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Eficacia do AICI3 e etanol na prevencéo da
calcificacao de fragmentos da parede aortica

porcina fixadosem GDA

Efficacy of AICI3 and ethanol in the prevention of calcification of fragments of porcine aortic wall

fixed in GDA

Evandro Antonio SARDETO?, Francisco Diniz Affonso da COSTA?, Iseu do Santo Elias Affonso da COSTAS?,
Jodo Gabriel RODERJAN*, Eduardo DISCHERS®, Ricardo Alexandre SCHNEIDER?, Carlos Henrique Gori
GOMES?®, Claudinei COLATTUSSO¢®, Daniel PRECOMA’, Andrea DUMSCH?, Sergio Veiga LOPES!, Jairo
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RBCCV 44205-849

Resumo

Objetivo: Avaliar a eficacia do cloreto de aluminio,
isoladamente ou em associa¢do com o etanol, na prevencéo
da calcificagdo e da resposta inflamatdria de fragmentos de
parede aortica porcina fixada em glutaraldeido (GDA),
implantados no tecido subcutaneo de ratos jovens.

Método: Utilizaram-se 15 ratos da linhagem Sprague-
Dawley, em cujas telas subcutineas foram implantados
fragmentos de parede adrtica porcina, submetidos a trés
diferentes métodos de tratamento [grupos: | (GDA), 11
(GDA+aluminio), 111 (GDA+etanol+aluminio)]. Os explantes
foram realizados com 15, 30 e 60 dias ap6s as operagdes.
Foram realizadas andlises histoldgicas pelas coloragdes de
hematoxilina & eosina (HE) e de alizarina, nos pHs de 4,2 e
7,0, e adosagem de calcio feita por espectroscopia de absorg¢éo
atébmica.

Resultados: Pelo HE, constatou-se que a matriz
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extracelular das paredes adrticas ficaram melhor preservadas
nos explantes do grupo Ill. A intensidade da reacdo
inflamatodria intensa foi menor nesse grupo. Pela alizarina
pH 4,2, o grupo Il e 111 tiveram menores indices de calcificagéo
comparado ao controle. Pela alizarina pH 7,0, o grupo 111 teve
menor indice de calcificagdo comparado aos grupos | e 1.
Pela espectroscopia de absorgdo atdmica, os niveis de calcio
foram semelhantes para os grupos Il e Ill, mas
significativamente menores do que os do grupo I.

Conclusdo: O tratamento com cloreto de aluminio
diminuiu a calcificagcdo dos fragmentos de parede aortica
porcina. O uso combinado do etanol com cloreto de aluminio
foi ainda mais eficiente em inibir a calcificacdo, e também
em diminuir a reacdo inflamatoria.

Descritores: Aorta. Calcificagdo fisiolégica. Etanol.
Compostos de aluminio, farmacologia.
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Abstract

Objective: To evaluate the efficiency of aluminum chloride
in isolation or associated with ethanol to prevent calcification
and inflammatory reaction with fragments of porcine aortic
wall fixed in glutaraldehyde (GDA) and subdermally
implanted in young rats.

Method: Fifteen Sprague-Dawley rats were studied. Three
fragments of porcine aortic wall were implanted in the
subdermal tissue. The fragments were previously subjected
to three different methods of treatment: | (GDA), 1l (GDA +
aluminum), 111 (GDA + ethanol + aluminum). Explantation
was performed after fifteen, thirty and sixty days. Histological
analysis was achieved using hematoxylin & eosin (HE) and
alizarin-red at pHs of 4.2 and 7.0. Calcium content was
determined by atomic absorbance spectroscopy.

Results: HE and alizarin red staining showed that the
aortic wall extracellular matrix was best preserved in the

INTRODUGCAO

A substituicdo de valvas cardiacas por proteses é,
atualmente, procedimento rotineiro. Entretanto, apesar de
todos os avangos tecnolégicos, o substituto valvar ideal
ainda ndo é disponivel.

