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Resumo. A calcificacdo de biomateriais é uma das causas da faléncia dos materiais implantados. O objetivo
deste trabalho é avaliar o efeito da liofilizacdo em biomateriais em modelo animal cronico._Material e Métodos:
Foi realizado implante de tubos de pericardio bovino (PB) em 4 carneiros (Ovis aries), machos, com peso
(28,3+4,7kg). Cada animal recebeu um tubo de PB controle na artéria carétida esquerda e um tubo de PB
liofilizado na artéria carétida direita. Os tubos foram confeccionados com 3 cm de extensdo e 4 mm de
didmetro. Apds heparinizagdo cada artéria carétida foi pincada proximal e distal sendo o tubo de PB
implantado no segmento ressecado. Procedeu-se & revisdo de hemostasia e sutura por planos. Os animais foram
eutanasiados, apos 3,9 meses em média, para determinacado de calcificacdo por analise histolégica em amostras
retiradas do controle e liofilizado das posi¢des proximal e distal (coloracio de von Kossa) e espectofotometria
de absorcéo atdmica (EspAA). Resultados: A analise qualitativa pela histologia demonstrou para: Animal 1 e
Animal 4 ausentes, muito discreto para o Animal 3 e no Animal 2 ausente no controle e discreto no liofilizado
proximal e muito discreto no liofilizado distal. A analise qualitativa (média e DP para 3 amostras em mg/g
material seco) pela EspAA evidenciou para controle (Animal 1, 2, 3 e 4 respectivamente): 0,484 + 0,001; 0,422
+0,004; 0,544 + 0,007; 0,31 + 0,01. Para o liofilizado (Animal 1, 2, 3 e 4 respectivamente): 0,380 + 0,003; 1,04
+ 0,05; 0,408 + 0,002; 0,30 + 0,01. Conclusbes: O modelo animal descrito € eficaz para a avaliagdo de
calcificacdo em modelo cronico. A liofilizacdo é comparavel ao PB preservado em solucdo de glutaraldeido e
formaldeido. Entretanto, o material liofilizado é superior para o armazenamento sem aumento da calcificagao.
(Suporte financeiro FAPESP)
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1. INTRODUCAO

Os materiais biologicos tém sido utilizados na confeccdo de implantes [Zerbini, 1975,
Gabbay, 1988, Braile, 1998, Goissis, 1999] sob as formas mais variadas, como enxertos
tubulares, enxertos valvados, proteses valvares e materiais para remendos e reforcos. As
caracteristicas que os tornam impares consistem na sua extraordinaria resisténcia mecénica a
solicitacOes ciclicas repetidas.

A estrutura de tecidos biolégicos, tipo pericardio bovino (PB), é basicamente de colageno
e sdo tratados fisica e/ou quimicamente para melhorar as propriedades mecanicas e
imunogénicas, além de controlar os processos de degradacao ou calcificagdo [Herrero, 1999].

A liofilizacdo pode ser definida como sendo um processo de secagem de um produto
previamente congelado onde a maior parte da agua € removida por sublimagdo. Aplica-se a
remocgdo de qualquer solvente, mas em biotecnologia, o interesse fundamental se prende a
agua. Pode ser considerada como parte de uma terceira geragdo na tecnologia de secagem, ja
que foi desenvolvida para superar danos estruturais e perdas de compostos volateis,
observados nos processos convencionais. O processo de liofilizagdo permite que materiais
bioldgicos sejam conservados secos, facilitando a sua manipulacdo e estocagem,
possibilitando a sua esterilizagdo com raios gama ou outros meios que garantam uma



esterilizacdo efetiva do material, em especial a eliminacdo de virus lentos, para subseqtente
utilizagdo como produtos médico-hospitalares.[Hafeez, 2005]. E reconhecidamente o melhor
método para a producdo de produtos desidratados de alta qualidade como os tecidos
biologicos.

A técnica de liofilizacdo a biomateriais tem sido utilizada com a finalidade de substituir
ou restaurar drgéos e tecidos danificados fazendo com que estes materiais sejam compativeis
com o ambiente fisioloégico [Kumar e Krishnan, 2002; Zaleske, 2003]. Estudos preliminares
tém revelado que a liofilizacdo resulta em menor citotoxicidade, menor liberacdo de residuos
quimicos e potencial para menor calcificacdo [Maizato, 2003]. A liofilizacdo, apesar de ser
um método sofisticado, esta longe da maturidade. O potencial apresentado no aumento da
vida util das proteses tubulares implantadas € desejavel, justificando uma investigacéo
profunda a cada novo produto.

