuada das cuspides valvares.
Posteriormente, foi demonstrado por CLARK et al®¥, que quando as clspides
valvares eram submetidas a tempos de exposicdo muito prolongados ao
aluminio, ocorreu a calcificacdo , entretanto, quando se limitou o tempo de
exposi¢do, as cuspides estiveram livres de calcificagdo. Por esses motivos,
nossa linha de pesquisa devera ser continuada e testada em ovinos com
longos periodos de observacdo. Além disso, nossos achados demonstraram
gue ocasionalmente os depdsitos de calcio se iniciaram nos restos celulares
presentes na matriz. Por isso, a descelularizagcao pode, eventualmente ser um
adjunto importante para a prevencao da calcificacdo dessas proéteses, e
também devera ser avaliada no futuro.

Cumpre ressaltar que o aluminio em altas concentracées pode ser
toxico, sendo portanto necessario incluir nesses estudos, a avaliagdo nao
somente os niveis plasmaticos de aluminio mas também dos seus eventuais
efeitos deletérios nos diversos 6rgaos dos animais de experimentagao.

Tendo em vista as vantagens do uso de préteses porcinas implantadas
com a técnica de substituicdo total da raiz adrtica, torna-se fundamental o
emprego de tratamentos quimicos que retardem ou eliminem a calcificacdo nao
s6 das cuspides como também da parede arterial dos condutos. Os resultados
aqui demonstrados sugerem que a combinagcdo do etanol com o cloreto de
aluminio possam representar uma excelente alternativa, e, eventualmente

terem aplicacao na pratica clinica.



6 CONCLUSAO



O tratamento com cloreto de aluminio diminuiu a calcificacdo dos
fragmentos de parede aértica porcina preservada em GDA, implantados na tela
subcutanea de ratos jovens. O uso combinado do etanol com cloreto de
aluminio foi ainda mais eficiente em inibir a calcificacdo, e também em diminuir
a reacgao inflamatoria.
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ANEXOS



Anexo 1

Momento de avaliacao: 15 dias
Para cada uma das varidveis de calcificacao, testou-se a hipdtese nula de
resultados iguais nos trés grupos de ratos, versus a hipétese alternativa de pelo
menos um dos grupos com resultados diferentes dos demais. Na tabela abaixo
sdo apresentados os resultados descritivos e os valores de p dos testes

estatisticos.

Variavel Grupo N | Média | Median | Minimo | Maximo | Desvio | Valor de
a padrao p

Espectroscopi | Controle 4 1,56 1,61 0,76 2,27 0,64

a de absorgédo | Aluminio 4 1,79 1,86 1,50 1,93 0,20 05515

atbmica do Etanol+alu 5 1,56 1,48 1,03 1,98 0,37 ’

conduto minio

Morfometria Controle 4 51,75 57,26 25,76 66,71 18,50

4,2 conduto Aluminio 5 10,72 8,77 4,68 19,83 6,16 0.0031
Etanol+alu 5 1,58 1,74 0,13 3,00 1,31 ’
minio

Morfometria 7 | Controle 4 35,11 29,99 20,48 59,96 17,75

conduto Aluminio 5 17,69 20,89 9,57 21,90 5,25 0.0059
Etanol+alu 5 2,78 2,37 1,02 5,13 1,84 ’
minio

Na tabela abaixo sdo apresentados os valores de p das comparacdes dos
grupos dois a dois para as variaveis Morfo 4,2 conduto e Morfo 7 conduto.

Grupos comparados

Morfometria 4,2 conduto

Morfometria 7 conduto

Controle x aluminio
Controle x etanol-
aluminio

Aluminio x etanol-
aluminio

0,0143
0,0143

0,0090

0,0864
0,0143

0,0090

Valores de p< 0,0167 indicam significancia estatistica (corregao de Bonferroni)




Na tabela abaixo sdo apresentadas, para parede e para cada grupo, as
frequéncias (%) de ratos com as classificagdes de infiltrado inflamatério 0 ou 1

e a classificagao 2.

Infiltrado Classificagcéao
inflamatdrio Grupo N Oou 2
Controle 4 2 (50%) 2 (50%)
Condao | Ao | 5 | siToo
minio 5| 4(80%) 1 (20%)

Para parede adrtica, testou-se a hipotese nula de proporgcdes iguais de
infiltrado inflamatério igual a 2 nos dois grupos sob comparacédo, versus a
hipbétese alternativa de proporcdes diferentes. Na tabela abaixo séo
apresentados os valores de p dos testes estatisticos.