Existem dois tipos basicos de proteses: as biologicas e
as mecanicas. As proteses biolégicas apresentam bom
desempenho hemodinamico, estdo associadas a baixa
incidéncia de fendmenos tromboembolicos, mesmo na
auséncia de terapia anticoagulante. A maior desvantagem é
a durabilidade limitada, especialmente em criancas e
pacientes jovens, nos quais a degeneracdo por calcificacdo
é precoce.

Ja as préteses mecanicas sdo duraveis, entretanto, por
apresentarem incidéncia elevada de complicagdes
tromboembolicas, necessitam de anticoagulagdo sistémica
permanente. Em populacbes de baixa condicdo
socioecondmica, como no Brasil, as dificuldades em se
manter uma anticoagulacdo efetiva limitam, de forma
significativa, seu uso.

Tecidos biologicos tém sido utilizados como substituto
valvar desde de 1962, quando uma valva adrtica humana
fresca foi transplantada [1]. A partir de entdo, varios
substitutos biolégicos foram testados.

No final da década de 1960, um passo importante foi
dado, quando Carpentier et al. [2] introduziram o
glutaraldeido (GDA) na fixacdo de proteses porcinas.
lonescu et al. [3], na década de 1970, idealizaram a valva de
pericardio bovino, também preservada em GDA. No Brasil,
Braile et al. [4] foram responsaveis pelo desenvolvimento
de proteses de pericardio bovino preservadas em GDA.
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fragments of Group Ill. The intensity of the inflammatory
reaction was lower in this group. When stained with alizarin
red at pH 4.2, Groups Il and Il had lower degrees of
calcification compared with Group I. With alizarin red
staining at pH 7.0, Group 111 demonstrated less calcification
compared with Groups | and I1. Atomic absorbance spectroscopy
showed similar calcium levels for both Groups 11 and 111, but
significantly less than in Group 1.

Conclusion: Treatment with aluminum chloride inhibits
calcification of fragments of aortic wall after implantation
and reduces inflammatory reaction. The combined use of
ethanol with aluminum chloride is more efficient to inhibit
calcification and also to diminish inflammatory reaction.

Descriptors: Aorta. Calcification, physiologic. Ethanol.
Aluminum compounds, pharmacology.

O sucesso do GDA com fixador de tecidos biologicos
em proteses 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, 0 GDA tem sido apontado
como facilitador da calcificagdo observada tardiamente com
as proteses valvares [5].

Com o objetivo de melhorar a durabilidade das proteses
bioldgicas, diversos tratamentos anticalcificantes vém sendo
testados, com graus variados de sucesso [6,7]. Dentre eles,
o etanol e o cloreto de aluminio foram capazes de retardar o
processo de calcificagdo, 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 circulagéo de ovinos,
o etanol foi eficiente em prevenir a calcificacdo de clspides
valvares porcinas previamente fixadas em GDA. Entretanto,
0 mesmo nao ocorreu na parede arterial adrtica [8]. O objetivo
deste estudo foi avaliar a eficécia do cloreto de aluminio
isolado e do cloreto de aluminio associado ao etanol na
prevencdo da calcificacdo e da resposta inflamatéria de
fragmentos de parede aortica porcina fixados em GDA,
quando implantados na tela subcuténea de ratos jovens.

METODO

Este trabalho foi realizado nos laboratoérios da Disciplina
de Técnica Operatdria e Cirurgia Experimental da Pontificia
Universidade Cat6lica do Parana (PUC-PR), da Cardioprotese
Ltda, de Patologia Experimental da PUC-PR e no Instituto
de Tecnologia para o Desenvolvimento (LACTEC).
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O Comité de Etica em Pesquisa com Animais da PUC-PR
aprovou este experimento sob o registro no CEPA/PUC-PR
n°94.

Todos os condutos valvados aorticos (Cardioprotese®)
foram previamente fixados em GDA 0,5% em solucdo tampéo
fosfato, com pH 7,4, por 72 horas, em temperatura ambiente
(fixacdo padrdo). Apds a fixacdo inicial, as valvas foram
distribuidas em trés grupos distintos, de acordo com o
tratamento quimico adicional (Tabela 1).

Tabelal. Tratamento das valvas adrticas porcinas nos diferentes
grupos.