2. MATERIAIS E METODOS
2.1 Animais

Foram utilizados seis ovinos da raca Santa Inés (Ovis Aries), com idade entre 5 e 6
meses, confirmada pelo tempo de erupc¢éo dental e peso. O peso variou entre entre 25 e 30 kg
(28,3 + 4,7 kg). Os animais foram submetidos a exame clinico geral por médico veterinario, e
considerados clinicamente sadios para a intervencdo cirdrgica. Todos os animais receberam
um ndmero de identificagdo individual e uma ficha clinica, contendo todos os cuidados a
serem recebidos durante a permanéncia dos mesmos neste estudo.

Todos os experimentos foram realizados na Divisdo de Bioengenharia do Instituto do
Coracgdo (InCor), tendo sido aprovado pela Comissdo Cientifica do InCor e de Etica do
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo.

2.2 Preparo dos animais

Os animais receberam medicacdo para o controle de verminoses e foram mantidos em
quarentena ao procedimento cirdrgico. Os animais permaneceram em jejum de sélidos por 24
horas e de liquidos nas 12 horas que antecederam a cirurgia.

2.3 Anestesia

Quinze minutos antes da inducdo anestesica foi administrado 1mg de sulfato de atropina
1M. A veia jugular externa esquerda foi cateterizada. A indugdo anestesica foi realizada
através da administracdo endovenosa (EV) de 12,5 mg/kg de tiopental sddico. A ventilagédo
mecanica estabelecida foi de volume de 12 ml de O, /kg e frequéncia de 12 ciclos/min. A
manutencdo da anestesia foi realizada pela administracdo de sulfato de halotano a 1,5% por
via inalatéria e de 100 mg de cloreto de suxametdnio EV. Foram administrados 250 mg de
metilprednisolona e 1 g de cefalotina EV. A presséo arterial média, o eletrocardiograma e a
temperatura retal foram monitorizados.

2.4 Procedimento cirurgico

O animal foi posicionado em decubito lateral direito, e apds a anti-sepsia, e colocacéo de
campos estéreis procedeu-se a incisao cervical lateral tendo como referéncia a veia jugular
externa. A veia jugular externa foi dissecada lateralmente, com exposicdo da artéria carétida
comum(ACC) esquerda (ACCE). Procedeu-se a disseccdo da ACCE. Apo6s heparinizagédo



sistémica com 150 Ul/kg, a ACC esquerda foi pingcada nas por¢des proximal e distal do
segmento isolado. Apo6s arteriotomia transversal foi ressecado cerca de 2 cm da ACC e
implantado o tubo de pericardio bovino (enxerto) controle de 4 mm de didmetro e 3 cm de
comprimento com anastomoses término-terminal com sutura continua com polipropileno 7.0.
Ap0s revisdo criteriosa da hemostasia procedeu-se a sutura em planos.

Em seguida, o animal foi posicionado em decubito lateral esquerdo e o mesmo
procedimento foi realizado na ACC direita, utilizando, desta vez, tubo de pericardio bovino
liofilizado.

2.5 Recuperacdo pds-operatoria

Os animais foram mantidos por dois dias em acompanhamento pds-operatério em
biotério. Neste periodo foi realizado anticoagulacdo dos animais com enoxaprina sodica (40
mg/dia).

O “animal 4” recebeu enoxaparina sddica subcutanea(1mg/kg) até a eutanasia.

2.6 Seguimento dos animais

Apbs a recuperacdo dos animais em biotério, os mesmos foram encaminhados ao Instituto
Butantd, em Séo Paulo, onde foram acompanhados por médico veterinério.

Os animais foram acompanhados por 3 meses quando foi realizado eutnasia.

2.7 Avaliacdo do desempenho das bioprateses liofilizadas

Avaliacdo microscopica. O tecido foi longitudinalmente seccionado e foram avaliados 0s
fragmentos proximal, médio e distal apds imersdo em parafina. Cortes de 4 micrdmetros
foram realizados e corados com hematoxilina-eosina.

Andlise de Calcio. Foram utilizadas as técnicas de von Kossa para a avaliacdo de
calcificacdo pela microscopia 6tica e espectrometria de absorcdo atdmica (EsSpAA) para
quantificacdo de célcio.

3. RESULTADOS
3.1 Sobrevida

Quatro animais foram submetidos a implante de bioprétese de pericardio bovino, com
sobrevida media dos quatro animais estudados foi de 3,9 meses ap0s a cirurgia (Tabela 1).