Grupos comparados Infiltrado
inflamatorio
Conduto

Controle x aluminio 0,1667

Controle x 0,5238

etanol+aluminio

Aluminio x 1

etanol+aluminio




Momento de avaliacao: 30 dias

Para cada uma das variaveis de calcificacao, testou-se a hipétese nula de
resultados iguais nos trés grupos de ratos, versus a hipétese alternativa de pelo
menos um dos grupos com resultados diferentes dos demais. Na tabela abaixo
sdo apresentados os resultados descritivos e os valores de p dos testes

estatisticos.

Variavel Grupo N | Média | Median | Minimo | Maximo | Desvio | Valor de
a padréao p
Espectroscopia | Controle 4 2,93 3,10 2,09 3,41 0,58
de absor¢do | Aluminio 5| 1,07 1,15 0,80 1,39 0,25 1 00171
atomica Etanol+alu 5 1,01 1,02 0,92 1,06 0,06 ’
conduto m
Morfometria Controle 4 | 63,26 59,96 55,78 77,37 9,94
4,2 conduto Aluminio 5| 37,99 37,18 31,54 48,13 6,24 0.0031
Etanol+alu | 5 | 1,44 1,91 0,25 2,45 0,97 ’
m
Morfometria 7 | Controle 4 | 20,29 21,13 13,44 25,45 5,61
conduto Aluminio 51 19,38 21,27 9,67 32,93 9,58 0.0106
Etanol+alu 5 2,94 3,24 1,34 4,88 1,45 ’
m

Na tabela abaixo sdo apresentados os valores de p das comparacdes dos
grupos dois a dois para as variaveis Espectroscopia de absor¢cao conduto,
Morfometria 4,2 conduto, Morfometria 7 conduto

Grupos comparados Espectroscopia | Morfometria | Morfometria

de absor¢ao 4,2 conduto 7 conduto
atdbmica (v14) (v15)

conduto (v12)

Controle x aluminio 0,0143 0,0143 0,6242

Controle x etanol- 0,0143 0,0143 0,0143

aluminio

Aluminio x etanol- 0,6015 0,0090 0,0090

aluminio

Valores de p< 0,0167 indicam significancia estatistica (corregao de Bonferroni)




Na tabela abaixo sdo apresentadas, para parede e para cada grupo, as
frequéncias (%) de ratos com as classificagdes de infiltrado inflamatério 0 ou 1
e a classificagao 2.

Infiltrado Classificagcéao
inflamatdrio Grupo n Oout 2
Controle 4 4 (100%)
Conduto Aluminio 5 5 (100%)
Etanol+alu 5 | 5(100%)
minio

Para parede, testou-se a hipétese nula de proporcdes iguais de infiltrado
inflamatorio igual a 2 nos dois grupos sob comparacéo, versus a hipétese
alternativa de proporgodes diferentes. Na tabela abaixo sdo apresentados os
valores de p dos testes estatisticos.

Infiltrado

Grupos comparados inflamatdrio

Conduto
Controle x aluminio 1
Controle x B 0,0079
etanol+aluminio
Aluminio x o 0,0079
etanol+aluminio

(*) Teste exato de Fisher, agrupando-se as classificacées 0 e 1.



Momento de avaliacao: 60 dias

Para cada uma das variaveis de calcificacao, testou-se a hipétese nula de
resultados iguais nos trés grupos de ratos, versus a hipétese alternativa de pelo
menos um dos grupos com resultados diferentes dos demais. Na tabela abaixo
sdo apresentados os resultados descritivos e os valores de p dos testes

estatisticos.

Variavel Grupo n Média | Median | Minimo | Maximo | Desvio | Valor de
a padréao p

Espectroscopi | Controle 4 3,80 3,57 3,12 4,93 0,79

a absorgao Aluminio 5| 1,68 1,89 1,10 2,06 0,40 | 90145

atomica Etanol+alu | 5 | 1,44 1,52 0,84 2,01 0,52 ’

conduto minio

Morfometria Controle 4 | 60,99 59,09 25,76 | 100,00 | 31,02

4,2 conduto Aluminio 5| 29,62 28,30 23,55 37,29 5,79 0.0059
Etanol+alu 5 6,08 5,89 3,56 11,09 3,04 ’
minio

Morfometria 7 | Controle 4 | 38,38 36,18 27,40 53,77 12,14

conduto Aluminio 5 11 ,38 8,55 4,59 21 ,82 7,16 0.0031
Etanol+alu | 5 | 1,83 0,99 0,33 4,00 1,71 ’
minio

Na tabela abaixo sdo apresentados os valores de p das comparacdes dos
grupos dois a dois para as variaveis Espectroscopia absor¢ao atdmica conduto,
Morfometria 4,2 conduto, Morfometria 7 conduto

Grupos comparados Espectroscopia | Morfo 4,2 Morfo 7
absorcao conduto conduto
atbmica
conduto
Controle x aluminio 0,0143 0,0864 0,0143
Controle x etanol- 0,0143 0,0143 0,0143
aluminio
Aluminio x etanol- 0,3472 0,0090 0,0090
aluminio

Valores de p< 0,0167 indicam significancia estatistica (corregao de Bonferroni)




Na tabela abaixo sdo apresentadas, para aotrtica e para cada grupo, as
freqUéncias (%) de ratos com as classificagdes de infiltrado inflamatério 0 ou 1

e a classificagao 2.