Grupo  Fixacdo do tecido Tratamento Estocagem

(Tempo 1) adicional (Tempo 1) (Tempo I1I)
| GDA 0,5% - GDA 0,2%

por 72 horas
I GDA 0,5% AICI3 0,1M, pH 3,0, SSI

por 72 horas 105min
1l GDA 0,5% Etanol 80% 24 horas Sssi

por 72 horas + AICI3 0,1M, pH 3,0,

105min

As valvas do grupo | ou grupo controle receberam o
tratamento convencional empregado em bioproéteses
comercialmente disponiveis, isto €, apds a fixagdo inicial
com GDA 0,5%, foram estocadas em solucdo tamponada
com GDA 0,2%, até o momento do implante.

As valvas dos grupos Il e 111, apds fixacéo inicial com
GDA 0,5%, foram colocadas em frascos de vidro estéril e
lavadas com 500ml de solucéo fisiolégica de NaCl 0,9% (SSI),
durante 15 minutos, a 37°C, sob agitacéo continua (Shaker-
Quimis-Q225M) a 1700rpm, repetindo-se a lavagem trés vezes
para remover todo GDA residual.

Apés a lavagem, as valvas do grupo Il receberam
tratamento com solugéo de AICI, 0,1M, pH 3,0 em frasco
estéril, durante 105 min, sob agitagdo a 1700rpm a 37°C, com
troca de solugdo em 50 minutos e estocadas em SSI.

Ja as valvas do grupo 111 receberam tratamento com etanol
a80%, por 24 horas, seguindo-se tratamento com AICI, 0,1M,
pH 3,0, durante 105 min, sob agitacdo a 1700rpm, a 37°C, com
troca de solugéo 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 juncéo
sinotubular e medindo aproximadamente 0,5cm2, com
espessura entre 4 e 6 mm.

Foram utilizados 15 ratos (Ratus norvergicus), com 21
dias de idade, da linhagem Sprague-Dawley. O peso variou
entre 50 e 70 gramas. Foram divididos em trés grupos de

cinco animais cada ( I, Il, 111), de acordo com o tipo de
tratamento quimico dos fragmentos de parede adrtica
porcina, como demonstrado na Tabela 2.

Tabela 2. Distribuigdo dos ratos em grupos.

Grupos Tratamentos Tempo de Observagéo

15 dias-L
30 dias-TL
60 dias-E

| GDA n=5

15 dias-L
30 dias-TL
60 dias-E

11 GDA +Aluminio n=5

15 dias-L
30 dias-TL
60 dias-E

111 GDA+Aluminio+Etanol n=5

GDA- Glutaraldeido; L-Lombar; TL-T6raco-Lombar; E-Escapular.

Em cada animal, foram implantados trés segmentos de
conduto aortico, de acordo com o demonstrado na Tabela 1,
sendo um na regido lombar (L), outro na regido toraco-lombar
(TL) e o tltimo na regido escapular (E). Os fragmentos foram,
subseqlientemente, explantados, com 15, 30 e 60 dias,
respectivamente.

Apos o Ultimo explante, os animais foram sacrificados
por indugao de morte com didxido de carbono em dessecador
de vidro conectado ao cilindro de CO,,.

Os fragmentos de conduto adrtico explantados foram
divididos em duas partes. Da primeira, foram confeccionadas
laminas para estudo histopatolégico, sendo que a segunda
foi pesada e utilizada para quantificagdo de calcio por
espectroscopia de absor¢do atémica.

Nas laminas coradas por HE, foram observadas as
estruturas do tecido (matriz extracelular) e o infiltrado
inflamatorio, além de possiveis alterag@es histologicas que
pudessem representar calcificacéo.

Para esse estudo, criamos, arbitrariamente, uma
classificacao para a quantificacao do infiltrado inflamatorio,
que foi assim dividido: O - ausente, 1 - leve a moderado, 2 -
intenso (Tabela 3).

Tabela 3. Classificagdo do infiltrado inflamatério.