Tabela 1: sobrevida dos animais ap6s implantagéo da protese.

Sobrevida (meses)

2 3,1




3.2 Avaliacdo microscépica

Animal 1. O enxerto controle foi analisado quanto aos segmentos proximal, médio e
distal (Fig.1) e, ndo demonstraram calcificacdo. Focos de infiltrado inflamat6rio mononuclear
no tecido conjuntivo que envolve o pericardio, com presenca de fragmentos de fio cirurgico,
por vezes no proprio pericardio (fio cirurgico). Presenca de tecido conjuntivo denso
recobrindo a luz vascular, sem calcificacdes, correspondendo a provavel trombo
completamente organizado, ndo oclusivo. O enxerto liofilizado (Fig. 2) foi igualmente
analisado em 3 fragmentos cujos achados foram semelhantes ao controle, além de exibir

focalmente aspecto “degenerado”, com vacuolizagdes e areas de infiltragdo fibrosa.

Figura 1. HE x 25. Animal 1; tubo de pericardio bovino controle. Segmento distal com
trombo antigo.

Figura 2. HE x200. Animal 1; tubo de pericardo bovino liofilizado distal com degeneracdo do
colageno do pericérdio.



Animal 2. A avaliacdo microscopica para o enxerto controle identificou pericardio sem
calcificacdo no segmento proximal, e com pequena calcificacdo focal no segmento distal,
notando-se reacdo inflamatdria no tecido conjuntivo que o envolve, com presenca de reacao
gigantocelular a corpos estranhos (fio cirdrgico). Presenca de trombose organizada na luz
vascular, com focos de calcificacdo do trombo no segmento proximal. Trombose organizada
de fragmento arterial (carétida) junto do segmento distal. J& no enxerto liofilizado, foi
identificado, no segmento proximal, pericardio apresentando aspecto mais “degenerado” que
0 controle, com acentuada e extensa calcificagdo no segmento proximal. H& reacédo
inflamatdria mais exuberante que a dos controles, as custas de células mononucleares, com
poucas células gigantes multinucleadas, ndo sendo observado corpos estranhos. Ha trombose
em diferentes fases evolutivas, com areas recentes, apresentando abundante fibrina, ao
contrério dos controles, que exibem apenas trombose organizada e, no segmento distal,
aspecto bastante distinto do proximal, ndo sendo observada calcificacdo do pericardio, de
forma mais semelhante ao controle. Ha discreta reacdo inflamatéria, com presenca de poucas
células gigantes multinucleadas e fragmentos de corpo estranho. Presenca de trombose
luminal organizada, que se espraia para 0 segmento arterial nativo, com focos de calcificagéo

(Fig. 3).

Figura 3. von Kossa x25. Animal 2; protese liofilizada proximal positivo.

Animal 3. O enxerto controle foi analisado em trés fragmentos, semelhantes entre si,
apresentando pericardio sem calcificagcdo. Luz vascular ocluida por trombose antiga, com
raros focos de calcificacdo do trombo no segmento distal. Ha focos de infiltrado inflamatorio
mononuclear no tecido conjuntivo que envolve o pericardio, com discreta intensidade,
evidenciando focalmente areas de penetracdo por fibrose e “degeneracao” do pericardio. No
liofilizado, os achados foram similares, apresentando pericardio sem calcificacdo, focos de
infiltrado inflamatério mononuclear no tecido conjuntivo que envolve o pericardio, com
presenca de fragmentos de fio cirdrgico. No segmento distal nota-se areas de fragmentacgéo do
pericardio com reacdo gigantocelular do tipo corpo estranho associada. Além disso, o



pericardio exibe focalmente aspecto “degenerado”, com dreas de infiltracdo fibrosa. Luz
vascular ocluida por trombose antiga.(Fig. 4)

Figura 4. HE x50. Animal 3; tubo de pericardio liofilizado distal com fragmentacdo do
pericardio e reacdo inflamatoria tipo corpo estranho.