Infiltrado Classificagéo

inflamatorio Grupo n 0 ) 2
Controle 4 4 (100%)

Conduto Aluminio 5 5 (100%)
Etanol+aluminio | 5 | 5 (100%)

Para parede, testou-se a hipétese nula de proporcdes iguais de infiltrado
inflamatorio igual a 2 nos dois grupos sob comparacéo, versus a hipétese
alternativa de proporgoes diferentes. Na tabela abaixo s&o apresentados os
valores de p dos testes estatisticos.

Infiltrado

Grupos comparados inflamatério

Conduto
Controle x aluminio 1
Controle x N 0,0079
etanol+aluminio
Aluminio x o 0,0079
etanol+aluminio




Amostra Condutos Pesoem g mgde Ca Relacao
Controle 1 15dias 0,1647 0,125 0,758955677
Controle 2 15dias 0,3099 0,705 2,274927396
Controle 3 15dias 0,2879 0,41 1,424105592
Controle 4 15dias 0,2878 0,515 1,789437109
Média 0,262575 0,43875
Controle 1 30 dias 0,2478 0,76 3,066989508
Controle 2 30 dias 0,3501 1,195 3,413310483
Controle 3 30 dias 0,4119 1,29 3,131828114
Controle 4 30 dias 0,16 0,335 2,09375
Média 0,29245 0,895
Controle 1 60dias 0,1694 0,835 4,929161747
Controle 2 60dias 0,2563 0,895 3,492001561
Controle 3 60dias 0,3243 1,18 3,638606229
Controle 4 60dias 0,2723 0,85 3,121557106
Média 0,255575 (XYY 3677981023
GDA + Al 1 15dias 0,2157 0,415 1,923968475
GDA + Al 2 15dias 0,2023 0,39 1,927829956
GDA + Al 3 15dias 0,2361 0,425 1,80008471
GDA + Al 4 15dias 0,1697 0,255 1,502651738
GDA + Al 5 15dias
Média 0,20595 0,37125
GDA + Al 1 30 dias 0,237 0,19 0,801687764
GDA + Al 2 30dias 0,1825 0,21 1,150684932
GDA + Al 3 30dias 0,1688 0,235 1,392180095
GDA + Al 4 30dias 0,32 0,38 1,1875
GDA + Al 5 30dias 0,2637 0,22 0,83428138
Média 0,2344 0,247
GDA + Al 1 60dias 0,229 0,325 1,419213974
GDA + Al 2 60dias 0,1118 0,23 2,057245081
GDA + Al 3 60dias 0,186 0,205 1,102150538
GDA + Al 4 60dias 0,201 0,38 1,890547264
GDA + Al 5 60dias 0,2017 0,39  1,9335647
Média 0,1859 0,306



GDA+Etanol + Al 1 15dias
GDA+Etanol + Al 2 15dias
GDA+Etanol + Al 3 15dias
GDA+Etanol + Al 4 15dias
GDA +Etanol+ Al 5 15dias
Média

GDA +Etanol+ Al 1 30 dias
GDA +Etanol+ Al 2 30dias
GDA +Etanol+ Al 3 30dias
GDA +Etanol+ Al 4 30dias
GDA+Etanol + Al 5 30dias
Média

GDA +Etanol+ Al 1 60dias
GDA +Etanol+ Al 2 60dias

GDA+Etanol + Al 3 60dias
GDA +Etanol+ Al 4 60dias
GDA+Etanol + Al 5 60dias
Média

0,1033
0,1115
0,0895
0,204
0,0796
0,11758
0,4306
0,1549
0,2012
0,1581
0,2113
0,23122
0,1118
0,256

0,267
0,2455
0,1854

0,21314

0,205 1,984511133
0,165 1,479820628
0,165 1,843575419
0,21 1,029411765
0,115 1,444723618
0,172
0,44 1,021830005
0,16 1,032924467
0,205 1,01888668
0,145 0,91714105
0,225 1,064836725
0,235
0,225 2,012522361
0,25 0,9765625

0,405 1,516853933
0,205 0,83503055
0,345 1,860841424
218 1,341841043