Tipo Intensidade
Ausente

1 Leve a moderado
Intenso
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Além da coloracéo 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 aferi¢Ges foram feitas pela andlise de trés
areas de cada lamina: canto superior esquerdo (CSE), centro
(C), canto inferior direito (CID). Utilizando a funcédo de
contagem e comparacdo 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 calcificacdo. Marcaram-se em amarelo o0s
tecidos ndo calcificados. Para estabelecer uma porcentagem
de calcificacdo no tecido, foi calculada a média aritmética
dos trés campos da mesma lamina.

Amostras de parede adrtica foram submetidas a
solubilizagdo com acido cloridrico em solugao aquosa 50%
e enviadas ao Laboratério do Instituto para o
Desenvolvimento (LACTEC-PR), para determinagdo
quantitativa do célcio.

Analise estatistica

As variaveis analisadas foram a quantificagdo de calcio
por espectroscopia de absorcdo atémica, assim como 0s
dados de morfometria. Para a andlise do infiltrado
inflamatorio, os tipos 0 e 1 foram unificados em um grupo,
sendo o outro grupo constituido dos infiltrados do tipo 2.

Para a analise das variaveis de calcificagdo, os grupos
foram comparados usando-se o teste ndo paramétrico de
Kruskal-Wallis. A avaliagdo do efeito do tempo foi realizada
comparando-se 0s momentos de avaliacéo.

Para tanto, foi usado o teste ndo paramétrico de Friedman
e 0 teste ndo paramétrico de Wilcoxon para as comparagées
multiplas. Para a analise das variaveis relacionadas ao
infiltrado inflamatério, na comparacéao 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 comparagdes multiplas, foi usada a corregdo de
“Bonferroni” (p<0,0167 indicam significancia estatistica),
mantendo-se, assim, o nivel global de 0,05.

RESULTADOS

Houve um 6bito no pés-operatorio imediato de um animal
do grupo controle, causado por hipoxia. Os demais tiveram
boa evolucdo e os explantes realizados nas datas

preconizadas.

Anélise do infiltrado inflamatério e fibras da matriz
extracelular nos condutos (HE)
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Grupol

Aos 15 dias, houve infiltrado inflamatorio cronico,
evidenciado pela presenca de células mononucleares. As
fibras da matriz extracelular permaneceram integras e com
preservacdo de sua organizagdo original, mantendo sua
orientacdo original e a proximidade uma das outras, sem
evidéncia de rompimento ou afastamento. Ja aos 30 dias, 0
infiltrado esteve mais intenso, avangando para o centro dos
implantes. As fibras da matriz extracelular mantiveram sua
organizacao original, porém, nas areas com maior contato
com o infiltrado inflamat6rio, pode-se evidenciar o
rompimento de algumas das fibras. Aos 60 dias, o infiltrado
inflamatdrio penetrava cada vez mais para o centro dos
implantes, danificando bastante o tecido.

Grupoll

Aos 15 dias, observou-se a presenca de células
mononucleares, caracterizando reacéo inflamatoria cronica.
A organizagdo das fibras da matriz extracelular estava
preservada. Mesmo as fibras da matriz em contato com o
infiltrado inflamat6rio permaneceram intactas. Ja aos 30 dias,
mesmo na presenca de reacgdo inflamatdria, ndo houve
avango destas células para o interior dos implantes.
Permaneceu a integridade organizacional das fibras da matriz
extracelular. Aos 60 dias, as células mononucleares
continuavam presentes, entretanto, ao contrario do que
aconteceu no grupo |, ndo se evidenciou danos as fibras da
matriz extracelular.

Grupolll

Aos 15 dias, ao contrario dos dois grupos anteriores,
ndo foram observadas células inflamatdrias. As fibras da
matriz permaneceram organizadas e sem danos estruturais.
Com 30 dias, ndo houve evidéncia de infiltrado inflamatério.
As fibras da matriz continuavam mantendo o padréo original
de organizacdo. Ndo foram observados sinais de
calcificagdo. Mesmo ap6s 60 dias, ndo houve presenca de
reacdo inflamatoria. As fibras preservaram a sua organizagéo
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 calcificacdo (Figura 1).

Andlise quantitativa do infiltrado inflamatdrio nos
condutos

Os resultados da quantificacdo da reacdo inflamatoria
nas paredes adrticas dos trés grupos estudados estdo na
Figura 2.