Animal 4. O enxerto controle foi analisado em trés fragmentos semelhantes entre si, que
mostram pericardio praticamente sem calcificagcdo, havendo pequeno foco isolado no
segmento proximal. Luz vascular ocluida por trombose organizada. Presenca de acentuado
infiltrado inflamatorio mononuclear com fragmentos de fio cirurgico e reagdo gigantocelular
do tipo corpo estranho no tecido fibroso que envolve o pericardio, com focos de penetracao
dessa reagdo inflamatoria por entre o colageno do pericardio. No liofilizado os fragmentos
proximal, médio e distal apresentam pericardio praticamente sem calcificacdo, havendo
pequeno foco isolado no segmento proximal. Luz vascular ocluida por trombose organizada,
parcialmente recanalizada. Presenca de infiltrado inflamat6rio mononuclear com fragmentos
de fio cirdrgico e reacdo gigantocelular do tipo corpo estranho no tecido fibroso que envolve o
pericardio, com focos de penetracdo dessa reacdo inflamatdria por entre o colageno do
pericardio O infiltrado inflamatorio é discreto no segmento médio, menor que nas
extremidades e no segmento médio do grupo controle. Pericardio com aspecto “degenerado”
no segmento distal. (Fig. 5)



Figura 5. HE x2,5. Animal 4; prétese liofilizada segmento médio.

3.3 Analise de calcio

A andlise de calcificacdo pela coloracdo de von Kossa revelou auséncia de calcificacao
para os animais 1 e 4, muito discreta para o animal 3 e, no animal 2, auséncia de calcificacdo
no controle, discreta calcificacdo no segmento proximal do liofilizado e calcificacdo muito
discreta no segmento distal do liofilizado (Tabela 2).

Tabela 2. Resultados da analise quantitativa por coloracdo de von Kossa

Animal 1 Animal 2 Animal 3 Animal 4

Proximal | Distal | Proximal | Distal | Proximal | Distal | Proximal | Distal

Controle - - - - + + - R

Liofilizado - - ++ + + + - -

(1313

ausente; “+” muito discreto; “++ discreto.

A quantificacdo de calcio pela espectrometria de absorcdo atémica (média e DP para 3
amostras em mg/g material seco) demonstrou para “Animal 1” (controle e liofilizado
respectivamente) 0,484 + 0,001 e 0,380 + 0,003, para “Animal 2” 0,422 + 0,004 e 1,04 = 0,05,
para “Animal 3” 0,544 + 0,007 ¢ 0,408 + 0,002 e, para “Animal 4” 0,31 £ 0,01 ¢ 0,30 £ 0,01
(Tabela 3).

Tabela 3. Andlise qualitativa (média e DP por 3 amostras) pela EspAA

Animal 1 Animal 2 Animal 3 Animal 4

Controle 0,484 + 0,001 | 0,422 + 0,004 | 0,544 +0,007 | 0,310 + 0,010

Liofilizado 0,380 + 0,003 | 1,040 + 0,050 | 0,408 + 0,002 | 0,300 + 0,010




4. DISCUSSAO

A liofilizacdo é uma técnica que pode ser utilizada para a conservacdo de tecidos
biologicos. O objetivo da liofilizagdo é preservar o material biolégico por congelamento da
agua e remocdo do gelo por sublimacdo. As vantagens da liofilizacdo na prética clinica
incluem a diminuicdo da morbidade e tempo cirdrgico, avaliagdo precoce dos tamanhos das
préteses e armazenamento. [Leirner, 2009]

A liofilizacdo ja foi utilizada em pericardio bovino e em modelos de engenharia de
tecido.[James, 1991, Faraj 2007]

O pericérdio bovino é habitualmente tratado com glutaraldeido (GA) para melhorar as
propriedades mecéanicas e imunogénicas, para reduzir a trombogenicidade, controlar a
degradacéo e permitir maior tempo de armazenamento.

O processo de calcificacdo do pericardio bovino é potencializado pelo GA [Maizato,
2003, Beachump, 1992]. Ainda, os residuos de aldeido comprometem a durabilidade do
material biologico pelo aumento da citotoxicidade. Maizato e cols. [Maizato, 2003]
demonstraram que a liofilizagdo do pericardio bovino diminui a concentracdo de residuos de
aldeido com potencial para a diminuicdo do processo de calcificagdo. Assim, este trabalho
objetivou estudar a calcificacdo do pericardio bovino, liofilizado ou ndo, em modelo
circulatorio no animal crénico.

O carneiro como modelo experimental para o estudo de calcificacdo é amplamente
utilizado pois o animal em fase de crescimento € modelo eletivo para o estudo dos processos
de calcificacdo em bioproteses. O carneiro tem como vantagens o fato de ser animal docil,
com anatomia cardiovascular semelhante ao humano, sistema de coagulacdo semelhante ao
humano e o processo de calcificacdo é acelerado. [Flammeng, 2006]

A disfuncdo e calcificacdo de proteses valvares cardiacas com pericardio bovino
implantadas no carneiro por meses é comparavel a disfuncdo observada em proteses valvares
cardiacas implantadas no homem ap0s anos da cirurgia.