Ficou evidente que as paredes adrticas do grupo Il
provocaram resposta inflamatdria menos intensa quando
comparado com os grupos | e 11.



SARDETO, EA ET AL - Eficacia do AICI3 e etanol na prevencdo
da calcificagdo de fragmentos da parede aértica porcina fixados
em GDA

Braz J Cardiovasc Surg 2006; 21(4): 409-417

Quando analisados do ponto de vista estatistico, ndo
houve diferenca entre os grupos | e I, porém o grupo Ill
teve infiltrado inflamatorio significativamente menor que 0s
outros dois.

| GRUFD 1S ; GRUFO 130 . GRUPD'TéD .i;{.;‘\_-l‘ o

CRUFD HL15 - éxurt'n-lst g CRUPD 1160 i
Fig. 1- Fotomicrografia de condutos aérticos dos trés grupos
estudados, nos trés periodos observados (hematoxilina & eosina
100X). No grupo I, com o passar do tempo ha um avango do
infiltrado inflamatério para o centro do implante, levando ao
rompimento das fibras da matriz. No grupo Il, ndo se observa
invasdo do infiltrado para o interior do implante. No grupo IllI,
ndo h& evidéncia de células mononucleares

GDA GDA+AL GDA+ETHAL

o 15dias ®™ 30 dias O 60 dias

Fig. 2 - Porcentual da presenca da reagéo inflamatoria intensa,
nos trés grupos estudados, ao longo do tempo

Anélise da calcificacdo dos condutos pela coloracgéo
alizarinanopH 4,2

Grupol

Com 15 dias, j& podia ser observada grande quantidade
de cristais de fosfato de célcio. Com 30 dias, houve presenca
de grande quantidade de focos de calcificacdo, iniciando na
periferia e se estendendo por todo tecido. Aos 60 dias, 0
tecido encontrava-se totalmente calcificado.

Grupoll
Com 15 dias, observam-se focos de calcificacdo
pequenos e dispersos corados em vermelho. Aos 30 dias,

observou-se que os focos de calcificagdo eram maiores que
no periodo anterior, porém continuavam pontuais. Mesmo
aos 60 dias, os focos de calcificagdo continuavam discretos.

Grupolll

Aos 15 dias de evolugdo, ndo houve evidéncias de
calcificacdo. Aos 30 dias, também nédo se observou
calcificagdo. Mesmo com 60 dias, ndo houve calcificacio
evidente. Ocasionalmente, pdde-se observar alguma
calcificagdo pontual sobre o ntcleo das células (Figura 3).

Analise morfométrica da calcificagdo dos condutos
(coloraco AlizarinapH 4,2)

A morfometria da calcificagdo dos condutos adrticos nos
trés grupos, encontra-se ilustrada na Figura 4.

i |
Fig. 3 - Fotomicrografias de condutos adrticos dos trés grupos
estudados, nos trés periodos observados (alizarina 100X). No
grupo I, com o passar do tempo, observa-se invasdo da calcificacdo
por todo o implante com 15 dias de evolu¢&o. No grupo Il, observa-
se focos dispersos. No grupo 111, no final do periodo, observa-se
foco pontual de calcificacio

o
100
80
60

40
20
0- v ¥ =0

GDA GDA+AL GDA+ET+AL

@ 15dias m300ias v e0dias

Fig. 4 - Porcentual da presenca de calcificagéo, nos trés grupos
estudados, ao longo do tempo: analise morfométrica
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O grupo | apresentou as maiores médias de calcificagdo.
No grupo tratado com aluminio (grupo Il), quando
comparado ao grupo I, os niveis de calcio ndo foram
estatisticamente significantes (p=0,0864). O grupo tratado
com etanol + aluminio (111) foi 0 que apresentou 0s menores
indices de célcio, sendo estatisticamente significante quando
comparado aos grupos | (p=0,0143) e 11 (p=0,0090).

Andlise da calcificagdo dos condutos pela coloracao
alizarinanopH 7,0

Grupol

Com 15 dias, observaram-se muitas areas de calcificagio
finas e dispersas. Nota-se que, diferente do fosfato, os
outros sais de calcio formam cristais pequenos. Com 30 dias,
foi observada a presenca de muitas areas de calcificagdo,
maiores que no periodo anterior. Os condutos estavam
bastante calcificados, o que foi evidenciado pela deposi¢do
de cristais de oxalato de calcio.

Grupoll

Com 15 dias, observou-se o inicio do processo de
calcificagdo em areas coradas em vermelho. Aos 30 dias,
foram observados poucos focos de calcificagdo. Ja aos 60
dias, observaram-se focos de calcificagdo, formados por
deposicdao de cristais muito pequenos de oxalato de célcio.

Grupolll

Com 15 dias, ndo foram observados sinais de
calcificagdo. Aos 30 e 60 dias, também ndo se observou
calcificaco (Figura5).
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Fig. 5 - Fotomicrografias de condutos adrticos dos trés grupos
estudados, nos determinados tempos de observagéo (alizarina
100X). No grupo I, observa-se progressao da calcificagdo com o
passar do tempo (cristais de oxalato de calcio). No grupo I,
observa-se calcificacdo fina, sem alterar a integridade da matriz
extracelular. No grupo 111, hd auséncia total de calcificagdo em
todos os periodos
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Andlise morfométrica da calcificacdo dos condutos
(coloracgéo Alizarina pH 7,0)

A morfometria da calcificacdo dos condutos adrticos nos
trés grupos encontra-se ilustrada na Figura 6.

O grupo | apresentou as maiores médias de calcificagdo.
No grupo tratado com aluminio (grupo 1), ja se observa
diminuicao significativa dos niveis de calcio quando
comparado ao grupo I, sendo estatisticamente significante
(p=0,0143). O grupo tratado com etanol+aluminio (I11) foi o
que apresentou os menores indices de calcio,sendo
estatisticamente significante quando comparado ao grupo |
(p=0,0143) e quando comparado ao grupo Il (p=0,0090).

20-
10
04 y i

GDA GDA+AL GDA+ET+AL
o i15dias ®30 dias OG0 dias

Fig. 6 - Analise morfométrica da calcificagao dos condutos, nos
trés periodos estudados

Analise da calcificacio dos condutos pela espectroscopia
de absorcédo atbmica

Grupol

Neste grupo, observamos que os niveis de calcificacdo
aumentaram progressivamente. A quantidade de célcio
medida foi de 1,56+0,64mg de célcio 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.

Grupoll

Neste grupo, os niveis de céalcio 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.

Grupolll

Neste grupo, os valores quantificados foram
1,56+0,37mg/g, aos 15 dias, seguido de 1,01+0,06mg/g, aos
30 dias e 1,44+0,52mg/g, aos 60 dias.

Os niveis de célcio observados pela espectroscopia por
absorcdo atdbmica mostraram que houve significancia
estatistica dos grupos 111 (p=0,0143) e 1l (p=0,0143) em relagdo
ao |, mas ndo do grupo Il emrelacdo ao Il (p=0,3472). Estes
dados encontram-se ilustrados na Figura 7.
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Fig. 7- Analise pela espectroscopia de absorcdo atdmica da
presenca de calcificagéo, nos trés grupos estudados, ao longo do
tempo

DISCUSSAO

E bem determinado que novos tratamentos para a
prevencao da calcificacdo de tecidos biol6gicos empregados
na confeccdo de préteses valvares cardiacas devem ser
adequadamente testados em animais de experimentacao,
antes de serem utilizados clinicamente [9].

Do ponto de vista pratico, recomenda-se que a avaliagdo
inicial seja feita em modelos mais simples e baratos, passando
para 0s experimentos mais complexos em fases subsequientes
[10]. Nosso estudo representa a avaliacdo inicial de eficacia
de etanol combinado com o cloreto de aluminio na
prevencao da calcificacdo de parede adrtica porcina, e por
esse motivo foi realizado com o implante de fragmentos de
tecidos na tela subcuténea de ratos.