Para a avaliacdo dos enxertos optou-se pelo implante, no mesmo procedimento cirargico,
de enxertos de pericardio bovino liofilizado ou ndo em segmento da artéria carétida comum
bilateralmente. A estratégia possibilitou a investigacdo dos mecanismos de calcificacdo tendo-
se a comparacao em cada um dos animais.

O implante bilateral teve como desvantagem a perda de animais pela ocluséo dos
enxertos. A presenca de circulacdo colateral ndo desenvolvida, com necessidade aguda da
manutencdo dos fluxos cerebrais foi incapaz de manter dois animais vivos.

Os resultados apresentados demonstram que a oclusdo crénica dos enxertos vasculares,
liofilizados ou ndo, pode ser observada pela formacdo de trombos organizados na luz dos
enxertos. Deve ser considerado que os enxertos vasculares apresentavam diametro de 4mm
que € fator agravante para oclusdo de enxertos vasculares [Teebken, 2002]. Ainda, o
comprimento do enxerto pode ter facilitado o desenvolvimento da trombose pelo aumento da
superficie de contato. Da mesma forma, a utilizagdo de enxertos corrugados também
aumentou a superficie de contato.

Os animais receberam heparina de baixo peso molecular — enoxaparina sédica nas
primeiras 48 horas ap0s o procedimento cirdrgico. O ultimo animal da série recebeu
enoxaparina sodico por 3 meses, porém o0s achados histologicos ndo foram diferentes daqueles
que néo receberam por longo prazo.

A analise histoldgica pelo método de von Kossa foi coerente aos com os resultados pela
EspAA que ¢ descrita como “padrao ouro” para a quantificagdo de calcio. Apesar do pequeno
namero de animais, com exce¢do do animal 2, ndo houve comportamento anormal para
calcificacdo. Deve ser considerado que a analise estatistica ndo foi considerada para tal
afirmativa.



Muitos sdo os fatores que podem influenciar a interpretacdo destes resultados o que
representa uma importante limitagdo desta pesquisa. No entanto, o pericardio bovino
liofilizado podera se tornar amplamente empregado em enxertos vasculares, caso sejam
confirmados estes resultados em estudos subsequentes.

5. CONCLUSAO

Conclui-se que o modelo animal descrito é viavel e eficaz para avaliacdo de calcificacdo
em modelo crénico, com anatomia favoravel ao acesso cirdrgico. O pericardio bovino
liofilizado tem caracteristicas comparaveis ao PB preservado em glutaraldeido e formaldeido.
No entanto, é superior ao PB em relacdo ao armazenamento sem acarretar aumento da
calcificacao.
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Abstract. Biomaterials calcification is a cause of materials implantation failure. The study objective is to
evaluate the freeze drying process effect in biomaterials in a chronic animal model. Materials and Methods:
Four male sheep (Ovis &ries) weighting 28,3+4,7kg got a tubular bovine pericardium prosthesis implant. Each
animal got a control bovine pericardium tubular graft in the left Common Carotid artery (CCA) and a freeze
dried bovine pericardium tubular graft in the right CCA. The tubes were manufactured measuring 4mm in
diameter and 3cm in length. After the 1.V. administration of 5000 Ul of sodic heparin, each CCA was clamped at
the proximal and distal regions and the prosthesis was implanted in the dissected segment. The flux is, then,
reestablished followed by layered sutures. The average survival before euthanasia was 15weeks. After the
euthanasia, calcification was determined by histological analyses of proximal and distal fragments from the
control and freeze dried prostheses and by atomic absorption spectrometry (AAS). Results:Histological
qualitative analyses showed to Animal 1 and Animal 4 absent, very discrete to Animal 3and, to Animal 2, absent
in control and discrete in the freeze dried proximal segment and very discrete in freeze dried distal segment.
Calcium quantification by AAS (average and SD for 3 samples in mg/g of dry material) revealed to control graft
(Animal 1, 2, 3 and 4 respectively): 0,484 + 0,001; 0,422 + 0,004; 0,544 + 0,007; 0,31 + 0,01 and to the freeze
dried one (Animal 1, 2, 3 and 4 respectively): 0,380 + 0,003; 1,04 + 0,05; 0,408 + 0,002; 0,30 = 0,01.
Conclusions: The described animal model is efficient for calcification evaluation in chronic model. The freeze
dried bovine pericardium is comparable to bovine pericardium preserved in glutaraldeid and formaldeid.
Nevertheless, the freeze dried graft is greater regarding gathering and does not show more calcification.
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