Da mesma forma que outros autores, optamos pela
utilizacdo de ratos da raca Sprague-Dawley, visto que
apresentam maior resposta inflamatéria e calcificacdo mais
intensa e acelerada quando comparados aos ratos da
linhagem Wistar [11]. Além disso, foram empregados animais
jovens de apenas trés semanas de idade, pois seu
metabolismo de célcio é bem mais ativo do que em ratos
velhos.

O mecanismo de acdo do etanol como agente
anticalcificante é multifatorial e ainda ndo completamente
compreendido.

WWavahare et al. [12] demonstraram que o tratamento
com etanol 80% por 24 horas, em cuspides valvares porcinas
previamente fixadas pelo glutaraldeido, causou mudancas
na conformacao das fibras coladgenas que as tornaram mais
resistentes a digestdo pela colagenase, assim como também
alteraram a interacdo das cuspides valvares com proteinas e
lipideos plasmaticos, diminuindo de forma significativa a
absorcdo de colesterol. Quando implantadas na tela
subcutanea de ratos por 60 dias, as cUspides valvares
tratadas com GDA apresentaram niveis de calcio muito
elevados (236+6g/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, subseqiientemente,
confirmados no modelo circulatdrio de ovinos, onde néo se
evidenciou calcificagdo das clspides de proteses mitrais
com até 150 dias de evolugdo.

Nosso grupo de pesquisa na PUC-PR vem estudando
diversos tratamentos quimicos alternativos na prevencao
da calcificacdo de tecidos bioldgicos, incluindo o uso do
etanol. Estudos realizados por Soncini da Rosa et al. [8]
comprovaram que o etanol foi eficiente na prevencéo da
calcificacdo de cUspides valvares implantadas no tecido
subcutaneo de ratos por até 60 dias de evolugao.

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 adrtica. Isso se deve a grande
quantidade de elastina presente na parede adrtica, cujo
mecanismo de calcificacdo é diferente daquele observado
nas cuspides valvares, onde o tecido é predominantemente
constituido de fibras colagenas.

Mais recentemente, Clark et al. [13] demonstraram que o
tratamento quimico de paredes adrticas com AICI, foi
eficiente para prevencao de sua calcificacdo. Os efeitos do
aluminio se devem a sua ligagdo com a elastina, 0 que causa
uma alteracdo estrutural permanente, que resulta em
resisténcia a calcificacéo. Outros efeitos do aluminio incluem
a inibicdo da atividade da fosfatase alcalina, da elastélise
mediada pelas metaloproteinases, além da regulacdo da
proteina Tenascina C, presente na matriz extracelular das
paredes adrticas.

Segundo Bailey et al. [14], as metaloproteinases da matriz
sdo liberadas pela agéo das células do infiltrado inflamatério,
propiciando a digestdo das fibras por elastélise. Isso, por
sua vez, ocasiona a exposicdo de sitios de ligagao carregados
negativamente, onde ocorrera a deposicao de calcio idnico.

Nosso estudo representa uma continuagéo do trabalho
iniciado por Soncini da Rosa et al. [8] e visa obter uma
combinacao de tratamentos quimicos que possam inibir a
calcificacdo da parede adrtica porcina previamente fixada
em GDA. Assim sendo, nosso objetivo primordial foi testar
a eficiéncia do AICI,, sozinho ou em combinagdo com o
etanol, na parede arterial.

Confirmando os achados de Clark et al. [15] e Ogle et al.
[16], nossos resultados demonstraram que o uso isolado do
AICI,, quando comparado ao grupo controle, foi eficiente
em diminuir a calcificagdo da parede adrtica porcina. 1sso
pode ser evidenciado tanto pela medicéao dos niveis de calcio
por espectroscopia como pelas coloracGes de Alizarina nos
pHs de 4,2 e 7,0. Entretanto, a analise detalhada dos achados
histologicos, assim como a morfometria dos depdsitos de
calcio nas coloragdes de Alizarina, demonstraram que a
associacdo de AICI, com etanol resultou em menor infiltrado
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inflamatdrio e melhor preservacdo da matriz extracelular do
que no grupo tratado somente com AICI,. Isso provavelmente
se deveu a acdo sinergistica dos dois agentes, que resulta em
um tecido mais estavel e biocompativel.

Apesar da maioria dos estudos sobre calcificagdo em
proteses valvares empregar a coloragao de Von Kossa, em
nossos estudos, fizemos a opgdo pela Alizarina, visto que esta
pode ser empregada com pHs distintos e diferenciar a
calcificacdo causada por cristais de oxalato de calcio daquelas
ocasionadas por carbonato ou fosfato de calcio. Sendo o
processo de calcificagdo multifatorial, 0 uso de técnicas mais
especificas podera fornecer informagdes mais detalhadas para
melhor compreensdo dos mecanismos envolvidos e para o
desenvolvimento de métodos mais eficientes de sua prevencgo.

Na literatura consultada, somente o estudo de \Wavahare
et al. [17] empregou a coloracdo alizarina, mesmo assim
somente com pH 7,0. Revisando a literatura, constatamos
que nosso estudo é o primeiro da literatura a utilizar essa
coloracéo nos pHs de 4,2 e 7,0. Além disso, a morfometria das
laminas histologicas coradas pela alizarina foi importante para
melhor quantificar a calcificacdo, quando comparado com o
aspecto mais subjetivo da simples observagéo 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 inflamatorio na
matriz extracelular, e a segunda pela afinidade quimica do
calcio idnico em sitios de ligagdo nas moléculas da matriz.
Dessa forma, pudemos evidenciar a deposi¢ao de calcio tanto
em éreas diretamente relacionadas com o infiltrado inflamatério
em éreas danificadas da matriz, assim como em areas distantes,
onde a matriz estava bem preservada.

A morfologia desses dep6sitos de calcio diferem entre
si, demonstrando a caracteristica multifatorial do processo,
e sO puderam ser evidenciadas porque empregamos as
coloraces de Alizarina com pHs diferentes.

Carpentier et al. [2] realizaram estudo classico avaliando
as interacOes biologicas em pacientes submetidos a proteses
valvares. Demonstraram que a presenca de células
inflamatdrias dentro do tecido valvar estavam associadas
com maior incidéncia de degeneracao e calcificacdo. Schoen
et al. [18] também demonstraram que proteses valvares
cardiacas induzem uma reagéo imunoldgica, e que as células
presentes no tecido valvar sdo 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 ao grupo controle, 0 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 extrapolada para uso clinico.
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Da mesma forma com o que aqui foi observado, Ogle et
al. [16] demonstraram excelentes resultados no modelo de
ratos, entretanto, quando testados no modelo circulatério
de ovinos, os resultados ndo corresponderam ao esperado,
com calcificagdo acentuada das cUspides valvares.
Posteriormente, foi demonstrado por Clark et al. [15] que,
quando as cuspides valvares eram submetidas a tempos de
exposicdo muito prolongados ao aluminio, ocorreu a
calcificacdo, entretanto, quando se limitou o tempo de
exposicao, 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
que, ocasionalmente, os depdsitos de calcio se iniciaram
nos restos celulares presentes na matriz. Por isso, a
decelularizacdo pode, eventualmente, ser um adjunto
importante para a prevencdo da calcificacéo dessas proteses,
e também devera ser avaliada no futuro.

Cumpre ressaltar que o aluminio em altas concentragdes
pode ser toxico, sendo necessario incluir, nesses estudos, a
avaliacdo ndo somente dos niveis plasmaticos de aluminio,
mas também dos seus eventuais efeitos deletérios nos
diversos 0rgdos dos animais de experimentacao.

Tendo em vista as vantagens do uso de préteses porcinas
implantadas com a técnica de substituicgo total da raiz adrtica,
torna-se fundamental o emprego de tratamentos quimicos que
retardem ou eliminem a calcificagéo, ndo s6 das clspides, como
também da parede arterial dos condutos. Os resultados aqui
demonstrados sugerem que a combinacdo do etanol com o
cloreto de aluminio possam representar uma excelente
alternativa, e, eventualmente, terem aplicagao na pratica clinica.

CONCLUSAO

O tratamento com cloreto de aluminio diminuiu a
calcificacdo dos fragmentos de parede adrtica 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 calcificacéo, e
também em diminuir a reacdo inflamatoria.
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